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Farkh laboratuvarlarda aym adla kullanilan BVDYV suslar arasinda
' antijenik farkhhklar
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Ozet: Ayni adla bilinen fakat degisik laboratuvarlarda farkli pasaj gegmisine sahip olan  virustarm antijenik yaptlarmda Lark-
Ihklar olugabilecegi savunulmaktadir. Bu arasirmada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi. Viroloji Anabilim Dah Laboratuvarmda
kultaniimakta olan cp BVDV NADL.-Ank.lab ve ncp BVDV susu ()712/80/Hannover-Ank.Lab viruslanimn 15 deZisik Moub'a karyt
streploavidin-biotin-peroksidaz yontemiyle test edilerck antijenik karakterizasyonunun yaptlmast ve elde edilecck bulgularn daha
once Hannover Veleriner Yiksek Okulu Viroloji Enstitisi'nde (HVD aym adla kullanitan viruslarla elde edibmy vertlerle kar
stlastinlarak farklihklarin saptanmast amaglanmistir. Aragtinma neticesinde NADL-Ank.Lab ile HVI'daki NADIL L (NADL-Ames
ve NADL-Huannover) arasinda birer cpitopta farklihik olabilecegi, (0712/80/Hannover-Ank.Lab ile elde edilen verilerle. HVIda 0712/
8(/Hannover virusuyla yapilmiy ¢cahsmalarda elde edilmiy veriler arasinda ise tarkliliklar oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Antijenik karstlastirma, BVDYV suglan. monoklonal antikorlar

Antigenic differences among BVDYV strains known under same name
in different laboratories

Summary: In this rescarch, antigenic characterization results of NADL-Ank.Lab and 0712/80/Hannover Ank.Lub strains of
BVDV. which are being used in Virology Laboratory of Ankara University. Faculty of Veterinary Medicine. with results taken from
the studies with  viruses known under the swmne namc in Virology Institute of Hannover Veteri wry High School (HVI} were
comparcd using Moab based streptoavidin-biotin-peroxidase technique. 1t is pointed out that NADL-Ank Lab has dilference just in
one epitop from NADL-Ames and NADL-Hannover, are being used in HVIL according to results of previous studies.
(71 2/80/Hannover-Ank.Lab gave patterns which include differcnces from patterns of 0712/80/Hannover (HVI1) derived from the

samc studics.
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Giris

Bovine viral diarrhoca (BVD) virus pestiviruslar ge-
nusuna dahil. poziaf polariteli ve  zarli bir RNA vi-
rusudur ()1} Etken tim diinyada si@ir ve koyun po-
pitlasyonlarmda yaygmn olarak gozlenmekte, klinik veya
subklinik enfcksiyonlara schep olmaktadir. Hastalik hafif
bir enteritisle karakterize sindirim sistemi enfeksiyo-
nundan, abort. mumifiye fétus, fétal anomaliler ve repeat

breeding’e varan genital sistem enfeksiyonlan ile so- .

lunum sistemi enfeksiyonlarina kadar uzanan bir akut en-
fcksiyon tablosuna sahiptir (1,9). Ayrnica, fital hayatn
45-120. giinleri arasinda sitopatojen olmayan (ncp) BVD
virusla enfekte olan si1@ir fotuslaninda persiste enfeksiyon
(PD) gelismekte ve bu bireyler postnatal yasamlarinda mu-
cosal discase (MD) riski tasgimaktadir (2). MD, ncp BVD
virus biyotipiyle PI olan sifinn postnatal yasamda ho-
molog sitopatojen (cp) biyotiple siiperenfekte olmasi ile
ortaya ¢ikan oliimeiil bir tablodur.

Olafson (14)un 1946 yilinda BVD'yi ilk kez ta-
nimlamasindan bugiine BVD virusla yapilan ¢alismalarda
oldukea onemli yol almmusur. Oneelikle, virusun iki fark-
I biyotipinin varoldugu (6,7) ve bu biyotipler arasindaki
thgkinin MD nin patogenczini sekillendirdigi (3), aynica

virusun  Ozglin bir PI modelinin oldugu ortaya ko-

nulmusgtur. Son 20 yilda isc virolojide monoklonal an-
ukorlar (Moab) ve polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR})
kullanilmasi énemli virolojik gelismelerdir.

