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SIGIR SOLUNUM ViRUSLARININ (INFECTIOUS BOVINE
RHINOTRACHEITIS=IBR, PARAINFLUENZA 3=PI1-3, BOVINE ADENOVIRUS
TYPE 2=BAV-2) ENFEKSIYOZITE GUCLERIi UZERINE C ViTAMINi ETKIiSiNiN
INVITRO ARASTIRILMASI
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In Vitro Effect of Vitamin C on Titer of Respiratoric Viruses (Infectious bovine
rhinotracheitis= IBR, Parainfluenza 3= PI-3 and Bovine adenovirus type 2=BAV-2)

Summary: It was investigated in vitro effect of ascorbic acid on titer of IBR (Infectious bovine rhinotracheitis), Pi-3
(Parainfluenza-3) and BAV-2 (Bovine adenovirus type 2) which cause of respiratoric disease in cattle. Nontoxic vi-
tamin C (ascorbic acid) concentrations for MDBK were not cause a decrease in titer of viruses.
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Ozet : Siitarda 6nemli solunum yolu enfeksiyonlarindan sorumlu ofan IBR (Infectious bovine rhinotracheitis), PI-3
(Parainfluenza-3) ve BAV-2 (Bovine adenovirus fip 2) viruslannin enfeksiyozite gugleri (titreleri) tzerine C vitamininin
(Askorbik asit) in vitro ortamda herhangi bir etkiye sahip olup olmadigi aragiirildi. Madin Darby Bovine Kidney (MDBK)
hiicre kiltiri igin toksik olmayan askerbik asit konsantrasyonlarinin by viruslarin titreteri Gzerine belirgin bir etkisi of-
madi§i tespit edildi.

Anahtar kefimeler : Sigir, respiratorik virustar, askorbik asit.

Giris

Cesitli viral ve bakteriyel hastaliklann et-
kenleri Gzerine, C vitamini (Askorbik asit)'nin bir
takim etkileri oldugu bilinmektedir. C vitamini 6zel-
likle solunum yollan hastaliklarinin sagitiminda des-
tekleyici madde olarak kullaniimakiadir (Sanli ve
Kaya, 1994). Son zamanlarda kanser (Blakeslee
ve ark., 1985; Preobranzhenskaya ve ark., 1993)
ve AIDS (Harakeh ve Jariwalla, 1991, Tang ve
ark., 1993) gibi ganamazdn énemli hastaliklarinda
da C vitamininin kullanimimin olumlu sonuglar ver-
digi tespit edilmigtir.

C vitamini kuilanimi nezlenin semptomlarini
onemli derecede azalimaktadir (Walker ve ark.,
1967, Wilson ve Loh, 1973; Pauling 1974,
Schwerdt and Schwerdt 1975; White ve ark.,
1986). Harekeh ve Jariwalla (1991); Pauling'in, in-
sanlarda { ya da 2 g askorbik asit alinmasinin nez-

lenin sikhik ve siddetini azalthigini, C vitamininin ko-
ruyucu etkisinin bazen nezlenin gelisimini dur-
durmasi, bazen de semptomlari énemli derecede
azalimasi seklinde agikladigini bildirmiglerdir.

Murata ve ark. (1972a, 1972b), baz ¢ift zin-
cirli DNA fajlan ile tek zincirli DNA ve RNA faj-
lannin, askorbik asit ve thiol'e indirgenen ajaniarla
inkilbe edilmeleri sonucu inaklive olduklarini tespit
etmislerdir.

Schwerdt ve Schwerdt (1975), askorbik asi-
din insan diploid hacre kaltarleninde (WI-38, human
foreskin fibroblast) ve Hela hicre kaltdrandeki rhi-
novirus replikasyonunu onemli perecede inhibe et-
tigini bildirmiglerdir.

