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GIRIS

Sap viruslari, laboratuvar ¢alismalarinda dretildikleri ortama ve hiic-
reye goére 6nemli biyolojik degisikliklere ugrarlar. Ayni alt tip viruslarda anti-
jenik farkhhklarin yaninda plak variantlari da gérdlebilir.  *

Normal sartlar altinda bir tipe kargt hazirlanan asi, homolog virusa
kargi hayvanlari 5-6 ay sure ile korur. Ancak, sahadan izole edilen viruslar
ile laboratuvar susu arasinda da zaman iginde farkliliklarin olabilecegi tes-
pit edilmigtir.

Bir alt tipin varlig: serolojik ve immunolojik testlerle meydana gikarilir.
Kros testler sonucunda iki virus arasindaki uzaklik % 70-100 arasinda ise
ayni tip, % 30-70 ise ayn alt tip, % 30'un altinda ise uzak alt tip olduguna
karar verilir (1-9).

Mevcut sap asl susu ile, sahada meydana gelen yeni subtiplerin
karsilastirmasinda énceleri sadece CFT'den yararlanirken daha sonra SNT
testin CFT'den daha duyarh oldugu belirlenmigtir (8).

Bengelsdorff ve arkadaslan da farkl viruslar arasindaki immunolojik
iliskiyi belitmek igin en uygun testin SNT oldugunu tanimlamislardir.

(*) Uzm. Vet. Hekim., Sap Enst. P.K. 714-06044-Ankara
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Sap viruslarinin immunolojik ézellikleri ve plak karakterleri ile tretim
metodlari arasinda bir iliskinin varoldugu Cowan ve arkadaglan tarafindan
bildirilmigtir (3). lyi bir asi susunun segiminde; Uretildigi sisteme kolay adap-
te olmas! ve sahada seyreden suslara immunolojik ve serolojik 6zellikleri
yoniinden homolog ve dominant olmasi gerekmektedir.

Enstitimizde 6nceki yillarda yapilan bir seri calisma ile saha suglari
ile asI susu arasindaki iligki incelenmigtir (4,7,9). Ancak sahada seyreden
virus suslarinin zaman igerisinde ve 6zellikle agilama uygulanan tlkelerde
degisime ugrayabilecegi de bir gergektir.

Lombard ve arkadaglari da son zamanlarda yakin ve orta dogudan
izole edilen sap virus suslarinin serolojik ve biyokimyasal ézelliklerini ince-
lemis ve bu viruslan siniflandirmiglardir (6).

Kitching ELISA ile agi susu ve sahadan izole edilen sap viruslan
arasindaki antijenik iliskinin kisa strede tespit edilebildigini bildirmistir (5).

Yurdumuzda halen seyretmekte olan Os tipi sap virusunun variable
olmasindan dolayi, sahadan izole edilecek O viruslari ile agi susunun mu-
kayeseli ¢alisiimasini gerektirmistir. Bu nedenle yurdun degisik bélgelerin-
den (Malatya, Manisa, Erzurum ve Sakarya) izole edile O tipi sap viruslar
ile asi susu olarak kullanilan O; Manisa 1969 SP/12 virusu BHK-21 C13
ANs3p monolayer ve siispanse hiicre kiltirlerine adapte edilerek viruslarin
plak karakterleri izerinde mukayeseli galigmalar yapilmigtir.

MATERYAL VE METOT
MATERYAL

1 - Hicre : Virus adaptasyonunda ve serum nétralizasyon testlerin-
de; BHK-21 C13 ANgo cell line monolayer ve slispanse hicre kiltirleri kul-
lanildi.

2 - Virus : Oy Manisa SP/12 1969 Laboratuvar susu.

O Malatya 1989 saha susu.
O Manisa 1989 saha susu.
O Erzurum 1989 saha susu.
O Sakarya 1989 saha susu.

viruslarinin monolayer hiicre kiiltirlerinde adaptasyonu yapildiktan sonra
bu viruslar stispanse kiiltiirlere inokule edildi. Adapte viruslarla SNT yapildi.

