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Contagious Ecthyma (ORF) enfeksiyonu goriilen koyun ve kuzularda
pestivirus varhginin arastirilmasi
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Ozet: Contagious ecthyma (CE), 6zellikle kuzu ve oglaklarda yaygin sekilde goriilen ve Orf virusu tarafindan olusturu-
lan viral bir enfeksiyondur. Bu ¢aligma, Sakarya’da bir koyun isletmesinde CE enfeksiyonuna yakalanan koyun ve ku-
zularda siddetli dudak ve dis eti lezyonlarinin olusmasinda immunosuppressive etki yapan persiste pestivirus varligmin
arastirilmast amaciyla gergeklestirildi. Bu amagla, CE enfeksiyonuna 6zgii semptomlar gosteren sakiz irki1 18 koyun ve
26 kuzudan kan ve dudak lezyonlarindan doku &rnekleri alindi. Alinan doku 6rneklerinde orf virusu ve kanlardan elde
edilen 16kosit drneklerinde polymerase chain reaction (PCR) ile pestivirus antijen varlig: arastirildi. Doku numuneleri
yapilan semi-nested PCR testi ile orf virusu yoniinden pozitif bulunurken ayn1 hayvanlara ait 16kosit drneklerinin nested
RT-PCR metodu ile pestivirus niikleik asit varlig1 yoniinden negatif oldugu saptandi. Sonug olarak, bu vakada kuzular
ve koyunlarda goriilen siddetli CE enfeksiyonun temelinde pestiviruslarin etkisinin olmadigi, dudaklarda yogun olarak
goriilen lezyonlarin izole edilen viruslarin patojenitesinden ve koyunlarin irkindan kaynaklanabilecegi kanaatine varil-
mistir.
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The Determination of Presence of Pestivirus in Sheep and Lambs Infected with Contagious
Ecthyma (Orf)

Abstract: Contagious ecthyma (CE), caused by Orf virus is widespread viral infection in young sheep and goats espe-
cially in newborn lambs and kids. In a sheep flock, severe lesions of the lips and gums caused by CE virus were detected
at 18 of 115 sheep between the 2 and 4 ages and at 26 of 72 lambs during the clinical examination of animals in Sakarya.
The aim of this study was to determine the presence of persistent pestiviruses that causes immunosupressive effect on
formation of severe CE lesions in the sheep and lambs. For this purpose, the blood and lip samples were taken from 18
sheep and 26 lambs showing the CE-specific symptoms. For the identification of orf virus, tissue samples leukocyte
samples obtained from bloods were tested by PCR to determinate the presence of orf and pestivirus antigens.Orf viruses
were determined from all tissue samples obtained lip samples with semi-nested PCR and leukocyte samples were found
as negative for the presence of pestivirus nucleic acid by nested RT-PCR test. As a result, in this case, the existence of
pestivirus was not found on severe CE infection in lambs and sheep. It was concluded that intensive lesions seen on lips
can be connected to pathogenicity of the isolated viruses and caused by the race of sheep.
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Giris

Contagious ecthyma (CE), Parapoxvirus genusu
icinde yer alan orf virusu tarafindan olusturulan vi-
ral bir enfeksiyondur. CE, 6zellikle yeni dogan kuzu
ve oglaklar ile gen¢ koyun ve kegilerde yaygin se-
kilde goriiliir. CE’ya bagl lezyonlar 6zellikle geng
kuzu ve oglaklarda agiz ¢evresi, dudak, dis etlerinde
goriiliirken, tipik lezyonlar dogum yapmis koyun ve
kegilerin memelerinde ve nadiren dudak-dis etlerin-
de ortaya ¢ikmaktadir [6].

Koyunlarda pestivirus enfeksiyonlari, bovine
viral diarrhea (BVDV) ve border disease virusu

(BDV) tarafindan olusturulan, koyunlarda immu-
nosupresyon gebelik dénemine bagli olarak yavru
atma ve yeni dogan kuzularda; merkezi sinir sistemi
bozukluklari, tiiylerde diklesme, normalin altinda
dogum agirlig1 ve kafatasinda degisikliklerle karak-
terize bulasici viral bir hastaliktir [11,20]

Bu ¢aligmanin amaci, CE enfeksiyonuna yaka-
lanan koyun ve kuzularda siddetli dudak ve dis eti
lezyonlariin olusmasinda, immunosupresif etkisi
yapan persiste pestivirus varligimin arastirilmasidir.
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Materyal ve Metot

Materyal

Calismada, orf ve pestivirus tespiti amaciyla, doku
ve kan ornekleri Sakarya’da CE enfeksiyonuna ya-
kalanan 2-4 yas arasi sakiz irk1 18 koyun ve 1-2 ay-
lik 26 kuzudan saglandi.

