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HÜCRE KtlLTÜRLERİ VE SIGIR SERUMLARıNDA PESTİvtRUS
KONTAMİNASYONU

İbrahim Burgu ı Feray Alkanı Aykut ÖzkuF

Pestivirus cODtamination of ceU cu1tures and bovine serum.

Summary: In this research, 23 fetal caif kidney cell cultures, 20 nor-
mal caV sera and 5 fetal caif sera were tested for pestivirus contamination by
IF and ıP technique.

Of 23 fetal caif kidney culture initiated, 7 (30 %) were found positive
for pestivirus. All of 5 fetal sera and 20 normal caif sera tested were negative
for pestivirus.

Data obtained from this research indieated that cell cultures could be highly
contaminated with pestivirus. Hence, it is suggested that all [ultures and
serum batchs which used in research, diagnostic and vaccine production laborato-
ries absolutely should be controlled for pestiuirur contamination before used.

Özet: Bu araştırmada 1990-1992 yılları arasında A. a. Veteriner
Fakültesi Viroloji Bilim Dalında yürütülmekte olan çalışmalarda kullanılmak
üzere hazırlanan 23 adet fötal dana biibrck hücre kültürü ile 5 adet fötal dana
serumu ve 20 adet normal dana serumu pestiviruslar bakımından IF ve ıP
testleri ile kontrol edildi.

Hücre kültürlerinden 7 (% 30 ) adetinde pesth'irus kontaminasyonu
saptandı. FDS ve normal dana serumları ise pestiviruslar bakımından negatif
sonuç verdi.

Araştırmadan elde edilen veriler, ijzeUikle hücre kültürlerinin pestiviruslar
ile yüksek oranda kontamine olabileceğini ortaya koydu. Bu sebeple, araştırma,
rutin teşhis yada aşı hazırlama amacına yönelik olarak çalışan lcboratuvarlar-
da hazırlanan hücre kültürlerinin ve serumların kullanılmadan önce pestivirus
kontaminasyonu bakımından mutlaka kontrol edilmesi önerildi.

Giriş

Günümüzde hücre kültürleri, virus çalışmaları için vazgeçilmez
sistemler olmuşlardır. Ancak, hücre kültürlerinin kullanımı beraberin-
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de bazı risk faktörlerini de getirmiştir. Bunların içinde hücrelerin en-
dojen viruslar ile kontaminasyonu büyük önem taşımaktadır( 14).
Özeııikle sığır orijinli hücre kültürü çalışmalarında pestivirus kon ta-
minasyonları araştırmacıları bu konuda önlemler almaya sevk et-
miştir.

Pestiviruslar togaviridae familyasının alt gru budurlar (6,8, i I).
Bu grupta sığırların viral diarhea virusu (BVDV) (I i), koyunların
border disease virusu (BDV) (6, 8) ve domuzların Avrupa domuz
vebası viruslar: (8) yer almaktadır. Bu virusların herbiri enfeksiyona
sebep oldukları hayvan türünün yanısıra sığır, koyun, keçi vc domuz-
larda doğal ve deneysel enfeksiyonlara sebep olmaktadır (6,7,27).

Pestiviruslar transplasental olarak fötusa geçebilirler ve enfek-
siyon zamanında fötusun yaşına bağlı olarak abort, fötal rezorpsiyon
ve fötusun mumifikasyonu, kongenital bozukluğa ~ahip yavru do-
ğumları ile persiste enfekte yavru doğumlarına neden olabilirler (I,
2,3,4, i5, i7,22,25). Virus ile enfekte olarak doğan yavrular, yaşam-
ları boyunca organlarında, endotel ve epitel hücreleri ile retiku-
loendoteliyal sistemlerinde virusu taşırlar (7, 23, 25). Bu nedenle
fötal yada postnatal dönemdeki bu hayvanlardan sağlanan serumlar
ile doku ya da org-anlarından hazırlanan hücre kültürlerinin pestivirus
ile kontamine olmaları kaçınılmaz bir sonuçtur.

Hücre kültürlerinin pestiviruslar ile kantaminasyonu bir çak
araştırıcı tarafından bildirilmiştir (10,20,24). Hassan ve Scott (10),
mezbahada kesilen 26 sığırın fötuslarına ait böbreklerden hazırlanan
hücre kültürlerinin i1'inin BVDV ile kontamine olduğunu belirtmiş-
lerdir. Kuttaıı ve ark.(20), ise 63 dana böbrek hücre kültüründen IO'un-
da sitopatojen olmayan ve pestivirus varlığını saptamışlardır. Rossi
ve ark. (24)'da 37 farklı seri fötal dana akciğer hücresinden bir (%
3) tanesinin BVDV içerdiğini, iki hücre kültürünün ise 2. ve 3. pasaj-
larda BVDV bakımından immunfloresan testi ile pozitif sonuç ver-
miş olmakla birlikte, enfeksiyon kaynağının şüpheli kaldığını belirt-
mişlerdir.