Bu siireg igerisinde diinyamn degisik bolgelerindeki
laboratuvarlarda BVD virus suglarmn izolasyonu ger-
¢eklestirilmigtir. Bu izolatlarin zaman zaman laboratuvar-
lar arasinda veya yeni kurulan laboratuvarlara nakli ve
buralarda iretilerck kullammi s6z konusu olmakiadir.
Referenz sug olarak kabul edilen. NADL (National Ani-
mal Discase Laboratory) ile birlikte New York-1. Osloss.
Oregon C24 ve Singer gibi suglar degigik laboratuvarlar-
daki ¢aligmalarda en ¢ok kullamlan BVD wvirus suglan
olarak goze ¢arpmaktadir.

Farkhi laboratuvarlarda aym adla kullantlan, [akat
farkhh hiicre kiiltiirlerine adapte edilmig ve yillar ige-
risinde dedisen sayida pasajlama iglemine tabi tutulmug
viruslarnin antijenik kompozisyonlannda farkhiliklar ola-
bilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim, Cay ve ark. (4) ulus-
lararas1 bir workshopta clde cttikleri verilere gore farkh
laboratuvartardan temin edilen aynr adh viruslar (6rocgin
farkli laboratuvarlarda kullamilan NADI. veya Oregon
C24 suglan) arasinda antijenik farklibklann tespit edil-
digini bildirmiglerdir. Benzer bulgular Gricser - Wilke ve
ark. (8) tarafindan da kaydedilmistir.
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Bu aragirmada Ankara Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi, Viroloji Anabilim Dali Laboratuvannda kul-
Jamlmakta olan cp BVDV referenz susu BVD-NADL ve
ncp BVDV susu olarak kullamilan  0712/80 Hannover
suslarmin Moab'lar kullamlarak antijenik karakterizasyo-
nun yapiimasi ve elde edilecck verilerin yurt disinda ya-
pilmig  ¢ahgmalarda clde edilmig  olan verilerle kar-
silasurlarak  aralanindaki - farklihklann lespilt - amag-
lannustir.

Materyal ve Metot

Hiicre kiiltiird

Arastrmada devaml bir hiicre kiiltiirti olan MDBK
(Madin Darby bovine kidney) hiicre hatti kullanild.
Hiicre kiltiirleri kullamlmadan énce intrinsik BVDV en-
feksiyonu yoniinden peroksidaz bagh antikor (PLA) tek-
nigi ile kontrol edildi. Hiicre kiiltiirlerinin gerek idamesi
gerekse testlerde kullamminda %5 fotal dana serumu
ilave edilmis olan DMEM (Dulbecco’s minimal essential
medium) kullanld.

Viruslar

Arastirma  kapsammda  Ankara Universitesi Ve-
teriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dah Laboratuvaninda
kullamlmakta olan cp BVDV referenz susu NADL ve bir
ncp BVDV susu olan 0712/80/Hannover suglan kul-
lamlch, Her iki virus da Anabilim Dal stoklarina 1991
yilinda Hannover Veteriner Yiiksek Okulu Viroloji Ens-
titiisii'nden (HVI) liyofilize olarak getirilmig ve bu ta-
rihten itibaren pasajlanarak kullamlnugtir. Daha Once
HVI'da elde edilmis olan verilerle bu arastirmada clde
edilen verilerin karsilastirmasinda karigiklik olmamasi
icin bu viruslar NADL-Ank.Lab ve 0712/80/Hannover-
Ank.Lab olarak gosterildi.

Monoklonal antikorlar (Moab)

Arasurmada kullanilan Moab’lar Hannover Ve-
teriner  Yiiksck Okulu Viroloji EnstitiisiVAlmanya'dan
temin edildi. Bu Moab’larin listesi protein spesifileleri
ile birlikte Tablo 17de sunulmugtur.