Metot

inokulum hazirlanmasi: Kuzu ve oglaklardan elde
edilen lezyonlu dudak deri 6rnekleri havan iginde
ezilerek virus tiretme vasati icinde homojenatlar ha-
zirland1. Ornekler 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildi ve 0,45 uM filtrelerden gecirildi [10].

Doku orneklerinde Orf virusunun tespiti: Top-
lanan klinik 6rnekler ve pozitif kontrolden viral
DNA’nin ekstraksiyonu i¢in, DNAeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN) tiretici talimatlarina gore kul-
lanildi. DNA pelletleri 50 pl distile su i¢inde toplan-
d1 ve kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi. Orf
virusunun identifikasyonu amaciyla Inoshima ve
ark. (2000) tarafindan bildirilen semi-nested PCR
metodu kullanildi. [15]

PCR reaksiyonu: PCR reaksiyonu i¢in Inoshima
ve ark. (2000) tarafindan bildirilen yontem uygulan-
di. PCR firiiniiniin ¢ogaltilmasinda, elde edilen viral
DNA’dan 1 mikrogram olacak sekilde, toplam 50 pul
reaksiyon miktar1 i¢in, 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 MgCI2 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 dak ve 72°C’de 1 dk ola-
cak sekilde 30 siklus seklinde ayarlandi. Semi nes-
ted PCR, ilk reaksiyon sonucu elde edilen 5 pl PCR
iirlinii ile ayn1 reaksiyon sartlarinda PPP-3 ve PPP-4
primerleri kullanilarak tekrarlandi [15]. PCR iiriin-
lerinin goriintiilenmesi, 0,5 pgr/ml etidyum bromid
iceren %1°lik agaroz jelin elektroforezi ile gercek-
lestirildi. [15]

Lokosit orneklerinde pestivirus varhgmmin sap-
tanmasi: Lokosit Orneklerinden viral RNA’nin
ekstraksiyonu i¢in High Pure Viral Nucleic Acid
kit (Roche) kullanildi. Orneklerle birlikte RNA
ekstraksiyonu yapilmis pozitif ve negatif drnekler
kullanildi. Bunun i¢in, RNA ekstraksiyon kontrolii

olarak, BVDV pozitif bir RNA ve su RT-PCR kont-
rolii olarak kullanildu.

PCR’da; V324 ( 5’-ATG CCC WTA GTA GGA
CTA GCA - 3”) ve V326 (5’-TCA ACT CCA TGT
GCC ATG TAC -3°) dis primerler, All ( 5’-AGT
ACA GGG TAG TCG TCA GTG GTT CG- 3)
ve Al4 (5’-CAA CTC CAT GTG CCA TGT ACA
GCA -3’) primerleri i¢ primerler olarak kullanildu.
Bu primerler, yaklasik 300 bp ve 200 bp biiytklii-
giinde fragmentler amplifiye etmektedir.

PCR iirlinlerinin elde edilmesi i¢in, McGoldrick
ve ark. (1999) tarafindan belirtilen yonteme gore re-
aksiyon, RT ve PCR basamaklarmin tek tiipte bir-
lestirilmesi ve takiben nPCR’1n ayr1 bir tiipte yapil-
mast olarak iki basamakta gerceklestirildi [16]

Birinci basamakta, viral RNA’dan cDNA sente-
zi ve PCR i¢in Qiagen One step RT-PCR kiti kulla-
nildi ve RT- PCR reaksiyonu 20 pl olarak hazirlan-
di. Reaksiyon karisimi, 6 pul RNase free su, 4 pl 5x
RT-PCR buffer, 0,8 pl dNTP’s, 4 ul Q solution, 1’er
ul V324 (20pmoles/ul) ve V326 (20pmoles/ pl) pri-
merleri, 0,8 pul enzim mix olacak sekilde hazirland1
ve bu karisima 2,4 pl daha once ekstrakte edilmis
RNA eklendi.

Thermalcycler, cDNA sentezi igin; 50°C’de 30
dk 1 siklus, PCR aktivasyonu igin; 95°C’de 15 dk
1 siklus ve amplifikasyon i¢in; 35 siklus olacak se-
kilde, 95°C’de 1°dk, 56°C’de 1 dk 72°C’de 1 dk ve
son olarak 72°C’de 10 dk 1 siklus seklinde prog-
ramlandi.