3 - Vasat : Monolayer hiicre tretimi igin % 10 serumlu Glasgow
MEM, slispanse hicre kultiirlerinde % 10 serumlu 6M vasati, virus Uretimi
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icin de serumsuz VMs; ve serumsuz 6M vasatlan kulanimigtir. SNT de
ortme vasati olarak Gum tracaganth, plak karakterlerinin tespit edilmesinde
de Taylose kullaniimigtir.

4 - Serum : Hicre uretiminde E.B.K. mezbahasindan temin edilen
sigir serumlari kullanilmigtir.

Her virusa kargi kobay adaptasyonundan sonra 21 giinlik post ino-
kulasyon (Pl) serumlar elde edilmig ve 56°C'de inaktive edildikten sonra
-20°C'de saklanmigstir. Testlerde bu serumlanin 1/50 dilusyonlar kullanil-
mugtir.

METOT

1 - Hicre ve virus kilttrlerinin hazirlanmasi :

Sivi azot stoklarinda mevcut BHK-21 C13 ANao hiicresi kullanilarak
150 cm? ylzeyli kilttr siselerinde monolayer, 70 ml kapasiteli mini Belco-
pot'larda sitspanse kiltirler hazirlanmigtir. % 100 monolayer Ulreme
gosteren siselere galismalarda kullariilacak olan viruslar (O Manisa SP/12
1969, O Malatya 1989, O Manisa 1989, O Erzurum 1989, O Sakarya 1989)
usuliine uygun sekilde inokule edilerek seri pasajlar yapilmigtir. Monolayer
kiltire adapte olan bu viruslar stispanse hiicre kiltlrlerini enfekte etmekte
de kullaniimistir. Slispanse virus kultirlerinin hazirlanmasinda baglangi¢
hiicre konsantrasyonu 2.0 x 10° hiicre/ml, virus miktari ise 1 virus partikili/
20 hiicre olacak sekilde hesap edilmistir. Monolayer virus kltdrleri % 70-80
CPE gorlldigu zaman, siispanse kulttrler ise % 90 hicre dlumi géraldigu
zaman toplanmigtir.

2 - Viruslarin antijen titreleri :

Viruslarin antijenik titreleri Kolmer metoduna gére komplement fik-
zasyon testi (CFT) ile tespit edilmigtir.

3 - Enfektivite ttiresi ve plak karakteriiasyonu :

Uretilen her virus numunesinin enfektivite titresi ve plak karakterleri 6
g6zl disposible plate'ler kullanilarak plak test metoduna gére tespit edil-
migtir.

4 - Serum notralizasyon test (SNT) :

SNT serum sabit, virus dilue olarak 96 go6zli mikroplate'ler de
nétralizasyon indeksinin (NI) hesabi ile degerlendirilmigtir
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BULGULAR

Degisik bdlgelerden temin edilerek monolayer ve siispanse hiicre
kiltirlerinde adaptasyon ve uretim galismalan yapilan Oy Manisa (Lab.
susu), O Manisa, O Malatya, O Erzurum, O Sakarya saha viruslarinin anti-
jenite (CFT) ve enfektivite (IT) degerleri ve Ureme sireleri ve doku
kaltirinde Taylose 6rime vasati ile yapilan galigmada meydana getirdikleri
plaklann biyuklikleri Tablo 1,2,3,4,5'de gdsterilmigtir.

Sigir virusunun monolayer hicre kiltirine adaptasyonu genellikle
3.,4.,5. pasajlarda olmaktadir. Bu durumda treme stresinin kisalmasi (18-
24 saat), birbirini takip eden pasajlarda infektivite ve antijenite titresinin
yukselmesi ile kendini gdsterir.