HRPO konjugati

Peroksidaz bagh antikor tekniginde (PLA) konjugat
olarak. BVD virusa spesifik ve horseradish percksidaz
(HRPO) enzimi ile igsarcti poliklonal hiperimmun serum
kullamldi.  Konjugaun titresi 1/100 olarak hesapland.
Streptoavidin-biotin-peroksidaz sistemi

Aragtirmada  epitop karaklerizasyona agamasinda
konjugat olarak kullamlan streptoavidin-biotin-peroksi-

daz kompleks sistemi (Amersham. Germany) ticari yolla
temin cdildi.

Substrat

Gerck  streploavidin-biotin-peroksidaz
yontemiyle gerekse PLA yontemiyle yapilan testlerde
substrat soliisyonu olarak hidrojen peroksit (H20z2) + 3
amino 9-cthyl-carbazol (AEC) + dimethyllormamid
(DMF) kullanild. i

komplecks

Viruslarin iiretilmesi ve enfeksiyézite gii¢ tespiti

Her iki virusun iiretilmesi amaciyla MDBK  hiicre
kiiltiirii kullamldi. Adsorbsiyonlu yontemle yapilan ino-
kulasyonu takiben, NADL-Ank.Lab, enfekte cdilen hiic-
relerin %80’ninde  CPE  owsturdugu  anda.  0712/80/
Hannover-Ank.Lab isc inokulasyonun §. giiniinde don-
durma-¢ozdiirme yontemiyle toplanda. Uretilen ve —80°C’de
muhafaza cdilen viruslann  titrasyonu Frey ve Liess
(5)'in  bildirdigi sekilde yapildi. Degerlendirme  asga
masinda isc Holm-Jensen (10) tarafindan tdirilen pe-
roksidaz bagh antikor teknigi kullamldi.

Peroksidaz bagh antikor teknigi (PL.A)

Her iki virusun Logl0Q tabamna gbre titrasyonunun
yapildigy  mikrotitrasyon  tabletlerindeki vasatlar - do-
kiilerek hiicre yiizeyleri PBS ile yikandi ve +80°C de 3
saat siireyle fikze edildi. Tabletler oda isisina sogutularak
her bir test gdziine 0,05 ml, titresi oraninda sulandirilnig
HRPO konjugau ilave edildi. Bir saat 37°C’de in-
kiibasyonu takiben tablet gozleri bogaluldr ve hiicre yu-
zeyleri 3 kez PBS ile yikandi. Son yikamayi takiben tim
test gozlerine 0,05 ml substra’ soliisyonu cklenerck. 20 dk
beklendikten sonra tsik mikroskobunda kirnizi-kahve
rengi hiicre i¢i boyanmanin gézlenmesi csasina gore de-
gerlendirme yapildi

Hiicre kiiltiirlerinin viruslarla enfeksiyonu

Test edilecek viruslar 100DKIDsi oraninda
landinlarak mikrotitrasyon tabletinde  test igin ayrilan
g6ziere 0,1 ml hacimde konuldu. Takiben ttim
300000 hiicre/mi  olacak §ékildc sulandirilan MDBK
hiicre siispansityonundan 0.05 mi hacimde ilave edildi.
Tabletler %5 CO; i¢eren inkiibatorde 2 gilin siircyle n-
kiibe edildi. Ugiincii giin tabletlerdeki vasatlar dokiilerek
hiicreler +80°C’de 3 saat siireyle fikze cdildi.

su-

gozlere

Antijenik karakterizasyon
Viruslarla enfekte ve daha sonra fikze edilmig olan
hiicreler 1/3 PBS ile 1slauldiktan sonra, tabletler tizerinde

Tablo 1. Arastrmada kullanilan monoklonal antikorlar ve protein spesifiteleri.

Tablc 1. Monoclonal antibodies and protein specifities.

