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HUCRE KULTURLER! VE SIGIR SERUMLARINDA PESTIVIRUS
KONTAMINASYONU

Ibrahim Burgu! Feray Alkan’ Aykut Ozkul

Pestivirus contamination of cell cultures and bovine seram.

Summary: In this research, 23 fetal calf kidney cell cultures, 20 nor-

mal calf sera and 5 fetal calf sera were tested for pestivirus contamination by
IF and IP technique.

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

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

Ozet: Bu arastirmada 1990-1992 yillart arasinda A.U. Veteriner
Fakiltesi Viroloji Bilim Dalinda yiriitilmekte olan ¢alismalarda kullaniimak
iizere hazirlanan 23 adet fotal dana bibrek hiicre kiiltiirii ile 5 adet fotal dana
serumu ve 20 adet normal dana serumu pestiviruslar bakimindan IF ve IP
testleri ile kontrol edildi.

Hiicre kiiltiirlerinden 7 (%, 30 ) adetinde pestivirus kontaminas onu
° J 5y

saptandr. FDS ve normal dana serumlars ise pestiviruslar bakimindan negatif
sonug verdi.

Aragtirmadan elde edilen veriler, szellikle hiicre kiiltirlerinin pestiviruslar
ile yiiksek oranda kontamine olabilecegini ortaya koydu. Bu sebeple, aragtirma,
rutin teshis yada agi hazwrlama amacina yonelik olarak ¢alisan [choratuvarlar-

da hezirlanan hiicre kiltirlerinin ve serumlanin kullanilmadan ince pestivirus
kontaminasyonu bakimindan mutlaka kontrol edilmesi onerild;.

Girig
Giiniimiizde hiicre kiiltiirleri, virus calismalar: igin vazgecilmez
sistemler olmuglardir. Ancak, hiicre kiiltiirlerinin kullanimi beraberin-
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de baz risk faktorlerini de getirmistir. Bunlarn iginde hicrelerin en-
dojen viruslar ile kontaminasyonu bityiik énem tagimaktadir(14).
Ozellikle sigir orijinli hiicre kiiltiirii calismalarinda pestivirus konta-
minasyonlar: arastrmacilari bu konuda énlemler almaya sevk ct-
mistir.

Pestiviruslar togaviridac familyasinin alt grubudurlar (6,8,11).
Bu grupta sigirlarin viral diarhea virusu (BVDV) (11), koyunlarm
border discase virusu (BDV) (6, 8) ve domuzlarin Avrupa domuz
vebasi viruslar: (8) yer almaktadir. Bu viruslarmn herbiri enfeksiyona
sebep olduklar: hayvan tiiriiniin yanisira sigir, koyun, kegi ve domuz-
larda dogal ve deneysel enfeksiyonlara sebep olmaktadir (6,7,27).

Pestiviruslar transplasental olarak fétusa gegebilirler ve enfck-
siyon zamamnda fétusun yagia bagh olarak abort, fotal rezorpsiyon
ve fotusun mumifikasyonu, kongenital bozukluga sahip yavru do-
gumlarn ile persistc enfekte yavru dogumlarina neden olabilirler (I,
2,3,4,15,17,22,25). Virus ilc enfektc olarak dogan yavrular, yasam-
lart boyunca organlarinda, endotcl ve epitel hiicreleri ile retiku-
loendoteliyal sistemlerinde virusu tagirlar (7, 23, 25). Bu ncdenle
foétal yada postnatal dénemdeki bu hayvanlardan saglanan serumlar
ile doku ya da organlarindan hazirlanan hiicre kiiltiirlerinin pestivirus
ile kontamine olmalar: kaginilmaz bir sonugtur.

Hiicre kiiltiirlerinin pestiviruslar ile kontaminasyonu bir ¢ok
arastiric tarafindan bildirilmigtir (10,20,24). Hassan ve Scott (10),
mezbahada kesilen 26 siginn fotuslarina ait bobreklerden hazirlanan
hiicre kiiltirlerinin 11’inin BVDV ile kontaminc oldugunu belirtmis-
lerdir. Nuttall ve ark.(20), ise 63 dana bébrek hiicre kiiltiiriinden 10’un-
da sitopatojen olmayan vec pestivirus varh@ni saptamiglardir. Rossi
ve ark. (24)’da 37 farkh seri fotal dana akciger hiicresinden bir (9%
3) tanesinin BVDV igerdigini, iki hiicre kiiltiirtiniin ise 2. ve 3. pasaj-
larda BVDV bakimindan immunfloresan testi ile pozitif sonug ver-
mis olmakla birlikte, enfeksiyon kaynagimin giipheli kaldigini belirt-
miglerdir.