Hücre kültürlerinin üretilmesinde geneııikle ticari olarak hazır-
lanan fötal serumlardan yararlanılmaktadır. Bundan başka yeni do-
ğanlardan yada mezbahada kesilen hayvanlardan sağlanan serumlar
da kuııanılmaktadır. Serumlar kullanılmadan önce her nekadar ısı
ile inaktivasyon yada gamma irradiasyon işleminden geçiriliyorlar
ve teorik olarak bu işlemler ilc pestivirusların inaktive olduğu bilini-
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yorsa da, yapılan bazı araştırmaların sonuçları, serumların kullan ıl-
madan önce pestivirus kontaminasyonu yönünden kontrol edilmeleri-
nin gerekliliğini ortaya koymaktadır (13, 24). King ve ark. (13), 6
ticari dana serumundan birini BVDV yönünden pozitif bulduklarını
ve bu serum un 56°C'dc 30 dakika süreyle yapılan inaktivasyonun-
dan sonra BVDV'un inaktive olduğunu belirtmelerine karşın, Rossi
ve ark.(24), 6000 DKIDso oranında BVDV'un :\ADL suşu ilave
edilen 6 şişe fötal serumdan 4 adedinde ısı ilc inaktivasyon sonrasında,
BVDV kontaminasyonunun devam ettiğini bildirmişlerdir. Araştırı-
cılar (24), irradiye edilmiş 9 serumdan birinin, irradiye edilmemiş
21 serumdan l3'ünün (% 62) BVDV ile kontamine olduğunu da bil-
dirmişlerdir.

Bu çalışma ilc, fötal orijinli hücre kültürleri ile fötal serum ve
normal dana serumlarının pestiviruslar yönünden kontrol edilmesi
ve rutin teşhis, ara~tırma yada aşı lıazırlama ünitelerinde çalışan araş-
tırıcıların konuya ilgilerinin çekilmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Hücre Kültürü: Araıtırmada 1990-1992 yılları arasında hazırla-
nan 23 farklı seri fötal dana böbrek (FDB) hüere kültürü kullanıldı.

Hücre kültürleri, Ankara Çubuk Belediyesi Mezbahasında ke-
silen gebe hayvanların 3-5 aylık fötuslarına ait böbreklerden standart
teknikle hazırlandı.

Serumlar: 5 adet fötal dana serumu (FDS) ve 20 adet normal
dana SCl"UmUpestiviruslar bakımından kontrol edildi. Fötal dana se-
rumIarı ticari olarak sağlandı.

l\jormal dana serumlarının hazırlanma~ında ise, mezbahada
kesilen hayvanlardan sağlanan kan kullanıldı. Alınan kan pıhtılaş-
tıktan sonra, 3000 devirde santrüfüj edildi. Elde edilen serumlar 56°C
de 30 dakika su banyosunda tutularak, inaktive edildi ve milipor se-
lüloz asetat filtreden geçiriIerek steril edildi.

KonJugat: BVDV'a karşı domuzlardan sağlanan antikorların
immunfloresan (IF) testi için flourescein iso-thiocyanate (FITC),
immunperoksidaz (IP) testi için peroksidaz ile işaretlenmesi ile hazır-
lanan konjugatlar kullanıldı.

IF testinde kullanılan konjugat 1/20, ıP testinde kullanılan kon-
jugat ise 1/200 titreye sahipti.
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Konjugatlar Almanya Hannover Veteriner Yüksek Okulu,
Viroloji Enstitüsü 'nden sağlandı.

lmmunjloresan Tekniği: Test, Orban ve ark.(2l)'nın bildirdiği
yönteme göre yapıldı.

Cell cu1ture staining chamber (CCSC) tüplerine i ml FDB hücre
süspansiyon u (80000 hücre ımı) konuldu. 72 saat sonra hücre yüzeyleri
0.01 M PBS ile yıkanarak, gözlere titresi oranında sulandırılmış
konjugattan 0.075 ml miktarında konuldu. Tabletler ::)7°C'de i saat
inkubasyona bırakıldı. İnkubas)'on süresinin sonunda 0.01 M PBS
ile 3 kez yıkanan lameller, bir damla % 20 gliserin içeren PBS yar-
dımıyla, lamlar üzerine kapatıldı. Sonuçlar floresan miktaroskopta
değerlendirildi.

lmmunperoksida;:. Tekniği: Test, Hyera ve ark. (i 2) 'nın bildirdiği
yönteme göre yapıldı.