White ve ark. (1986), 1 mg/ml miklarindaki
Cu*? ile katalize edilmis natrium ascorbate'in
37°C'de inkube edilmeleri sonucu herpes simplex 1
ve 2 virusu, cytomegalovirus ve parainfluenza 2 vi-
ruslannin 24 saatte; respiratorik sinsitial virusunun
ise 48 saalle inaklive oldugunu saptamiglardir.
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Bu arastirma ile sigirlarda ozellikle onemli
solunum yolu enfeksiyonlarindan sorumlu olan IBR
(Infectious Bovine Rhinotracheitis), PI-3 (Pa-
rainfluenza-3) ve BAV-2 (Bovine Adenovinis tip2)
viruslarinin titrelen Gzerine, solunum yolu en-
feksiyonlarinin tedavisinde sikga kullamilan askorbik
asidin etkisinin tespit edilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Viruslar : Arastirmada, IBR virusunun Co-
larado. PI-3 virusunun SF4 ve BAV-2'in 11/66 sus-
lan kullamid:

Hiacre Kalturd - Viruslarin gogaltiimass, as-
korbik asidin sitotoksisite deneyi ve viruslann ti-
rasyonunda MDBK (Madin Darby Bovine Kidney)
hacre kaltara kullamide.

Askoibik Asit (AA)} : Istenilen miktar L-
askorbik asit (Merck) tastilarak Eagle Minimum Es-
sential Medium (EMEM) iginde sulandinildi. Milipor
filtreden gegiriterek, sterilite kontrolu yapildi. AlG-
minyum folye ile sarimis tdplere konularak, stok
solisyon halinde -20 “C'de saklandi. Kullamlacag:
zaman bu stok solisyon. EMEM ile sulandinlarak
istenilen konsantrasyondaki AA dilusyonlan ha-
zirland

Askoibik Asidin MDBK Huacre Kaltarandeki
Sitotoksisitesinin  Tespiti Blakeslee ve ark.
(1985)lannin  kullandigi ydnteme gore yapildi.
MDOBK hicreleri 10,20,40,80,160.320,640 um/ml
AA igeren Eagle MEM vasati iginde 3x10% hacre/ml
olacak sekilde suspanse edildi ve 24 gozla pleytin,
herbir AA sulandirmasi igin 1ki gdzine olmak Gzere
2'ser ml konuldu. Pleytler % 5 COz igeren nemli or-
tamda inkdbe edildi ve belirli miktarlarda AA igeren
vasatlar gunlik olarak degistinldi. Hucre kontrol
olarak birakilan gdzlere ise AA igermeyen normal
vasat ile hazitanmis hicre suspansiyonu konuldu.
Huacre kultiirlerinde meydana gelen sitopatolojik et-
kiler (CPE) 5. ginidn sonunda doku kalturd mik-
roskobunda degerlendirildi.

Askorbik Asit'in Viruslann Titresi Uzerine Et-
kisinin Tespiti : AA'in IBR, PI-3 ve BAV-2 vi-
ruslarinin tilresi Gzerine etkisinin tespiti, Gg ayn uy-
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gulama grubunda gergeklestirildi :

I. grupta, arastirmada kullanilan sitotoksik
etki gdstermeyen degerlerden segilen 10,80 ve 160
pg/ml oraninda AA igeren vasatlar ile hetbir virus
icin ayn ayr olarak log 10 tabanina gére virus su-
landirmalan hazirlandi. Bu sulandirmalarnin 0.1 ml'si
ile hicre suspansiyonunun (3x10% hicre/ml) 0.05
mi'si 86 gozlu pleytlerin dorder gdézune ayni anda
konuldu ve AA igeren vasatlar gunlik olarak ye-
nilenerek 5. gindn sonunda CPE ydndnden in-
celendi.

11. grupta, 0.1 ml 10,80 ve 160 ug/ml AA ige-
ren solisyonun herbiri dérder goze olmak dzere
0,05 ml hacre suspansiyonu ile birlikte konuidu. 24
saat sonra gozlerdeki vasatlar dokilerek yerine AA
soldsyonunun herbiri ile log 10 tabanina gére su-
landirlmis virus soldsyonlanndan O.1'er ml ilave
edildi. Boylece hucreler, herhangi bir rezistansin
s6z konusu olup olmadigini tespit etmek igin, vi-
ruslanin titrasyonu yapilmadan 24 saat 6nce AA so-
lasyonlarn ile kargilagtinimis oldu. Daha sonra AA
igeren vasatlar gunlik olarak degistirilerek 5. gdnan
sonunda sonuglar degerlendirildi.

I, grunta ise, kullanilan AA sulandirmalannin
viruslar uzenne direkt bir etkisinin olup olmadigini
tespit etmek amaciuyla, viruslar ayri ayn AA so-
lsyonu igeren vasatlaria 10°' oraninda su-
landinlarak 24 saat 37°C'de bekletildikten sonra tit-
rasyonlari yapildi. Kontrol olarak A.A. igermeyen
vasat ile 10"' oraninda sulandinimis sat virus da
37*C'de bekletilerek titrasyonu gergeklestirildi.