Viruslarin monolayer hicre kiltlriine adaptasyonu sirasinda Gireme
stresi ilk 2.,3. pasajda 23-68. saat olmus, sonraki pasajlarda treme stre-
leri azalmigtir. '

Calistigimiz viruslarin hepsi monolayer hicre kultiriine adapte ol-
mustur (Tablo 1,2,3,4,5,). Ancak, infektivite ve antijenite yoniinden farkii-
liklar géstermiglerdir. Séyle ki O1 Manisa SP/12 virusu ile O Erzurum, saha
virusunun 5 ve 6., O Manisa saha virusu ile O Sakarya saha virusunun 4 ve
5., O Malatya saha virusunun ise 3 ve 5. monolayer pasajlari infektif titre
y6éniinden en ylksek olarak tespit edilmistir (Tablo 1,2,3,4,5,).

Sispanse kiltlrlerde tohum virus olarak enfektivitenin en yiksek ol-
dugu bu monolayer pasajlar kullanilmigtir (Tablo 1,2,3,4,5).

BHK-21 C13 ANss monolayer ve silispanse hicre kultirlerinde
tiretilen Oy Manisa SP/12, O Erzurum, O Malatya, O Manisa ve O Sakarya
saha viruslarn kuguk plak karakterindedir (0.1 mm c¢apinda). Adaptasyon
caligmalarinda kullanilan saha viruslarinin ve agt susunun (Sigir orijinli vi-
ruslar) daha énce yapilan testlerde de kiglk plak verdikleri gézlenmistir.

Kobay hiperimmun serumlari ile yapilan kros serum nétralizasyon
testinde butin virus nétralizasyon indeks degerleri 2.5'in Uzerinde bulun-
mustur (Tablo 6). Test sonucunda O1 Manisa SP/12 virusuna gére elde edi-
len R degerleri de 85-90 arasindadir (Tablo 7). Bu degerlerin 1g1ginda bu vi-
ruslarin yakinhk derecesi % 85-90'dir. Bu da bu viruslarin ayni alt tip (O4)
icinde ve immunolojikman da benzer olduklarini géstermektedir.

146



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1994 7 (5)

Tablo-1 : O1 Manisa SP-12 virusunun BHK-21 C13 AN3p monolayer ve siispanse hiicre
klttrlerindeki adaptasyon ve treme degerleri.

Toplandig CFT IT (PFU) Plak
Saat Kolmer log10/1.0 ml Karakteri
Pasaj No: Metodu
Sigir dili epiteli 4444 6.20 K.P. "’
Monolayer P-1 49 4321 5.90 K.P.
# P-2 36 4432 6.37 K.P.
& P-3 23 4432 6.79 K.P.
# P-4 18 4443 7.13 K.P.
" P-5 16 . 444444 7.59 K.P.
" P-6 16 4444 7.78 K.P.
Siispanse  P-5(S-1 20 4443 6.91 K.P.
" P-6/S-2 19 4444 6.47 KPP
= P-5/S-1 18 44443 7.10 K.P.
= P-6/S-1 18 44444 717 K.P.
" P-5/S-1 18 44443 7.36 K.P.
" P-6/S-1 18 44443 7.36 K.P.

K.P. - Kuguk Plak
S.P. - Sigir Pasaji )
NOT : Yapilan tim galigmalarda her pasaj igin bir adet hiicre kiiltiirQ kontrol olarak kullaniimigtir.

Tablo-2 : O Erzurum saha virusunun BHK-21 C13 AN3p monolayer ve slispanse hicre
kulturlerindeki adaptasyon ve Ureme degerleri.

