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In Vitro Effect of Vitamin C on Titer of Rcspiratoric Viruses (lnfectious bovine 
rhinotracheitis= ffiR, Parainfluenza 3= PI-3 and Bovine adenovirus type 2=8AV-2) 

Summary: lt was investigated in vltro effect of ascorbic acid on titer of IBR (lnfectious bovine rhinotracheltis), Pl-3 
(Parainfluenza-3) and BAV-2 (Bovine adenavirus type 2) which cause of respiratorlc disease in cattle. Nontoxic vi­
ıamın C (ascorbic acid) concentrations for MDBK were not cause a deereasa in titer of viruses. 
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Özet : Sır:ıırıarda önemli solunum yolu enfeksiyonlarından sorumlu olan IBR (lnfectıous bovine rhinotracheitis), Pl-3 
(Paralnfluenza-3) ve BAV-2 (Bovine adenovirus tip 2) viruslarının enfeksiyözite güçleri (titreleri) üzerine C vitamininin 
(Askorbik asit) in vitro ortamda herhangi bir etkiye sahip olup olmadı�ı araştırıldı. Madln Darby Bovlne Kıdney (MDBK) 
hücre kOltürü için toksik olmayan askorbik asıt konsantrasyonlarının bu virusların titreleri üzerine belirgin bir etkisi ol­
madığı tespıt edildi. 

Anahtar kelımeler: Sığır, respiratorik viruslar, askorblk asit. 

Giriş 

Çeşitli viral ve bakteriyel hastalıkların et­
kenleri üzerine. C vitamini (Askorbik asit)'nin bir 
takım etkileri olduğu bilinmektedir. C v�amini özel­
likle solunum yolları hastalıklarının sağıtımında des­
tekleyici madde olarak kullanılmaktadır (Şanlı ve 
Kaya, 1994). Son zamanlarda kanser (Biakeslee 
ve ark., 1985; Preobranzhenskaya ve ark., 1993) 
ve AIDS (Harakeh ve Jariwalla, ı 991; Tang ve 
ark.. ı 993} gibi günümüzün önemli hastalıklarında 
da C vitamininın kullanımının olumlu sonuçlar ver­
diği tespit edilmiştir. 

C vitamini kuJianımı nezlenin semptomlarını 
önemli derecede azaltmaktadır (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 1 ya da 2 g askorbik asit altnmasının nez-
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lenin sıklık ve şiddetini azalttığını. C vitamininin ko­
ruyucu etkisinin bazen nezlenin getişimini dur­
durması, bazen de semptomları önemli derecede 
azattması şeklinde açıkladığını bildirmişlerdir. 

Murata ve ark. (1972a, 1972b), bazı çift zin­
cirli DNA fajları ile tek zincirli DNA ve ANA faj­
larının, askorbik asit ve thiol'e indirgenen ajaniarta 
inkübe edilmeleri sonucu inaktive olduklarını tespit 
etmişlerdir. 

Schwerdt ve Schwerdt (1975), askorbik asi­
din insan diploid hücre kültürlerinde (WI-38, human 
foreskin fibroblast) ve Hela hücre kültüründeki rhi­
novirus replikasyonunu önemli çlerecede inhibe et-
tiğini bildirmişlerdir. 1 

White ve ark. (1986), 1 mg/ml miktarındaki 
cu+2 ile katalize edilmiş natrium ascorbate'in 
37°C'de inkübe edilmeleri sc;mucu herpes simplex 1 
ve 2 virusu, cytomegalovirus ve parainfluenza 2 vi­
ruslarının 24 saatte; respiratorik sinsitial virusunun 
ise 48 saatte inaktive olduğunu saptamışlardır. 
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Bu araştırma ile sığırlarda özellikle önemli 
solunum yolu enfeksiyonlarından sorumlu olan IBR 
(lnfectious Bovıne Rhinotracheitis). Pl-3 (Pa­
raınfluenza-3) ve BAV-2 (Bovine Adenovinıs tip2) 
viruslarının titrelan üzerıne, solunum yolu en­
feksiyonfarının tedavısınde sıkça kullanılan askorbik 
asıdin etkisinin tespit edilmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Vıruslar . Araştırmada. IBR vırusunun Co­
farado. Pl-3 virusunun SF4 ve BAV-2'ın 11/66 suş­
ları kullanıldı 

Hücre KültLırü · Virusların çogaltılması, as­
korbik asıdın sitotoksısıte denayı ve virusların tit­
rasyonunda MOBK (Madin Oarby Bovine Kidney) 
hücre kültürü kullanıldı 