Ayrica batdn bu ag¢ grubun kontrola amaciyla
herbir virusun normal titrasyonlari yapildi.

Butgular

Askorbik Astt'in Sitotoksisitesi : Arastirmada
10.20.40,80 ve 160 pg/ml oraminda AA igeren hicre
aretme vasatinin MDBK hacrelen igin herhangi bir si-
totoksik etkiye sahip olmadigi géralmustar. Ancak
320 ug/ml oraninda AA igeren hucre dretme va-
satinin hacreler igin hafit, 640 pg/ml oraninda AA ice-
ren vasatin ise siddetli bir sitotoksisteye neden ol-
dugu tespit editmistir (Sekil 1).
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bir etki meydana getirmedigi tespit edilmigtir. Tit-
rasyon degerlerinde meydana gelen kiiguk farkidiklar
onemli gordlmemigtir. Ancak her (¢ virusun tit-
rasyonu, CPE gdzlenen en son sulandirmalara ait
gbézlerde meydana gelen CPE karakteri ydninden
karsilastinidiginda normal virus titrasyonu (Kontrol)
ve |. grup virus titrasyonunda meydana gelen
CPE'ler 5. ginin sonunda oldukga yaygin olmasina
ragmen, ayni ganlerde Il. grup virus titrasyonunda
CPE'lenn sinirls kakdi@i tespit edilmistir (Sekil 2)

Selil 1. AAIn MDBK hiicre killttitindeks sitotoksisitesi.

A. MDBK hiicre kUlturd kontrol.

B. 160 ng/m! oraninda AA igeren vasatin MDBK hiicre kil-
turunde meydana getirdig)l sitotoksisite

C 320 ug/ml oraninda AA igeren vasatin MDBK hicre kil-
tirunde meydana getirdidi sitotoksisite

D. 640 ug/ml oraninda AA igeren vasatin MDBK hiicre kul-
tinde meydana getirdigi sitotoksisite

Askorbik Asitin Viruslarin Titresi Uzerine Et-
kisi : Arastirmada kullanilan viruslarin titreleri Gze- e =D .
Sekil £ fusulun NV T de (1 gruD virus TIRISYoDWan Ka-

rine farkll AA oran ve uygulamalarinin etkileri Tablo slastimasi A PJ-3 wirusunun NVTnde MDBK huc:
I'de belirtiimigtir. eaunda & gua sonunda maycena getrahp yavam CPE

Tablo 1. Farkhi AA oran ve uygulamalarinin virus titreleri
{log,, DKID,/0.1 ml) Gzerine etkileri.

GRUP AA Miktari  IBR PI-3 BAV-2
ng/mi

NVT® 0 1055 1055 10475
10 105 25 1055 104 75

| 80 105 1055 . 1048
160 105 1055 107
10 1049 108 1095

[ 80 1059 105 10925
160 1015 10525 10925
0 10425 1025 “103
10 104 10375 103

il 80 10375 10375 103
160 104 104 10275

"Normal Virus Titrasyonu

Al:a$h"nada MOBK  htcresi igin toksik ol- B. P13 virusunumtil. grup 160 pugmi AA geren vasal te yapian
mayan U¢ farkh AA sulandirmasinin IBR. PI-3 ve titrasyonundaki t0Ssulandirma  g6zlennden  bir lanesinde
BAV-2 viruslarimin tittasyonu (zerine dikkate deger meydana gelen sinith CPE.
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Tartigma ve Sonug¢

Askorbik asit hocre kaltira sartlannda ge-
nellikle dayaniksiz bir madde olup, yan yasamlan
kattar isilannda (37°C'de) oklukga kisadir(Bissel ve
ark., 1980; Harakeh ve ark.1990). Bu nedenle,
arastuma esnasinda kullanilan  gesilli  kon-
santrasyonlarda AA igeren vasatlar guniuk olarak
deqistirilerek hacre kualtdru ortaminda AA'in de-
vamliigi saglanmigtir