Toplandigi CFT IT (PFU) Plak
Saat Kolmer log10/1.0 ml Karakteri
Pasaj No: Metodu
Sigir dili epiteli 4432 5.53 K.P.
Monolayer P-1 57 A.C. 4.75 K.P.
y pP-2 40 + 4.10 K.P.
" P-3 23 4321 5.34 K.P.
" P-4 21 4432 5.62 K.P.
" P-5 20 4444 6.73 K.P.
" P-6 20 4443 7.21 K.P.
Suspanse  P-5/S-1 23 4432 5.13 K.P.
e P-6/S-1 20 4443 5.29 K.P.
= P-5/S-1 24 4432 5.77 K.P.
" P-6/S-1 20 4443 5.91 K.P.
" P-5/S-1 22 4432 5.69 K.P.
" P-6/S-1 21 4443 5.86 K.P.

K.P. - Kiguk Plak
NOT : Yapilan tam galigmalarda her pasaj igin bir adet hicre kiltird kontrol olarak kullaniimigtir.
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Tablo-3 : O Malatya saha virusunun BHK-21 C13 AN3p monolayer ve siispanse hiicre
kultdrlerindeki adaptasyon ve tireme degerleri.

Toplandigi CFT IT (PFU) Plak
Saat Kolmer log10/1.0 ml Karakteri
Pasaj No: Metodu
Sigir dili epiteli 4432 417 K.P.
Monolayer P-1 68 21 4.36 K.P.
5 pP-2 51 AcC. 470 K.P.
" P-3 32 4.32 4.83 K.P.
= P-4 28 4.32 4.57 K.P.
" P-5 26 4.43 4.92 K.P.
- P-6 . 23 432 4.81 K.P.
Siispanse  P-3/S-1 33 432 3.93 K.P.
& P-5/S-1 36 432 4.23 K.P.
" P-3/S-1 32 443 4.27 K.P.
. P-5/S-1 34 432 4.58 " K.P.
= P-3/S-1 30 443 4.87 K.P.
. P-5/S-1 32 432 4.48 K.P.

K.P. - Kuglk Plak
NOT : Yapilan tim galismalarda her pasaj igin bir adet hiicre kiltird kontrol olarak kullaniimigtir.

Tablo-4 : O Manisa saha virusunun BHK-21 C13 AN3gp monolayer ve stispanse hiicre
kulturlerindeki adaptasyon ve Ureme degerleri.

Toplandigi CFT IT (PFU) Plak
Saat Kolmer log10/1.0 ml Karakteri
Pasaj No: Metodu
Sigir dili epiteli 4443 ) 5.15 K.P.
Monolayer P-1 53 A.C. 4.60 K.P.
" P-2 42 1+ 532 K.P.
B P-3 26 432 517 K.P.
= P-4 23 443 5.70 K.P.
= P-5 20 443 5.83 K.P.
" P-6 20 444 5.62 K.P.
Suspanse  P-4/S-1 26 432 4.71 K.P.
” P-5/S-1 24 443 4.92 K.P.
o P-4/S-1 25 443 4.76 K.P.
: P-5/S-1 22 432 5.10 . K.P.
" P-4/S-1 23 432 4.83 K.P.

- P-5/S-1 26 443 _ 5.00 K.P.

K.P. - Kiglk Plak
NOT : Yapilan tim galigmalarda her pasaj igin bir adet hiicre kiltris kontrol olarak kullaniimisgtir.
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Tablo-5 : O Sakarya saha virusunun BHK-21 C13 AN3p monolayer ve siispanse hiicre
kiltirlerindeki adaptasyon ve Ureme degerleri.

Toplandid CFT IT (PFU) Plak
Saat Kolmer log10/1.0 ml Karakteri
Pasaj No: Metodu
Sigir dili epiteli 443 4.89 K.P.
Monolayer P-1 62 A.C. 4.35 K.P.
B P-2 51 432 4.46 K.P.
# P-3 40 A.C. 4.7 K.P.
1 P-4 32 443 4.81 KP.
" P-5 24 444 4.75 K.P.
" P-6 23 443 4.67 K.P.
Suspanse  P-4/S-1 34 + 4.60 K.P.
" P-5/S-1 30 432 4.53 ’ K.P.
- P-4/S-1 30 432 4.77 K.P.
= P-5/S-1 28 432 4.62 ~KP.
" P-4/S-1 32 321 4.70 K.P.
" P-5/S-1 29 432 4.49 K.P.

