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Contagious Ecthyma Virusu (ORF) izolasyonunda FLK-BLV-044 Hiicre
Kiiltiiriniin Kullanilmasi
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Ozet: Bu ¢alisma, FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriiniin Contagious Ecthyma (CE) enfeksiyonuna yakalanmis kuzu ve og-
laklardan orf virusunun izolasyonunda ilk kez kullanilmas1 amaciyla gergeklestirilmistir. Klinik olarak CE lezyonlarina
sahip 4 oglak ve 2 kuzuya ait dudak dokusundan hazirlanan inokulumlar PCR testi ile orf virusuna ait niikleik asitlerin
varlig1 yoniinden test edildi. Orneklerden monolayer FLK-BLV-044 hiicre kiiltiirlerine ekimler gergeklestirildi. Yapilan
hiicre kiiltiirii ekimlerinin 2. pasajinda hiicre yuvarlaklagsmasi ile karekterize sitopatik efekt (CPE) odaklarinin olustugu
saptand1. PCR testi ile izole edilen viruslarin orf virusu oldugu, lireyen viruslarin titrelerinin 3 oglak ve 1 kuzu izolatinda
DKID,, 10> ve 1 kuzu ve 1 oglak izolatinda 10>°/ml oldugu, yapilan histopatolojik boyamalarda iireyen viruslarin intra-
sitoplazmik inkluzyon cisimleri olusturdugu saptandi. Sonug olarak, siirekli iiretilebilir karakterde olan FLK-BLV-044
hiicre kiiltliriiniin CE enfeksiyonuna yakalanmis hayvanlardan orf virusunun izolasyonunda kullanilabilecegi ortaya
konulmustur.
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The Use of FLK-BLV-044 Cell Culture for Isolation of Contagious Ecthyma Virus (Orf)

Abstract: The aim of this study was to use of FLK-BLV-044 cell culture for isolation of orf viruses from lambs and kids
infected with contagious ecthyma virus. For this purpose, the existence of nucleic acid of orf virus was analyzed by PCR
test from inoculum prepared from lips clinicaly infected 4 kids and 2 lambs. Each of the samples were inoculated into
FLK-BLK-044 monolayer cell cultures. Cytopathogenic effect (CPE) characterized by rounding of the cells were seen
in the second passage of the cell cultures. Isolated viruses were idendified as orf virus by PCR test. The titer of viruses
were found as 10>*/ml TCID_ for 3 kids and 1 lamb strains, 10°%/ml for 1 goat and 1 lamb strains. Intracytoplasmic
inclusion bodies were detected in infected cells with HXE staining. In conclusion, it was represented that the FLK-
BLV-044 cell cultures, propagated permanently, can be used for isolation of orf virus from infected materials obtained
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from kids and lambs.
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Giris

Contagious ecthyma (CE) veya contagious pustular
dermatitis olarak bilinen orf hastalig1 koyun ve ke-
cilerde ozellikle kuzu ve oglaklarda dudak, burun
cevresi, agiz mukozasi, meme ve meme uglarinda
yaygin olarak goriilen nonsistemik eruptif deri has-
taligidir [10,14]. Hastalik etkeni Poxviridae fami-
yasinin Parapoxvirus genusunda yer alan orf viru-
sudur [14]. CE enfeksiyonunun teshisinde Elektron
mikroskopi, virus izolasyonu, Serum Notralizasyon
Testi, Komplemet Fiksasyon Testi, Agar Jel Immuno
Diffiizyon, Immunperoksidaz, Floresan Antikor

Teknigi, ELISA ve Polimeraz Zincir Reksiyonu
(PCR) Testleri kullanilmaktadir [5,11,15,18]. Orf
virusunun izolasyonu amaciyla primer kuzu ve
oglak hiicre kiiltiirleri ile birlikte vero, fetal lamb
lung (CSL-503), BHK, MDBK, MDCK gibi de-
vamli {iretilebilen hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir
[1,4,8,16,17].

Bu calisma, CE enfeksiyonuna yakalanmisg
kuzu ve oglaklardan orf virusunun izolasyonunda
stirekli pasajlanabilir cell line FLK-BLV-044 hiicre
kiiltiirinlin kullanilmas1 amaciyla gergeklestirilmig-
tir.
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Materyal ve Metot

Enfekte doku ornekleri

Calismada kullanilan enfekte dudak derisi 6rnekleri
klinik olarak CE lezyonlarma sahip 1-3 aylik 4 og-
lak ve 2 kuzudan elde edildi.