Hiicre kilturlerinin tiretilmesinde genellikle ticari olarak hazir-
lanan fétal serumlardan yararlamlmaktadir. Bundan bagka yeni do-
ganlardan yada mezbahada kesilen hayvanlardan saglanan serumlar
da kullanilmaktadir. Serumlar kullamlmadan &nce her nckadar is1
ile inaktivasyon yada gamma irradiasyon isleminden gegiriliyorlar
ve teorik olarak bu iglemler ile pestiviruslann inaktive oldugu bilini-
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yorsa da, yapilan bazi arastirmalarm sonuglar:, serumlarm kullanil-
madan 6ncc pestivirus kontaminasyonu yoéniinden kontrol edilmeleri-
nin gerckliligini ortaya koymaktadir {13, 24). King ve ark. (13), 6
ticari dana scrumundan birini BVDV yéniinden pozitif bulduklarm:
ve bu serumun 56°C’dc 30 dakika siircyle yapilan inaktivasyonun-
dan sonra BVDV’un inaktive oldugunu belirtmelerine kargin, Rossi
ve ark.(24), 6000 DKID,, oraninda BVDV’un NADL susu ilave
edilen 6 sisc fotal serumdan 4 adedinde 1st ile inaktivasyon sonrasinda,
BVDV kontaminasyonunun devam ettigini bildirmislerdir. Aragtiri-
cillar (24), irradiye edilmis 9 serumdan birinin, irradiyc cdilmemis
2] serumdan 13’tinin (% 62) BVDV ile kontamine oldugunu da bil-
dirmiglerdir.

Bu ¢ahgma ile, fotal orijinli hiicre kiiltiirleri ile fotal serum ve
normal dana serumlarmn pestiviruslar yoéniinden kontrol cdilmesi
ve rutin teghis, aragtirma yada agi hazirlama iinitelerinde galisan arag-
tirieilarin konuya ilgilerinin ¢ekilmesi amaglanmustar.

Materyal ve Metot

Hiicre Kiltiri : Arastirmada 1990-1992 yillan arasmda hazirla-
nan 23 farkh scri fotal dana bébrek (FDB) hiicre kiiltiirii kullanild.

Hiicre kiiltiirleri, Ankara Qubuk Beledivesi Mczbahasinda ke-
silen gebe hayvanlarin 3-5 aylik fétuslarina ait bobreklerden standart
teknikle hazirlandi.

Serumlar : 5 adet fotal dana scrumu (FDS) ve 20 adet normal
dana scrumu pestiviruslar bakimindan kontrol edildi. Fotal dana se-
rumlar: ticari olarak saglands.

Normal dana serumlarnin hazirlanmasinda ise, mezbahada
kesilen hayvanlardan saglanan kan kullanildi. Alnan kan pihtilas-
tiktan sonra, 3000 devirde santriifiij edildi. Elde edilen serumlar 56°C
de 30 dakika su banyosunda tutularak, inaktive edildi ve milipor se-
liloz asetat filtreden gegirilerek steril edildi.

Konjugat: BVDV’a karp domuzlardan saglanan antikorlarin
immunfloresan (IF) testi igin flourescein iso-thiocyanate (FITC),
immunperoksidaz (IP) testi igin peroksidaz ile isaretlenmesi ile hazir-
lanan konjugatlar kullanildi.

IF testinde kullanilan konjugat 1/20, IP testinde kullamilan kon-
Jjugat isc 1/200 titreyc sahipti.
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Konjugatlar Almanya Hannover Veteriner Yiiksek Okuly,
Viroloji Enstitisti’'nden sagland.

Immunfloresan Teknigi: Test, Orban ve ark.(21)’min  bildirdigi
yonteme gore vapildi.

Cell culture staining chamber (CCSC) tiiplerine 1 ml FDB hiicre
siispansiyonu (80000 hiicre /ml) konuldu. 72 saat sonra hiicre yiizeyleri
0.01 M PBS ile yikanarak, gozlere titresi oraninda sulandirilmg
konjugattan 0.075 ml miktarinda konuldu. Tabletler 37°C’de 1 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyon siiresinin sonunda 0.01 M PBS
ile 3 kez yikanan lameller, bir damla 9, 20 gliserin iceren PBS yar-
dimiyla, lamlar iizerine kapatildi. Sonuglar floresan miktoroskopta
degerlendirildi.

Immunperoksidaz Teknigi: Test, Hycra ve ark.(12)’min bildirdigi
yonteme gore yapalds.

Hiicre iiretme sigelerinde monalayer tabakalanmis hiicreler, trip-
sin enzimi yardimiyla iiredikleri sigelerden aynlarak, 100.000 hiicre/
ml olacak sekilde hiicre iiretme vasati iginde sulandirnildi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonlarin herbirinden, tabletteki 2 géze birer ml konuldu
ve tabletler 48 saat 37°C’de inkubasyona birakildi. 80°C’de 1 saat
tutularak, hiicrelerin fikze cdilmesinden sonra, gézlere titresi oraninda
sulandirilmis konjugattan 0.2 ml ilave edilerck, 37°C’de 1 saat in-
kubasyona birakildi. Bu siirenin sonunda tabletlere substrat (3—amino-
9-cthylcarbazole) konuldu. Sonuglar 15 dakika sonra doku kiiltiirii
mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular

1990-1992 yillan arasinda hazirlanan ve pestiviruslar bakimin-
dan IF ve IP testleri kullanilarak kontrol edilen 23 ayr: seri hiicre kiil-
tiiciinden 7 (9%, 30)’sinde pestivirus varb@ saptand: (Tablo 1).