Moab Homolog virus susu Protein spesifitest
Clio NADL p125/80
CT2.CT3, CT6. CTY AT138/6Y 2ps3
CAL1.CA3 NADL aps3
CA25. CA34. CA36.CA39 7443 gp33
CA73. CAT3, CABN. CAB2 Singer gpd3
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15 Moab i¢in ikiser goz aynldi. Her Moab’dan kendisi
i¢in ayrilan gézlere 0,05 ml konuldu. Bir saat 37°C’de
inkiibasyonu takiben hiicre yiizeyleri 3 kez 1/3 PBS’le yi-
kandi ve biotinle isarctli sckonder antikor (antimouse)
ilave edildi. Takibeden basamakta isc streptoavidin-
biotin-peroksidaz komplekst eklendi. Her basamakia 1
saal inkiibasyon ve sonrasinda yikama islemi uyguland.
Son olarak, substrat soliisyonu ilave edildi. Degerlen-
dirme, 20 dk beklendikten sonra, 151k mikroskobunda kr-
mizi-kahverengi hiicre i¢i boyanmanin tespitine gore ya-
puldi.

Bulgular

Viruslarin iiretilmesi ve enfeksiyozite giigleri

MDBK hiicre kiiltiiriine inokule edilen viruslardan
NADI.-Ank.Lab, inokulasyonu takiben 3. giinde %80
diizeyinde CPE olugturdu ve toplandi. 0712/80/Hanno-
ver-Ank.Lab is¢ CPE olusturmad: ve inkiibasyonun 5
¢giine tamamlanmasiyla toplandi. Logjo tabamina gore ya-
pilan ve PLA boyama ile degerlendirilen titrasyonlarinda
NADL-Ank Lab'in titresi DKIDsy=1042%0,1 ml. 0712/80/
Hannover-Ank.Lab'm titresi ise DKIDsg = 10%? /70,1 ml
olarak hesaplandi. Hesaplamalar., Spearmann-Kaarber me-
toduna gore yapildr.

Antijenik karakterizasyon sonuclan

Monoklonal antikorlar kullamlarak streptoavidin-
biotin-peroksidaz kompleks teknigi ile yapilan antijenik
karakterizasyon isleminde clde edilen bulgular Tablo
2'de sunulmustur.

Her iki virus da hir panpestivirus Moab olan C16 ile
reaksivon verirken, NADL-Ank.Lab'in ayrica Moab
CT3, CT6, CAl. CA3. CA34, CA39, CAT3, CA8O ve
CAS82 ile 0712/80/Hannover-Ank.Lab’in isc Moab CT3,
CT6. CA3 ve CA34 ile reaksiyon verdidi saptanmgtr.

Tartisma ve Sonug¢

Bu arasurmada. Ankara Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi. Viroloji Anabilim Dali Laboratuvarinda kul-
lanilmakta olan BVDV c¢p referenz susu olan NADIL ve
bir ncp BVDV sugu olan 0712/80/Hannover suglarinin
pl125/80 ve gpS53 proteinleri iizerindeki antijenik kom-
pozisyonlarinin - monoklonal antikorlar  yardinuyla be-
lirlenmesi ve aymi isimle diger laboratuvarlarda kul-
lanilan viruslarin daha énce tespit edilmis olan antijenik
vaptlanivla  kargilastimtarak  farkhhklann - belirlenmest
amaglannustr,

Cay vc ark. (4) 6 tilkeden orijin alan ve 5 farkli la-
boratuvardan temin cttikleri 33 pestivirus sugu ile yap-
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tiklan aragurmalannda, ozellikle farkli laboratuvarlardan
gclen NADL ve Oregon C24V viruslarindan clde cttiklert
verilere gore, degisik laboratuvarlarda aym adla kul-
lanilan viruslar arasinda onemli farkhbklar olabilccegini
saptamuslardir. Arastineilar (4) bu antjenik farkhhgin
muhtemelen farkh kiiltiir ortamlannda yapilan pasajlama
islemlcri sirasinda meydana gelen genetik dedigimlerden
koken aldignu bildirmiglerdir.  Aragtirmacilar (4) aynica.
fotal dana serumundan gelebilecek viral kontaminasyon
sebebiyle orijinal virus stogunun tamamen degismis ola-
bilecegi yada genctik materyalde degisiklik olusabileccgi
ihtimalinin de gizardi edilmemesi gerektigin bildirmiglerdir.
Dolayisiyla. degisik laboratuvarlarda yapilan calismalarda
clde edilen sonuglar serolojik metodlar ve test ma-
teryallerinin standardizasyonunun gerekliligini giindeme
gelirmigtir.