Hiicre kiiltiirii

CE siipheli doku 6rneklerinden orf virusu izolasyo-
nu amactyla kullanilan FLK-BLV-044 (ovine emb-
rional kidney cells) (DSMZ No: ACC 153) Almanya
DSMZ hiicre kiiltiirti koleksiyonundan temin edildi.

inokulum hazirlanmasi

Kuzu ve oglaklardan elde edilen lezyonlu dudak
deri 6rnekleri havan i¢inde ezilerek virus iiretme va-
sati icinde homojenatlar hazirlandi. Ornekler 3000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve 0,45 um filtre-
lerden gegirildi [9].

Doku oérneklerinde orf virusunun tespiti

Doku homojenatlarindan DNA  ekstraksiyonu
amaciyla ticari genomik DNA purifikasyon kiti
(Promega) kullanildi. DNA peletleri 50 ml distile su
icinde toplandi ve kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Orf virusunun identifikasyonu amaciyla
Inoshima ve ark. (2000) tarafindan bildirilen se-
mi-nested PCR metodu kullanildi.[13]

Virus izolasyonu

Flasklarda %10 FCS iceren Dulbecco’s MEM/
Ham’s F-12 (Biochrom) vasati ile monolayer hiic-
re kiltiirii hazirlandi (Sekil 2). Hazirlanan 6rnek-
ler FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriine inokule edildi.
Hiicre kiltirleri 37°C’de, %5 CO,’li etiivde inku-
basyona birakildi. Her giin inverted mikroskopta
sitopatik efekt (CPE) olusumu yoniinden kontrolleri
gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirlerinde CPE olusumla-
1 gozlenene kadar 5 giinde bir kor pasajlar yapildi
ve %75 CPE goriilen hiicre kiiltiirleri 3 kez dondu-
rulup ¢ozdiiriildii. Santrifiij ile temizlenen siiper-
natantlar kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza
edildi [8, 9].

Virus titrasyonu

Hiicre kiiltiiriinde CPE olusturarak tireyen orf virus-
larmin titrasyonu FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriinde

Buddle ve ark. [2,3] tarafindan bildirilen metotla
gerceklestirildi. Santrifiij islemi 3000 rpm’de 20
dakika yapilarak hiicre kalintilarindan temizlenen
virus stispansiyonunun DMEM/Ham’s-F12 vasati
icinde 10 kath diliisyonu yapildi. Her diliisyondan
96 gozlii pleytlerin 4 goziine 100°er pl kondu ve
tizerine 1x10%ml hiicre siispansiyonundan 100’er
ul eklendi. Pleytler 37°C’de, %5 CO,’li etiivde in-
kubasyona birakildi ve pleytler CPE olusumlari y6-
niinden 5-7 giin siireyle gozlendi. TCID, degerleri
Karber Metodu ile saptandi.

Hiicre kiiltiirlerinde virus iiremesinin tespiti

Hiicre kiiltiirlerinin histolojik muayenesi

Izole edilen orf viruslarmin hiicre kiiltiiriinde iire-
mesi esnasinda olusturdugu inkluzyon cisimcigi-
nin saptanmasi amaciyla orf virusu inokulasyonu
yapilan FLK-BLV-044 lamel hiicre kiiltiiriinde
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama gergeklestiril-
di [7].

Orf virusu varhiginin saptanmasi

Toplanan klinik drnekler ve pozitif kontrolden, viral
DNA’nin ekstraksiyonu i¢in, DNAeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN) tiretici talimatlarina gore kul-
lanildi.

PCR reaksiyonu

PCR reaksiyonu icin Inoshima ve ark. (2000) tara-
findan bildirilen yontem uygulandi. PCR {irliniiniin
cogaltilmasinda, elde edilen viral DNA’dan 1 mik-
rogram, toplam 50 pl reaksiyon miktar1 igin, 0,2
mM her bir primerden (PPP-1 ve PPP-4), 200 mM
dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl2 ve 1U Taq DNA polimeraz (Fermentas)
kullanildi.