Askorbik Asıt (AA) Istenilen miktar L-
askorbık asıt (Merck) tartılarak Eagle Minımum Es­

sentıal Medıum (EMEM) içinde sulandırıldı. Milipor 
fıltreden geçiriferek, sterilite kontrolü yapıldı. Alü­
minyum folye ile sarılmış tüplere konularak. stok 
solüsyon halınde -20 "C'de saklandı Kullanılacağı 
zaman bu stok solüsyon. EMEM ıle sulandırılarak 
ıstenılen konsantrasyondaki AA dılüsyonları ha­
zırlandı 

Askorbik Asıd'in MOBK Hücre Kültüründeki 
Sitotoksısıtesinın Tespiti Blakeslee ve ark 
(1985)'1arının kullandığı yönteme göre yapıldı 
MOBK hücrelerı 1 0,20,40,80.160,320,640 pm/ml 
AA ıçeren Eagle MEM vasatı ıçinde 3x 1 os hücre/ml 

olacak şekilde süspanse adıldı ve 24 gözlü pleytin, 
herbir AA sulandırması ıçin ıkı gözüne olmak üzere 
2'şer ml konuldu. Pleytler % 5 C02 ıçeren nemli or­
tamda inkübe edildi ve belirli miktarlarda AA içı:mm 
vasatlar günlük olarak degıştırıldi. Hücre kontrol 
olarak bırakılan gözlere ise AA içermeyen normal 
vasat ile hazırlanmış hücre süspansiyonu konuldu. 

Hücre kulhırlennde meydana gelen sitopatolojik et­

kıler (CPE) 5 günün sonunda doku küllurü mik­

roskobunda degerlendirildi. 

Askorbik Asit'in Vırusların Titresi Uzerine Et­

kisınin Tespiti AA'in IBR. Pl-3 ve BAV-2 vi­
ruslarının tilresi üzerıne etkisının tespıtı, üç ayrı uy-
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gulama grubunda gerçekleştirildi : 

1. grupta. araştırmada kullanılan sitotoksik 
etki göstermeyen degerierden seçilen 10,80 ve 160 
pg/ml oranında AA içeren vasatlar ile herbir virus 
iç ın ayrı ayrı olarak log 1 O tabanına göre virus su­
landırmaları hazırlandı. Bu sutandırmaların 0.1 ml'si 
ile hücre süspansiyonunun (3xıos hücre/ml) 0.05 
ml'sı 96 gözlü pleytlerin dörder gözüne aynı anda 

konuldu ve .V. içeren vasatlar gi.ınluk olarak ye­
nilenerek 5 günün sonunda CPE yönünden ın­
celendi. 

IL grupta, 0.1 ml10,80 ve 160 ı,ıg/ml AA içe­
ren solüsyonun herbiri dörder göze olmak üzere 
0,05 ml hücre süspansıyonu ile birlikte konuldu. 24 
saat sonra gözlerdeki vasatlar dökülerek yerine AA 
solusyonunun herbiri ile log 1 o tabanına göre su­
landırılmış virus solusyonlanndan O l'er ml ilave 
edildi. Böylece hücreler, herhangi bır rezıstansın 
söz konusu olup olmadığını tespit etmek için, vi­
rustarın titrasyonu yapıtmadan 24 saat önce AA so­
lüsyonları ile karşılaştırılmış oldu Daha sonra AA 
içeren vasatlar günlük olarak dağıştıriterek 5. günün 
sonunda sonuçlar değerlendirildi. 

lll. grtı:?ta ise, kullanılan AA sulandırmalannın 
viruslar uzenne dırekt bir etkisinin olup olmadığını 
tespit etmek amacıyla, viruslar ayrı ayrı AA so­
lüsyonu içeren vasatiarta 1 o·1 oranında su­
landırılarak 24 saat 37°C'de bekletildikten sonra tit­
rasyonları yapıldı. Kontrol olarak A.A. ıçermeyen 
vasat ile 10·1 oranında sulandırılmış sat virus da 
37°C'de bekletilerek titrasyonu gerçekleştirildi. 