Nested PCR i¢in, PCR Master Mix (2X) kiti
(Fermentas) kullanild1 ve reaksiyon karigimi 10 pl
2xMaster Mix, 2’er ul A11(20 Pmoles/ul) ve Al14
primerleri, 6 pl RNase free su seklinde hazirlan-
di. Bu karisima 1/10 oraninda sulandirilmis birinci

basamak reaksiyondan elde edilen 2 pl PCR iiriinii
eklendi.

Termalcycler cihazi, 94°C’de 2 dk, 30 siklus
olacak sekilde, 94°C’de 1 dk, 56°C’de 1 dk, 72°C’de
1 dk ve son olarak, 72°C’de 5 dk olacak sekilde
programlandi.

PCR firlinleri, 0,2 pg/ml ethidium bromide ice-
ren %2’lik agar jele, 5 ul yiiklendikten sonra elekt-
roforezi yapilarak, UV transimiilatérde goriintiilen-
di.
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Bulgular

CE enfeksiyonuna yakalanan 18 koyun ve 26 ku-
zudan saglanan doku homojenatlarinda semi-nested
PCR testi 235 bp biiyiikliigiinde amplikonlar elde
edilerek doku 6rnekleri orf virusu yoniinden pozitif
olarak bulunurken (Sekil 1), ayn1 hayvanlara ait 16-
kosit 6rneklerinin nested RT-SPCR metodu ile pes-
tivirus niikleik asit varligir yoniinden yaklasik 300
bp ve 200 bp biiytkliigiinde fragmentler amplifiye
edilemedi (Sekil 2).

M 1 2 3 4

Sekil 1. Sekilde 1;1: basamak pozitif kontrol, 2;2. basa-
mak pozitif kontrol, 3; 1. basamak negatif kontrol,4; 2
basamak negatif kontrol

- 2 a L 3 .
F 100bp DN Aladd

Sekil 2. 1. basamak PCR, 1: Pozitif kontrol, 2: Negatif
Kontrol; 2. Basamak PCR, 3: pozitif Kontrol, 4: negatif
konrol

Tartisma ve Sonug¢

CE enfeksiyonu geng kuzu ve oglaklarin disinda er-
gin koyun ve kecilerde 6zellikle atipik ve persiste,
multifokal, proliferatif lezyonlarla karekterize en-
feksiyonlar seklinde sik sik goriilmekte oldugu ve
sebep olarak immun yetmezlik ve orf virusun viru-
lensinin etkili olabilecegi bildirilmistir [1,2,14].

Persiste koyun ve kecilerden izole edilen viruslarin
koyun ve kecilerde yapilan patojenite c¢alismala-

rinda, Orf virus izolatlarinin persiste enfeksiyon-
lar olusturmasinin sebebi olarak en yaygin goriis
immun yetmezlik olarak bildirilmektedir [9,17].
Koyun ve kegilerde immun yetmezlik nedenlerin-
den biri de persiste enfeksiyonlara sebep olan pes-
tiviruslardir.

Koyun ve kegilerde 6zellikle atipik ve persiste
CE enfeksiyonlarmin gériilmesinde immun sistemi
olumsuz etkileyen sebepler arasinda, hayvanlarin
bir yerden bagka bir yere nakledilmesi [23], mineral
madde eksikligi, hayvanlarin kuru ve sert otlaklar-
da otlatilmasi [12], hayvan rasyonlarinda bulunan
bakir ve demir arasinda mineral madde dengesizligi
[5] yapilan galismalarda bildirilmistir.

Bu ¢alisma, CE enfeksiyonuna yakalanan ergin
koyun ve bu koyunlara ait kuzularda siddetli dudak
ve dis eti lezyonlariin olusmasinda immunosupre-
sif etki yapan persiste pestivirus varliginin arasti-
rilmast amaciyla gerceklestirilmis, ancak kuzularla
birlikte 3-4 yas ergin koyunlarda 6zellikle dudak,
dis eti ve meme lezyonlaryla karekterize CE en-
feksiyonu goriilen hayvanlarin 16kosit 6rneklerinde
pestivirus varlig1 saptanamamistir.

Sonug olarak hastalik olgulariin vitamin-mi-
neral eksiklikleri, parazit enfestasyonlart ve kronik
zehirlenmeler yoniinden incelenmesinin atipik ve
persiste CE enfeksiyonlarinin sebeplerinin ortaya
konulmasinda uygun olacagi kanaatine varilmstir.
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