Hücre üretme şişelerinde monalayer tabakalanmış hücreler, trip-
sin enzimi yardımıyla üredikleri şişelerden ayrılarak, 100.000 hücre I
ml olacak şekilde hücre üretme vasatı içinde sulandırıldı. Hazırlanan
hücre süspansiyonların herbirinden, tabletteki 2 göze birer ml konuldu
ve tabletler 48 saat 37°C'de inkubasyona bırakıldı. 80°C'de i saat
tutularak, hücrelerin fikze edilmesinden sonra, gözlere titresi oranında
sulandırılmış konjugattan 0.2 ml ilave edilerek, 37°C'de i saat İn-
kubasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda tabletlere substrat (3-amino-
9-ethylcarbazole) konuldu. Sonuçlar 15 dakika sonra doku kültürü
mikroskobunda değerlendirildi.

Bulgular

1990-1992 yılları arasında hazırlanan ve pestiviruslar bakımın-
dan IF ve ıP testleri kullanılarak kontrol edilen 23 ayrı seri hücre kül-
türünden 7 (% 30)'sinde pestivirus varlığı saptandı (Tablo I).

Tablo ı. 1990- ı992 yıllarında hazırlanan ve pestıvırus
varlığı tesbit edilen hücre kültürleri

Örneklenen Pozitif
Yıllar hücre kültürü hücre kültürü

1990 7 3
1991 7 2
1992 9 2
---- ------
Toplam 23 i 7
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Araştırmada, IF ve ıP testleri ilc kontrol edilen 5 adet fötal dana
serumu ve 20 adet normal dana serum u pestiviruslar yönünden ne-
gatif son uç verdi.

Tartışma

Virus izolasyon çalışmalarında homolog hayvan türünden sağ-
lanan hücre kültürlerinin en duyarlı sistemler olduğu uzun zamandır
bilinmektedir (I 8). Bu sebeple sığır viruslarına ilgili çalışmalarda da
genellikle sığır orijinli hücre kültürleri kullanılmaktadır. Ancak, sığır
or~jinli hücre kültürlerinin pestiviruslar ile kontaminasyon riskinin
bulunduğu da bir başka gerçektir. Hassan ve Scott (I O), mezbahada
kesilen 26 gebe sığlı'ın fötuslarına ait böbreklerden hazırlanan hüere
kültürlerinden iı'inde (% 42), Nuttall ve ark. (20), 63 FDB hücre-
sinin iO'unda ve Rossi ve ark. (24), 37 fötal dana akciğer hücre kül-
türünün birinde ~% 3) pestivirus varlığını tesbit etmişlerdir.

Bilindiği gibi hücre kültürlerinin pestiviruslar ile kontaminas-
yonu transplasental pestivirus enfeksiyonlarının sonucudur (2,7,23,25).
Yapılan scrolojik ve virolojik çalışmalar ilc pestivirusların Türkiye-
de de yaygın olduğu ortaya konulmuştur (1,5,22). Burgu ve ark. (5)
ile Alkan (I) ve Özkul (22) 'un transplasental pestivirus enfeksiyonları
ve bu enfeksiyonların sonuçlarına ilgili çalışmalarında ise değişen oran-
larda intrauterin pestivirus enfeksiyonu saptanmıştır. Başka bir ifade
ilc, Türkiye'de pestivirus enfeksiyonları yaygın olarak bulunduğuna
ve pestiviruslar fötusa nakledilebiliyor olduklarına göre, Türkiye'de
hazırlanan hücre kültürlerinin pestiviruslar ile kontaminasyon ola-
sılığı oldukça yühektir. Nitekim bu araştırmada 1990-ı992 yılları
arasında hazırlanan 23 farklı seri FDB hücre kültüründen 7 (% 30)
adedinde pestivirus varlığı saptanmıştır. Bu oran oldukça yüksek olup,
çeşitli laboratuvarlarda enfekte hücrelerin pestiviruslar yönünden
kontrol edilmeden kullanılmasının doğuracağı sonuçlar bakımından
düşündürücüdür.

Bu araştırmada, kontrol edilen tieari serumlar ile normal dana
serumlarında pestivirus tesbit edilmemiştir. Ancak bu konuda yapı-
lan çalışmalar ısı ile in aktive edilmiş yada gamma irradiyasyona tabi
tutulmuş bile olsalar, serumların pestivirus ile kontamine olabileceği-
ni ortaya koymuştur (13,24).