Ayrıca bütün bu üç grubun kontrolü amacıyla 
herbir virusun normal titrasyonları yapıldı 

Bulgutar 

Askorbik As�'in Sitotoksisitesi : Araştırmada 

10,20.40.80 \'e 160 p!)'ml oranında AA içeren hücre 

üretme vasatının MDBK hücreten için herhangi bir si­

totoksik etkiye sahip olmadığı görülmüştür. Ancak 
320 ı,ıg/ml oranında AA ıçeren hücre üretme va­
satının hücreler için hafif, 640 �ıg/ml oranında AA içe­

ren vasatın ise şiddetli bir sitotoksis�eye neden ol­
duğu tespıt adıimiştir (Şekıl1). 
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Şekıl ı. AA'In MDBK hOcre kOltOrOndaki sıtotoksısitesı 
A. MDBK hOcre kOltOrO kontrol. 
B. 160 �lg/ml oranında AA ıçeren vasatın MDBK hOcre kOl· 
turunde meydana getirdi�! sltotokslslte 
C 320 ).lg/ml oranında AA ıçeren vasatın MDBK hucre kOl· 
tun.ınde meydana getirdiOI sıtotoksislte 
D. 640 ).lg/ml oranında AA Içeren vasatın MDBK hOcre kOl­
tUrunde meydana getlrdiQI sltotoksisite 

Askorbik Asit'in Virusların Tilresi Üzerine Et­
kisı : Araştırmada kullanılan virusların titreleri üze­
rine farklı AA oran ve uygulamalarının etkileri Tablo 
l'de belirtilmiştir. 

Tablo ı Farklı AA oran ve uygulamalarının virus titreleri 
(log10 DKID

5
c/0.1 ml) üzerine etkileri. 

GRUP AA Miktarı IBR Pl-3 BAV-2 
ııglml 

NVT" o ıos.s 10S·5 ı o·us 

10 10s2s 10s s 104 75 
so 105s 10S·5 104.5 
160 ıo5 1 os 5 104 
10 ıo4 s 10S 104 5 

ll 80 ı o5 s ıo5 ı 04.25 
160 1 O" 5 ıQ525 ı 0"·25 
o ı o" 25 ,ıyı s 103 
10 10" ı oJ 75 1 o3 

lll 80 1 Q3.75 ı o3 75 103 
160 ı O" ıo4 1ovs 

·Normal Vırus Titrasyonu 

Araştırmada MDBK hücresi için toksik ol­
mayan üç farklı AA sulandırmasının IBR. Pl-3 ve 
BAV-2 viruslarının titrasyonu üzerine dikkate değer 
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bır etki meydana getırmediği tespit edilmiştir Tit­
rasyon değerlerinde meydana gelen küçük farklılıkfar 
önemli görülmemiştir Ancak her üç vırusun tit­
rasyonu, CPE gözlenen en son sulandırmalara ait 
gözlerde meydana gelen CPE karakterı yönünden 
karşılaştırıldıgında normal virus tıtrasyonu (Kontrol) 
ve 1 grup vırus titrasyonunda meydana gelen 
CPE'Ier 5 günün sonunda oldukça yaygın olmasına 
rağmen, aynı günlerde ll grup virus titrasyonunda 
CPE'Ienn sınırlı kaldıgı tespit edilmiştir (Şek� 2) 

t ' •• ,,,..,.,Hunt NV lt" 1 �1\·P '-' ru� ·�ıı.a�vvıu.uıut 1(.4'· 
$ıla�ıırııması A PI·J vırusunun NVTnda MOB!<. huc· 
rP<111f/;> ı; f7!Jil �flrllltırl,"! m'JO\fr/.'!J1c1 f1t?(iftllo]l �.1ı'o)ın �or 

B Pl J vm1swwn'"ll grup 160 pgtml AA IÇfHtm vaso:ıı 1/e yapıları 
tıtrasyorıundakl IO''sufandırma göz/ennden blf tanesinde 
meydana gelen smırlı CPE 
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Tartışma ve Sonuç 

Askorbik asıt hücre kültürü şartlarında ge­
nellikle dayanıksız bır madde olup. yan yaşamları 
kültür ısılarında (37°C'de) oldukça kısadır(Bissel ve 
ark.. 1980. Harakeh ve ark .. 1990). Bu nedenle. 
araştırma esnasında kullanılan çeşıtlı kon­
santrasyonlarda AA ıçeren vasatl�u günlük olarak 
değıştırilerek hücre kültürü ortamında AA'in de­
vamlılıgı saglanmıştır 