AA'in hicre igin zararh etkisi, AA'in hicresel
oksidasyonu sonucu sekillenen hidrojen peroksitin
¢esitli hicre tiplerine karsi sitotoksisitesinden kay-
naklanmaktadir (Bissel ve ark 1980). AA'in hicreler
uzerine siotoksisitesinin tespiti amaciyla Harakeh
ve ark (1990) tarafindan HO/HTLV -llIB huacreleri
(AIDS Virusu ile enfekte T-lenfositik H9 hacrelen)
uzenne 0<00ug/ml oraninda degisen AA kon-
santrasyonlannin 4 gunltk peryod igerisindeld et-
kileri incelenmig olup. ortamda 5-150 pg/ml AA var-
hginda toksisite gdrilmedigi, 200-300 pg/ml AA
varliginda hucre geligsiminde hafif bir inhibisyonun
sekillendigi, 400;1¢/ml ve daha fazla miktardaki AA
varliginda ise énemli bir sitotoksisite gozlendigi be-
litilmistir. Bu arastirmada da MDBK hucreleri Gze-
rne 320ug/mi ve daha fazla AA igceren vasatin si-
totoksik oldugu belirlenmistir.

Schwerdt ve Schwerdt (1975)'in yaptiklar
arastirmada, ekstraseldler rhinovirus partikallerinin
AA tarafindan inaklive olmamasina ragmen, bu vi
rusun huacredeki replikasyonunun AA varliginda
baskilandi@ bildirilmistir. Aragtirmada da. lIl. grup
uygulamada AA solusyonu ile hicresiz ortamda
karsilastinlan IBR, PI-3 ve BAV-2 virusiarinmin tit-
relerinde herhangi bir dnemli degisiklik meydana
gelmemesine ragmen, |l. grup uygulamada simirh
bir CPE gdzlenmigtir. lleride yapilacak olan ¢a-
hsmalarda, huacrelenn AA ile &nceden Kkar-
silastinimalan sonucu CPE odaklannin sinisli kalip
kaimadiginin daha tyi anlagilabilmesi igin plak test
kullanilarak plak sayisinda gergeklen azalma olup
olmadiginin tespitinin yapilmasi uygun olacak!rr.

Scwerdt ve Scwerdt (1975), AA ve glu-
tathione kansgiminin, RV20{Rhinovirus tp 20)'nin
geligiminin ilk siklusu esnasinda 36°C'de WI-38
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hucrelerinde ¢ogalmasina zit bir etki yapmadigs,
ancak virus replikasyonunun takip eden sikluslar
esnasinda glutathione ilave edilen AA‘in 48 saatte
kismi bir baskilanmaya neden oldugunu tespit et-
miglerdir. Bu baskilanmanin muhtemelen interferon
tarafindan meydana getirildigi ileri saralmastar. Bu
arastirmada interferon tespiti yapilmadigindan do-
lays, Il. grup titrasyonunun CPE meydana gelen en
son sulandirmalannda olugan simirh CPE'lerin in-
terferondan kaynalkdanip kaynaklanmadiq sap-
tanamamigtir. Harakeh ve Jariwafla (1991) ta-
rafindan yapilan bir arastimada ise HIV de akut
olarak enfekte VB hicrelerinde askorbik asitin
(0.568 mwmol) sinsitial dev hucresi olugumunu
%93 oraninda azaltigi saptanmig, buna karsin virus
saspansiyonunun 37°C'de 1 saat AA'e maruz kal-
masi sonucu HIV virusunun reverse transcriplase
aklivitesi ve sinsitial dev hucresi olusturma ka-
pasitesinde bir degisiklik meydana gelmedigi gdz-
lenmigtir. Ayni aragtirmacilar(Harakeh ve Jariwalla,
1991) ortamda ascorbate’in olmamasi durumunda
virus replikasyonu yeniden basladigindan dolayi
HIV'in baskilanmasi igin ortamda ascorbate’in de-
vamh bulunmasinin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Salo ve Cliver (1978) AA ve sodyum bisdlfit
tarafindan enteroviruslarin inaktivasyon oranini ge-
sith fakiérlenn etkiledigini bildirmiglerdir. Ortamda
serum bulunmasinin inaktivasyon oranini azalttigins,
1sinin bu orani artirdigini belirterek AA ve bisiifit so-
lisyonlarinin pH degerinin poliovirus tip 1(Po-1)'in
inaklivasyon oranint etkiledigini, inaktlivasyonun pH
S'de pH 7dekinden daha fazia oldugunu sap-
tamislardir. Bu etkinin birinci derecede hidrojen
iyonu konsantrasyonundaki artisa bagl olmadigi.
¢unka AA ve bisilfit'in ortamda bulunmamasi du-
rumunda Po-1'in inaktivasyon oraninin pH 4-7 ara-
sinda ayni oldugu belirtilmistir. Ancak Vrijsen ve
ark. (1988) tarafindan antioksiklant ascorbate variigi
ve yoklugunda quercetin'in antipoliovirus ak-
tivitesini tespit elmek icin yapilan baska bir arag-
tirmada ise 3 mM gibi yuksek bir konsantrasyonda
bile ascorbate’in tek bagina herhangi bir antiviral
aktivite gostermedigini belirtmiglerdir. Ayni sekilde
White ve ark. {1986) tarafindan da HSV-1(Herpes
simplex virus tip 1) ve HSV-2 (Herpes simplex virus
tip 2)'nin Cu*? ile katalize edilen ascorbate ile inak-
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tive oldugunu buna ragmen sadece ascorbate ile
muamele edilen bu viruslarin titrelerinde, kont-
rollerle karsilastinldiginda bir etki gézlenmedigi
ifade edilmigtir.