Pestiviruslar ile kontamine hücre kültürleri yada hücrelerin üre-
tilmesinde kullanılan serumlar,

i) Viral izolasyon prosedürünü interfere eder,
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2) İzolasyon çalışmalarında yanlış değerlendirmelere neden ola-
bilir,

3) İnaktive edilmemiş aşıların hazırlanmasında kullanılırlarsa,
aşı kontaminasyonuna ve aşılama yolu ile virusun nakledilmesine
neden olurlar. Kitekim, Tamoglia (26) İngiltere'de tüm lisanslı ür~-
ticilerin canlı lBR virusu aşdarının % 8'inde BVDV varlığını sapta-
mıştır. Menasse ve ark. (19) ile ''',.enswoort ve T~rpstra(28) ise anneleri
gebeliği esnasında pestivirus ilc kontamin(' aşılarla aşıIanan kuzular-
da BD, domuz yavrularında da kongenital domuz vcba~ı benzeri has-
talık salgınıarını bildirmişlerdir. Lohcn ve ark. (I G) ise pestivirus
ile kontamine orf aşısı ile aşıIanan, gebeliğinin erken dönemindeki
dişi keçilerden % 82'sinde gebe kalmama, abartlar, ölü doğumlar
ve zayıf yavru doğumları gibi reproduktif problemlerin oluştuğunu
bildirmişlerdir. Araştırıcılar (I 6) ayrıca, sözkonusu k(~çjlcr ile aynı
çiftliktc bulunan sığırlarda abort, koyunlarda BD'e karakteristik be-
yin lezyonları ve merkezi sinir sistemi lezyonlarına sahip kuzu doğum-
larının görüldüğünü de belirtmişlerdir.

Türkiye'de sığır veba~ı, koyun ve keçi çiçek aşıları, mavidil ve
ecthyma contagiosum (orf) aşılarının üretiminde fötal yada post
natal yaşamdaki dana yada kuzulardan hazırlanan böbrek hücre
kültürleri kullanılmaktadır (Tablo 2). Hücre kültürlerinin üretilme-

Tablo 2. Türkiye'de hazırlanan bazı aşılar ve aşı hazırlanmasında
kullanılan hücre külliirleri

Aşı

Sığır Vebası
Mavidil
Koyun çiçek
Keçi çİçek
Orr

Hücre külıürü

Fölal dana böbrek
Koyuıı bölırek
Kuzu böbrek
Kuzu böbrek
Dana böhrek

sinde ise genellikle mezbahadan sa.ğlanan ~enımlardan yararlanıl mak-
tadır. Bu çalışmadan elde edilen veriler ve pestivirus enfeksiyonları-
nın patogenezine ilgili bilgiler gözönünde tutulduğunda, açıkca görül-
mektedir ki, hücre kültürleri ile serıımların pestiviruslar bakımından
kontrol edilmeden kullanı.lması halinde söz konusu aşıların bazı seri-
lerinin pestiviruslar ik kontamine olma~ı mümkündür. Nitekim, Ge1-
fert (9) 'de pestivirus enfeksiyonlarına ilgili araştırmasında, sığır
vebası aşısı ile aşılanmış 6 işletmede pestivirus enfeksiyonu prevalansı-
nın % 100 olduğunu saptamış ve bu verilerin Türkiye'de kullanılan
sığır vebası aşıIarının pestiviruslar ile kontamine olabileceğinin gös-
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tergesi oIduğunu belirtmiştir. Canlı a~ı hazırlayan ünitelerde kullanı-
lan 5erunı ve hücre küItürleri pestiviruslar yönünden kontrol edilme-
diğ'i taktirde, kontamine aşıIar ile özeIlikle gebe hayvanların aşıIan-
malarını takiben g-eIişeC(~k abortlar, fötusun mumifikasyonu ve ano-
malili doğan yavrular nedeniyle hem önemli ekonomik kayıplarm mey-
dana geleceği hem de peniste enfekte doğacak yavrular nedeniyle
Türkiye'de pcstivirus enft'ksiyonlannm yaygınlığının daha da çok
artacağ" açık bir gerçektir.

Bu çalışmada, mezbahada kesilen sığırların fötuslarına ait böb-
reklcrden hazırlarıarı. hücre küItürlerinde pestivirus varlığı saptanmış
ve rutin teşhis amacına yöneIik yada aşı hazırlama laboratuvarıarında
kullanılacak serum ve hücre kültürlerinin pe:.tiviruslar bakımından
kontroI edilme:;inin önemi. ve gerekliliği. vurguIanmıştır. Ayrıca serum
kontaminasyonu riskinin aza indiriImesi amacıyla serumun kullanıl-
madan önce in aktive edilmesi yada restivirus enfeksiyonlarının görül-
mediği hayvan türlerinden örne,ğ;in tektırnaklıIardan sağlanan serum-
ların kullanılması da önerilmektedi r.
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