Benzer nitelikie ancak kalitatif bulgular sunan bir
arastirma da Gricser-Wilke ve ark. (8) taralindan ya-
pilnugtr. Arastincilar (8) Amerika’dan (National Animal
Disease Centre-NADC) temin edilen NADL veya Oregon
suslan ile enfckte edilen hiicrelerin Moab C38 ile %80-
100 oraminda baglanma reaksiyonu verdigini. oysa Han-
nover Veleriner Yitksck Okulu Viroloji Enstittisii'nde kul-
lamlan NADI. ve Oregon suslan ile enfckte edilen hiic-
relerin ayn1 Moab’la yaklagik %50 oraninda baglanma
verdigini bildirmislerdir.  Her iki laboratuvardan temin
edilen Singer susu ise %100 baglanma vermistir. Aym ga-
lismada (8) paralel bulgular viruslarn  CPE  olus-
turmasinda da gozlenmistic. NADL (NADC) infeksiyon
sonras1 72. saatte kiiltiirdeki biitiin hiicrelerin pargalan-
masina sebep olurken. NADL (Hannover) aym siirede
hiicrelerin sadece %307unda  parcalanmaya  sebep  ol-
mustur. Arasuricilar bu durumu, farkli pasaj gegmisleri-
nin olmas1 ve ozellikle (+) polariteli RNA genomlarinda
yiiksek oranda mutasyonlarin  gézlenmesi  schebiyle.
Moab C38'in spesifik oldugu cpitopta mcydana gelen
mutasyonel degisikliklere baglamiglardir.

Bu arasirmada streptoavidin-biotin-peroksidaz ick-
nigi kullamlarak elde cdilen Moab reaksiyon kahplarma
edre NADL-Ank.Lab. Moab C16. CT3. CT6. CAL CA3.
CA34. CA39. CAT3. CA80 ve CA82 ile O712/80/
Hannover-Ank.Lab ise Moab C16. CT3. CT6. CA3 ve
CA34 ile reaksiyon vermistir. Arastrmada kullanilan
Moab’lar arasinda C38 meveut olmadigindan Gricser-
Wilke ve ark. (8)'min bulgulanyla bu arastimnada clde
edilen bulgulan kargilagirma olanads bulunmamaktadir.
Ancak, aym Enstitiide yapilnus olan 3 doktora tezinde
(12.13.15) elde cdilen bulgularla, bu araghrmada  clde
edilen verilerin karsilastinnlmas) mumkiinditr. Ady gegen

Tablo 2. NADL-Ank.Lab vc 0712/80/Hannover-Ank.Lab’a ait Moab reaksiyon sonuglart.
Table 2. Mouab reaction patierns of NADL-Ank.Lab and 0712/80/Hannover-Ank.Lab.

Virus

Cl16 CT2 CI3 CT6 CT9 CAIl CA3 CA25 CA34 CA36 CA39 CAT3 CAT8 CABO CARY

NADIL.-Ank.Lub + - + + R
0712/80/Hannover -Ank.Lab  + - + + -

+ - + - + + - + +

+ - + - - -
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Tublo 3. NADL-Ank.Lab ve 0712/80/Hannover-Ank.Lab’m Moab reaksiyonlarinin Hannover Veteriner Yiiksek Okulu Vireloji

Enstitusi ndeki aym adl viruslarla elde edilmiy olan sonuglarla karsilagtinlmasi.
Table 3. Comparation of Moab reaction patterns of NADL-Ank.Lab and 0712/80/Hannover-Ank.Lab  results taken [rom viruses in

Virology Institute of Hannover Veterinary High School.

W
Virus

CT2 CT3 CT6 CT9 CAl CA3 CA25 CA34 CA36 CA39 CAT3 CATS CABD CAR2

Arastirma

NADIL.-Ames + - + +- + + - +

M. Roscll (1988) NADL -Hann. Ven + + +
(1712/80 Hann, Yok +

Pituco (1995) 0712/80 Hann. + VY + +
NADL-Ames - + +

Korke (1989) NADL-Hann. - + Veri Yok
(712/80 Hann. - + +

Bu arasurma NADL-Ank.Lab - + + + + + + + +
071280 Hiwn-Ank Lab - - + + +

doktora tezleri ve bu arastirmada clde cdilen veriler
Tablo 3'te karsilagtirmali olarak sunulmustur.