Murata ve Kitagawa (1973) AA'in fajlar tze-
rine inaktivasyon etkisinin oksijene bagl oldugunu
ve A.A'in otooksidasyonu sonucu sekillenen ser-
best radikallerin bu olaydan sorumlu oldugunu ileri
surmaslerdir .

Bissel ve ark. (1980) AA'in etki mekanizmasi
hakkinda ug¢ ihtimal 6ne strmuslerdir: Birincisi; AA
primer ve sekonder enfeksiyonlar azaltmak igin vi-
rusu direkt olarak inaktive edebilir. Bu arastirmada
kullantlan AA dilisyonlarinin IBR, PI-3 ve BAV-2 vi-
ruslarina karsi bu tir bir inaktivasyonu se-
killenmemistir.

Ikincisi; hucrelerin AA ile énceden muamele
edilmeleri bilinmeyen bir mekanizma ile (Ornegin
kollajen sentezinin artmasi ile bir “koruyucu matrix"
sekillenebilir ve enfeksiyonlari énleyebilir) viral en-
feksiyonlarin karsi rezistans kazanmalarina neden
olabilir.

Uglinciisii ise AA hiicre metabolizmasini de-
gistirerek ve viral komponentlerin biraraya gel-
meleri ile virus salinimi esnasindaki bazi ba-
samaklan engelleyerek, viral replikasyonu ve
enfektiviteyi 6nleyebilir. Bu aragtirmada MDBK hiic-
relerinin, virus titrasyonlan yapilmadan 24 saat
once AA ile karsilastinldigi grupta meydana gelen
hafif inhibisyon, yukarida bahsedilen son iki ih-
timalden birine atfedilebilir.

Harakeh ve ark. (1990) ise, ascorbate ta-
rafindan lenfositlerdeki HIV'in baskilanmasindaki
molekiler mekanizmanin tam olarak . agik-
lanamadigini, bunun sebebini enfekte lenfosit hiic-
releri Uzerine ascorbate'in etkisinin muhtemel me-
kanizmasi olarak serbest integre olmamis viral
DNA ya da HIV'in her bir replikasyon siklusu es-
nasinda yeni sentezlenen viral RNA'larin, viral pro-
tein sentezinin azalmasi ile sonuglanan yikima has-
sas hale gelmelerine; diger bir mekanizma olarak
da proteinin iglenmesinde gérev alan viral en-
zimlerin ascorbate tarafindan engellenmesiyle
HIV'in cogalmasinin baskilanmasina baglamiglardir.

Bissel ve ark. (1980), yulksek kon-
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santrasyondaki A.A'in, kromozom hasarlan ve
muhtemel karsinojenlerin miktarlarindaki artis gibi
istenilmeyen yan etkilerinin vurgulanmasi ge-
rektigini, AA'in sasllacak derecede ¢ok yénlu me-
kanizma ya da mekanizmalar hakkinda aras-
tinlacak gok sey oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak IBR, PI-3 ve BAV-2 viruslarinin
titreleri izerine AA'in invitro ortamda belirgin bir et-
kisinin gézlenmedigi tespit edilmis, ancak ¢esitli
mekanizmalarin rol oynadigi invivo ortamda AA'in
bu viruslarnin enfeksiyézite gugleri Gzerine herhangi
bir etkiye sahip olup olmadigi konusunda aras-
tirmalara ihtiyag oldugu ortaya konmustur.
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