AA'in hücre için zararlı etkısı, AA'ın hücresel 
oksidasyonu sonucu şekillenen hidrojen peroksitin 
çeşıtlı hücre tiplerine karşı sitotoksısitesinden kay­
naklanmaktadır (Bissel ve ark. 1980}. AA'in hücreler 
üzerine sıtotoksisitesının tespıtı amacıyla Harakeh 
ve ark. (1990) tarafından H9/HTLV -IIIB hücreleri 
(AIDS Vırusu ıle enfekte T-lenfositik H9 hücreten) 
ıizenne C>-40Qı.ıg/ml oranında değişen AA kon­
santrasyonlannın 4 günfOk perıyod içerisindeki et­
kıleri ıncelenmış olup. ortamda 5-150 J.lg/ml AA var­
ligında toksısrte gôrOimediği, 2()()...300 J.lg/ml AA 
varlığında hücre gelişiminde hafif bir inhibisyonun 
şekillendiği. 400J.lg/ml ve daha fazla miktardaki AA 
varlığında ise önemli bir sitotoksisite gôzlendiği be­
lırtilmiştır Bu araştırmada da MDBK hücreleri Uze­
rine 320ı..ıglml ve daha fazla AA içeren vasatın si­
totoksik oldugu belirlenmiştır. 

Schwerdt ve Schwerdt (1975)'in yaptıkları 
araştırmada. ekstraselOlar rhlnovirus partiküllerinin 
AA tarafından inaktive olmamasına rağmen, bu vi­
rusun hücredeki replikasyonunun AA varlığında 
baskılandığı bildirilmiştir. Araştırmada da, lll. grup 
uygulamada AA solüsyonu ile hücresiz ortamda 
karşılaştırılan IBR, Pl-3 ve B.AV-2 viruslarının tit­
relerinde herhangi bir önemli değişiklik meydana 
gelmemesine ragmen, ll grup uygulamada sınırlı 
bir CPE gözlenmiştir. lleride yapılacak olan ça­
lışmalarda, hOcrelenn AA ile önceden kar­
şılaştırılmalan sonucu CPE odaklannın sınırlı kalıp 
kalmadıgının daha ıyi anlaşılabılmesi için plak test 
kullanılarak plak sayısında gerçekten azalma olup 
olmadıgının tespıtinın yapılması uygun olacaktır. 

Scwerdt ve Scwerdt {1975), AA ve glu­
tathıone kanşımının, RV20(Rhinovirus tip 20)'nin 
gelişiminin ilk sıklusu esnasında 36°C'de Wl-38 

hücrelerinde çogalmasına zıt bir etki yapmadığı, 
ancak vırus replikasyonunun takip eden siklusları 
esnasında glutathione ilave edilen AA'in 48 saatte 
kısmı bir baskılanmaya neden olduğunu tespit et­
mişlerdir. Bu baskılanrnanın muhtemelen interferon 
taratından meydana getirikfıgi ileri sürülmüştür. Bu 
araştırmada interferon tespıtı yapılmadığından do­
layı, ll. grup titrasyonunun CPE meydana gelen en 
son sulandırmalannda oluşan sınırlı CPE'Ierin in­
terferondan kaynaldanıp kaynaklanmadıgı sap­
tanamamıştır. Harakeh ve Jariwalla (1991) ta­
rafından yapılan bır araştırmada ıse HIV ile akut 
olarak enfekte VB hücrelerinde askorbik asilin 
(0.568 mmol/1.) sinsitial dev hOcresi oluşumunu 
%93 oranında azalttığı saptanmış. buna karşın virus 
slıspansiyonunun 37' C' de 1 saat AA'e maruz kal­
ması sonucu HIV vırusunun reverse transcriptasa 
aktıvitesı ve sınsitial dev hücresi oluşturma ka­
pasitesinde bir değışıklik meydana gelmediği göz­
lenmiştir. Aynı araştırmacılar(Harakeh ve Jariwalla, 
1991) ortamda ascorbate'ın olmaması durumunda 
vırus replikasyonu yeniden başladığından dolayı 
HIV'in baskılanması ıçın ortamda ascorbate'in de­
vamlı bulunmasının gerekli olduğunu bildirmişlerdir. 