PCR reaksiyonu i¢in 1s1 dongii cihazi (Techne
TC-412 Thermal Cycler), 95°C’de 9 dk’y1 takiben,
94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk ve 72°C’de 1 dk olacak
sekilde 30 siklus seklinde ayarlandi. Semi nested
PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 pul PCR
iriinii ile ayni reaksiyon sartlarinda PPP-3 ve PPP-4
primerleri kullanilarak tekrarlandi [13]. PCR firiin-
lerinin goriintiilenmesi, 0,5 pg/ml etidyum bromid
iceren %1’lik agaroz jelin elektroforezi ile gercek-
lestirildi.
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Bulgular

Klinik olarak CE enfeksiyonu belirtileri gdsteren 4
oglak ve 2 kuzu numunesinden hazirlanan homo-
jenatlarin semi-nested PCR testi ile 235 bp biiyiik-
liiglinde amplikonlar elde edildi (Sekil 1). Virus
izolasyonu amaciyla hiicre kiiltiiriine yapilan inoku-
lasyonlar sonucu hiicre kiiltiirlerinin 2. pasajlarinda
virus tiremesine bagli CPE odaklarimin, inkubasyo-
nun 3. giiniinden itibaren ortaya ¢iktigi ve 5. giinde

%90’a ulastig1 gdzlendi (Sekil 3). Ureyen viruslarin
titreleri 3 oglak ve 1 kuzu izolatinda DKID_, 10>/
ml ve 1 kuzu ve 1 oglak izolatinda 103/ml olarak
belirlendi. FLK-BLV-044 hiicre kiiltiirlerinde izole
edilen 6 izolatin yapilan semi-nested PCR ile orf
virusu oldugu (Sekil 3), lamel hiicre kiiltiirlerinin
histopatolojik boyamalarinda iireyen viruslarin int-
rasitoplazmik inkluzyon cisimcikleri olusturdugu
tespit edildi (Sekil 4).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

9 10

Sekil 1. M: Marker (50 bp), 1-5: 1. PCR (PPP1-PPP4), 6-10: Semi-nested PCR (PPP3-PPP4)

Sekil 3. Orf virusunun CPE olusumlari

Sekil 4. FLK-BLV-044 hiicre kiiltlirtinde orf virusuna ait
intrasitoplazmik inkluzyon cisimcigi

Tartisma

Koyun ve kecilerde CE enfeksiyonunun teshi-
si amaciyla son yillarda PCR kullanilirken, virus
izolasyonu metodunun zaman almasi ve zahmetli
olmas1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmamakta-
dir. Ancak, orf virusunun gerek molekiiler gerekse
asi-patojenite caligmalar1 amaciyla izolasyon ¢a-
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lismalarina ihtiyag duyulmaktadir. Koyun ve ke-
cilerde orf virusunun izolasyonu amaciyla primer
ve siirekli hiicre kiiltiirleri yaygin olarak kullanil-
maktadir [2,3,6,8,12]. Primer hiicre kiiltiirleri virus
izolasyonlar1 i¢in her ne kadar uygun ise de bircok
dezavantaja sahiptirler. Primer hiicre kiiltiirlerinin
diizenli araliklarla hayvan dokularindan hazirlan-
masi, karekterize edilmesi ve viral kontaminantlar
yoniinden test edilmeleri de gerekmektedir. Siirekli
iiretilebilen hiicreler bu dezavantajlara sahip olma-
diklar1 gibi likit nitrojende kullanilincaya kadar yil-
larca saklanabilirler [16].

Orf virusunun izolasyonu amaciyla yapilan di-
ger ¢alismalarda primer ve siirekli hiicre kiiltiirle-
rinde elde edilen virus titreleri DKID_, 10*>-10"%/
ml oldugu ve virusun 2-3 kor pasaji takiben hiicre
kiiltiirlerinde yuvarlaklasma ile karakterize CPE
olusturdugu bildirilmistir [3,6,8,12] Bu ¢alismada,
orf virusunun FLK-BLV-044 hiicre kiiltiiriinde 2.
kor pasajda DKID,, 10°*-10*%/ml titrelerde hiicre
yuvarlaklagmasi ile karakterize tiremesinin diger
calismalarda elde edilen sonuglarla benzer oldugu
gOriilmustiir.

Sonug olarak, bu calisma ile devaml iiretile-
bilir (permanent cell line) hiicre hatt1 olan FLK-
BLV-044 hiicre kiiltiiriiniin orf virusu izolasyonu
amaciyla kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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