K.P. - Kuguk Plak (1.0 mm)
NOT : Yapilan tim galigmalarda her pasaj igin bir adet hiicre kaitird kontrol olarak kullanilmigtir.

Tablo-6 : Nétralizasyon indeks degerleri

Virus | Manisa | Sakarya Erzurum Manisa Malatya
Serum SP-12
Manisa SP/12 4.80 3.92 3.73 3.56 3.1
Sakarya 3.80 3.83 3.60 3.26 3.1
Erzurum 3.80 3.40 3.60 3.84 3.62
Manisa 3.60 3.70 3.15 A 3.56 3.30
Malatya 3.60 3.70 3.68 3.56 3.30

Tablo-7 : R degerleri

Virus | Manisa Sakarya Erzurum Manisa Malatya
Serum SP-12
Manisa SP/12 100 89.5 89.9 86.4 87.6
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TARTISMA

Arastirmada amacimiz sahada seyreden O tipi vak'alarindan izole
edilen viruslan ile laboratuvar susu olarak kullanilan Oy Manisa SP/12'nin
iligkilerini tespit etmek olmustur. Daha éncede bu konu Gzerinde gerek Ens-
titimizde (4,7,9) gerekse diger lilke Sap Enstitilerinde (2,6,8) bu tir ¢alis-
malar yapilmistir. Ancak antijenik variasyonlarin devamlilik arz etmesi ne-
deni ile bu tUr saha taramalarinin en az birkag yilda bir yapiimasinin has-
talik ile miicadelede basari saglamak agisindan yarari buydktar.

Yurdumuzda genelde sap hastaliginin dogu illerinden batiya dogru
yayildigi gézénine alinarak marazi maddeler bu bélgelerden segilen iller-
den temin edilmistir.

Monolayer kiltlirine adaptasyon sirasinda 4 saha virusu ve labora-
tuvar susu degisik sirelerde Gremis ve sonugta antijenite titreleri arasinda
farkliik gézlenmigtir. Ancak, O Erzurum virusunun enfektivite titreleri mono-
layer 4. pasajdan itibaren 10 nin {izerinde de@erler vermig, O Malatya, O
Sakarya ve O Manisa viruslari 6. monolayer pasajlarda istenilen bu degere
ylikselememiglerdir. Benzer durum Siit¢l ve arkadaglan ile Okay ve arka-
daglarinin 1979'da yapmig olduklar galigmalarda gézlenmigtir.

Silspanse virus kiltirt ¢aligmalarinda, monolayer kilttrlerde infekti-
vite yéniinden en ylksek degeri veren adapte viruslar kullaniimigtir. Yapi-
lan galigmalarda slispanse virus kdltirlerinde sadece S-1 olacak gekilde vi-
rus inokulasyonlari denenmistir. Glinkl stispanse virus kiltirlerinde yapila-
cak devamli virus pasajlart hem virusun plak karakterini degistirecek ve
hem de enfektif gliclini azaltacaktir ki bu da virus tretiminde istenmeyen
bir durumdur. Tercihan tohum viruslarin orijine yakin olmasi gerekmektedir.

Yapilan ¢caligmalarda O« Manisa SP/12 laboratuvar ve O Erzurum sa-
ha suglar stispanse virus kultirlerinde infektivite ve antijeniteleri yéninden
istenilen diizeye ulasmigtir (Tablo-1,2). O Malatya, O Manisa ve O Sakar-
ya saha viruslan enfektivite ve antijeniteleri yéninden variabilite g&ster-
mekle birlikte istenilen diizeye de ulagamamuiglardir (Tablo 3,4,5).