Salo ve Cliver (1978) AA ve sodyum bısülfrt 
tarafından enterovirusların ınaldıvasyon oranını çe­
şıtlı faktörlerin etkiledı�ini bildirmışlerdir. Ortamda 
serum bulunmasının inaktivasyon oranını azalttığını, 
ısının bu oranı artırdıgını belirterek AA ve bisülfit so­
lüsyonlarının pH de�erinin poliovirus tip 1 (Po-1 )'in 
inaktivasyon oranını etkilediğini, inaktivasyonun pH 
5'de pH 7'dekinden daha tazJa olduğunu sap­
tamışlardır. Bu etkinin bırinci derecede hidrojen 
iyonu konsantrasyonundaki artışa bağlı olmadığı, 
çünkü AA ve bisülfıt'in ortamda bulunmarnası du­
rumunda Po-1'ın inaktıvasyon oranının pH 4-7 ara­
sında aynı oldugu belirtilmıştir. Ancak Vrijsen ve 
ark. (1988} tarafından antioksıdant ascorbate vartıgı 
ve yokluğunda quercetın'in antipoliovirus ak­
tivitesini tespit etmek için yapılan başka bır araş­
tırmada jse 3 mM gibı yüksek bir konsantrasyonda 
bile ascorbate'in tek başına herhangi bir antiviral 
aktivite göstermedigıni belirtmişlerdir Aynı şekilde 
White ve ark . .(1986) tarafından da HSV-1(Herpes 
simplex virus tip 1) ve HSV-2 (Herpes simplex virus 
tip 2)'nin cu+2 ile katalize edilen ascorbate ile inak-
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tive olduğunu buna rağmen sadece ascorbate ile 
muamele edilen bu virusların titrelerinde, kont­
rollerle karşılaştırıldığında bir etki gözlenmediği 
ifade edilmiştir. 

Murata ve Kitagawa (1973) AA'in fajlar üze­
rine inaktivasyon etkisinin oksijene bağlı olduğunu 
ve A.A'in otooksidasyonu sonucu şekillenen ser­
best radikallerin bu olaydan sorumlu olduğunu ileri 
sürmüşlerdir . 

Bissel ve ark. (1980) AA'in etki mekanizması 
hakkında üç ihtimal öne sürmüşlerdir: Birincisi; AA 
primer ve sekonder enfeksiyonlan azaltmak için vi­
rusu direkt olarak inaktive edebilir. Bu araştırmada 
kullanılan AA dilüsyonlarının IBR. Pl-3 ve BAV-2 vi­
ruslanna karşı bu tür bir inaktivasyonu şe­
killenmemiştir_ 

Ikincisi: hücrelerin AA ile önceden muamele 
edilmeleri bilinmeyen bir mekanizma ile (Örneğin 
kollajen sentezinin artması ile bir "koruyucu matrix" 
şekillenebilir ve enfeksiyonları önleyebilir) viral en­
feksiyonların karşı rezistans kazanmalarına neden 
olabilir. 

Üçüncüsü ise AA hücre metaboli?masını de­
ğiştirerek ve viral komponentlerin biraraya gel­
meleri ile virus salınımı esnasındaki bazı ba­
sarnakları engelleyerek, viral replikasyonu ve 
enfektiviteyi önleyebilir. Bu araştırmada MDBK hüc­
relerinin, virus titrasyonları yapılmadan 24 saat 
önce AA ile karşılaştırıldığı grupta meydana gelen 
hafif inhibisyon, yukarıda bahsedilen son iki ih­
timalden birine atfedilebilir. 

Harakeh ve ark. (1990) ise, ascorbate ta­
rafından lenfositlerdeki HIV'in baskılarımasındaki 
moleküler mekanizmanın tam olarak açık­
lanamadığını, bunun sebebini enfekte lenfasit hüc­
releri üzerine ascorbate'in etkisinin muhtemel me­
kanizması olarak serbest integre olmamı,ş viral 
DNA ya da HIV'in her bir replikasyon siklusu es­
nasında yeni sentezienan viral RNA'Iann, viral pro­
tein sentezinin azalması ile sonuçlanan yıkıma has­
sas hale gelmelerine; diğer bir mekanizma olarak 
da proteinin işlenmesinde görev alan viral en­
zimlerin ascorbate · tarafından engellenmesiyle 
HIV'in çoğalmasının baskılarımasına bağlamışlardır. 

Bissel ve ark. ( 1980), yüksek kon-
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sanırasyondaki A.A.'in, kromozom hasarları ve 
muhtemel karsinojenlerin miktarlarındaki artış gibi 
istenilmeyen yan etkilerinin vurgulanması ge­
rektiğini, AA'in şaşılacak derecede çok yönlü me­
kanizma ya da mekanizmalar hakkında araş­
tırılacak çok şey olduğunu bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak IBR, Pl-3 ve BAV-2 viruslarının 
titreleri üzerine AA'in invitro ortamda belirgin bir et­
kisinin gözlenmediği tespit edilmiş, ancak çeşitli 
mekanizmaların rol oynadığı invivo ortamda AA'in 
bu virusların enfeksiyözite güçleri üzerine herhangi 
bir etkiye sahip olup olmadığı konusunda araş­
tırmalara ihtiyaç olduğu ortaya konmuştur. 
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