Korke (12) NADI.-Ames. NADL-Hannover ve
()7 12/80/Hannover suslarimin Moab CT2 ve CT9 ile re-
aksiyon vermezken. Moab CT3 ve CT6 ile reakte ol-
dugunu bildirmigtir. Benzer bulgular bu arastirmada kul-
lamlan NADL-Ank Lab ve 0712/80/Hannover-Ank.Lab
virustart ile de elde edilmistir (Tablo 3).

Matco-Rosell (13)in bulgularina gore NADL-Ames
ile NADL-Hannover arasmda Moab CA36 ve CATS ile
reaksivon vermelerine gore farklihklar olabilecegi géz-
lemlenmektedir. Bu arastirmada kullanifan NADL nin
(NADL-Ank.Lab) her iki Moab’la da reaksiyon ver-
medigi tespit edilmistir. Araguricr (13) 0712/80 sugunun
CA scrisi Moab'lardan sadece CA34 ile rcaksiyon ver-
digini bildirirken, Pituco (15) bu susun CAl. CA3. CA39
ve CA73 ile rcaksiyon verdigini saptamigtir. Bu arag-
urmada test edilen 0712/80 sugunun (0712/80/Hannover-
Ank Lab) CA serisi Moab’lardan sadece Moab CA3 ve
CA34 ile reaksiyon verdidi tespit edilmistir (Tablo 3).

Bu arastirmada clde edilen veriler ve Mateo-Rosell
(13 bulgulart kiyaslanarak NADL-Ank.Labin NADL-
Ames ve NADL-Hannover’in her biri ile birer epitopta
(CA36 ve CA78) farkhiik gosterdigini soylemek miim-
kiindiir. Dolayisiyla, stz konusu viruslar arasinda aras-
unlan cpitoplar yoniinden ¢ok onemli farkhliklar ol-
madigi ve ozellikle NADL nin referenz sug  olarak
serolojik ¢cahgmalarda kullamldigr goz ontine alindi@inda,
bu ¢ahismalarda clde edilen verilerin giivenilirhgi teyit
cdilmektedir.

Bu arastirmada 0712/80/Hannover-Ank.Lab ile elde
edilen verilerin daha énce yapilan 2 ¢alismada (12,13,15)
CA grubu Moablarla elde edilen verilere gore farkh ol-
dugu  gézlemlenmektedir. Mateo Rosell (13) 0712/80/
Hannover virusunun sadece Moab CA34 jle, Pituco (15)
ise 4 Moab'la (CAl, CA3, CA39 ve CAT3) reaksiyon
verdigini bildirmistir. 0712/80/Hannover-Ank.Lab isc 2
Moab'la (CA3 ve CA34) rcaksiyon vermistur. Bu veriler
0712/80/Hannover-Ank Lab ve Hannover Veleriner Yiik-

sck Okulu Viroloji Enstitiisii'nde bulunan  0712/80/
Hannover viruslart arasinda antijenik  farkhiliklar ol
dugunu ortaya koymakladir.

Bu farkliliklarin sebebi olarak, gerek Cay ve ark. (4)
ve gerekse Grieser-Wilke ve ark. (8) taralindan ongoriilen
farkh pasaj gegmisi ve sartlannm meveut olmasi ile bir-
likte, DNA polimeraz cnziminden yoksun olmalar sc-
bebiyle proofreading mekanizmas tagimayan RNA vi-
ruslanindaki yiikseck mutasyon olasih@ (16) disiinilmek-
tedir.

Sonug olarak, belli bir laboratuvarda dzcllikle mo
Iekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalarda aym laboratuvarda
iiretilegelen virus suslarmn kullamlmasinda. sonuglarm
standardizasyonu ve birbirini takip cden aragtirmalarm
giivenilirligi agisindan yarar goriilmektedir.
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