Bengelsdorf ve Kitching farkli viruslar arasindaki iliskiyi belilemek
icin nétralizasyon indeks degerlerinin kargilastiriimasi gerektigini bildirmig-
lerdir. Bu galismada kullanilan saha viruslarinin kendi aralarinda ve labora-
tuvar susu olan Oy Manisa SP/12 kargisindaki nétralizasyon indeks deger-
leri Tablo-6'da gdsterilmistir.

lyi bir asi susunun (retildigi sisteme kolay adapte olmasi, iyi antijeni-
te ve enfektivite gliciinde olmasi, Ureme sirasinda; orijin virus ile serolojik,
immunolojik ve plak karakterieri ydéninden dominant ve homolog bir yapida
bulunmasi gerekmektedir. Bu noktadan hareket ederek O Erzurum saha vi-

150



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1994 7 (5)

rusunun ileriki agamada gogaltilarak asisinin hazirlanmasi ve kros bagi-
siklik testleri ile ast sugu O1 Manisa SP/12'nin kargilagtirlmasinda yarar
gorilmektedir.

SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmanin sonunda, yurdun degisik bdlgelerinden izole edilen
O Manisa, O Sakarya, O Malatya ve O Erzurum saha viruslarinin agi sugu
olarak kullandigimiz O, Manisa SP/12 virusu ile mukayeseli galigmalarinda
ayni alt tipte olmalarina ragmen bu viruslarin immunite yéninden daha
saglkh deg@erlendirilebilmeleri igin, aralarindan en lyi enfektif ve antijenik
deger veren virusla asi hazirlanarak kendi asi susumuz ile kargilastiril-
masinda yarar vardir.

Ayrica bu tir ¢alismalarin degisik zamanlarda tekrarlan.ma,smda sa-
ha viruslarn ile agt susunun mukayesesi yéninden buyuk yarar saglayacagi
kanisindayiz. '

OzZET

Turkiye'nin degisik bdlgelerineden saglanan virusi epitellerden izole
edilen sap viruslari agi susu O1 Manisa SP/12 ile hicre kultirlerine adap-
tasyonlarini takiben kargilagtiriidi.

Saha viruslarinin degisik sirelerde fakat birbirine yakin pasajlarda
doku kultirine adapte oldugu ancak infektivite ve antijenitelerinde farklilk
gosterdigi saptandi. Viruslarin plak karakterleri Gizerinde yapilan ¢alisma-
larda 6rtme vasati olarak Taylose kullanildi. Bitun viruslarin kigik plak
(K.P.-1.0 mm) karakterinde oldugu géruldu. Ayrica bu viruslarin kros nétra-
lizasyon test ile birbirlerine olan yakinliklari arastiridi.

Sonugta Oy Manisa SP/12 agi susunun bu viruslara kargi dominant
ve homolog yapida oldudu saptandi. Ancak, diger saha viruslarindan infek-
tif ve antijenik yénden daha ylksek titre veren O Erzurum saha virusu ile
as! hazirlanarak Os Manisa SP/12 agl susu ile kargilagtiriimasinin yararh
olacagi kanisina varildi.

SUMMARY

Foot and Mouth Disease viruses, isolated from épithelium samples
collected from different regions of Turkey, were compared with our vaccine
strain O1 Manisa SP/12 after their adaptations to cell cultures.

It was determined that adaptation periods of field viruses to cell cultu-
res were different but their passage levels were close each other, however
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they showed different infectivity and antigenity. Taylose was used a overlay
in plaque characterization studies of viruses. It was found out that all of the
viruse have small plaque character (0.1-1.5 mm). The relationship of these
viruses to each other were also studied with cross neutralisation {ast. As a
result it was determined that Oy Manisa SP/12 vaccine strain was homolo-
gous and dominant than other viruses. Nevertheless, it was decided that it
will be useful to prepare a vaccine with Oy Erzurum field virus which gave
results than other field viruses and to compare it with Oy Manisa SP/12 vac-
cine.
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