Tablo 1. 1990-1992 yillarinda hazirlanan ve pestivirus
varh@ tesbit edilen hiicre kiltiirleri

Orncklenen Pozitif
Yillar hiicre kualtitrii | hiicre kaltiiriz
1990 7 3
1991 7 2
1992 9 2

Toplam 23 { 7
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Aragtirmada, IT ve IP testleri ile kontrol cdilen 5 adet fotal dana
scrumu ve 20 adet normal dana serumu pestiviruslar yéniinden ne-
gauf sonug verdi.

Tartigma

Virus izolasyon ¢aligmalarinda homolog hayvan tiiriinden sag-
lanan hicre kiltiirlerinin en duyarl: sistemler oldugu uzun zamandir
bilinmektedir (18). Bu scbeple sigir viruslarina ilgili ¢calismalarda da
genellikle sigir orijinli hiicre kiltiirleri kullamlmaktadir. Ancak, sigir
orijinli hiicre kiltiirlerinin pestiviruslar ile kontaminasyon riskinin
bulundugu da bir bagka ger¢ektir. Hassan ve Scott (10), mezbahada
kesilen 26 gebe sigirn fotuslarina ait bobreklerden hazirlanan hiicre
kiiltiirlerinden 11'inde (% 42), Nuttall ve ark. (20), 63 FDB hiicre-
sinin 10’unda ve Rossi ve ark.(24), 37 fotal dana akciger hiicre kiil-
tiirtiniin birinde (9, 3) pestivirus varhgin tesbit etmislerdir.

Bilindigi gibi hiicre kiltiirlerinin pestiviruslar ile kontaminas-
yonu transplasental pestivirus enfeksiyonlarmin sonucudur (2,7,23,25).
Yapilan serolojik ve virolojik ¢ahgmalar ile pestiviruslarin Tiirkiye-
de de yaygin oldugu ortaya konulmustur (1,5,22). Burgu ve ark. (5)
ilc Alkan (1) ve Ozkul (22)’un transplasental pestivirus enfeksiyonlar:
ve bu enfeksiyonlarin sonuglarina ilgili ¢calismalarinda ise degisen oran-
larda intrauterin pestivirus enfeksiyonu saptanmigtir. Bagka bir ifade
ile, Tirkiye’de pestivirus enfcksiyonlar: yaygin olarak bulunduguna
ve pestiviruslar fotusa nakledilebiliyor olduklarina gére, Tiirkiye’de
hazirlanan hiicre kiiltiirlerinin pestiviruslar ile kontaminasyon ola-
siligr oldukga yiikscktir. Nitckim bu aragirmada 1990-1992 yillan
arasinda hazirlanan 23 farkl seri FDB hiicre kiiltiiriinden 7 (% 30)
adedinde pestivirus varhig: saptanmiguir. Bu oran oldukga yiiksek olup,
gesitli laboratuvarlarda enfekte hiicrelerin  pestiviruslar yoniinden
kontrol edilmeden kullaniimasimin  doguracag sonuglar bakimindan
digtindiiricidir.

Bu arasgtirmada, kontrol edilen ticari serumlar ile normal dana
serumlannda pestivirus tesbit edilmemistir. Ancak bu konuda yapi-
lan galiymalar 11 ile inaktive edilmis yada gamma irradiyasyona tabi
tutulmug bile olsalar, serumlarin pestivirus ile kontamine olabilecegi-
ni ortaya koymustur (13,24).

Pestiviruslar ile kontamine hiicre kiiltiirleri yada hiicrelerin iire-
tilmesinde kullanilan serumlar,

1) Viral izolasyon prosediiriinii interfere cder,
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2) Izolasyon calismalarinda yanhs degerlendirmelerc neden ola-
bilir,

3) Inaktivc edilmemis asilarmn  hazirlanmasinda  kullanilirlarsa,
as1 kontaminasyonuna ve agilama yolu ile virusun nakledilmesine
neden olurlar. Nitekim, Tamoglia (26) Ingiltere’de tiim lisansh iire-
ticilerin canl IBR virusu asilarinin 9 8indec BVDV varhigini sapta-
mustir. Menasse ve ark.(19) ile Wenswoort ve Terpstra(28) isc annclert
gebeligi esnasinda pestivirus ile kontamine agilarla aglanan kuzular-
da BD, domuz yavrularinda da kongenital domuz vebasi benzeri has-
talik salginlarim bildirmislerdir. Tohen ve ark. (16) ise pestivirus
ile kontamine orf asis1 ile agplanan, gebeliginin crken dénemindcki
disi kegilerden 9, 82’sindc gebe kalmama, abortlar, 6lii dogumlar
ve zayif yavru dogumlar: gibi reproduktif problemlcrin olustugunu
bildirmislerdir. Aragtiricilar {16) ayrica, sozkonusu kegiler ile aym
ciftlikte bulunan sifirlarda abort, koyunlarda BD’c karakteristik be-
yin lezyonlan ve merkezi sinir sistemni lezyonlarma sahip kuzu dogum-
larmin gorildigini de belirtmiglerdir.

Tiirkiye’de sigir vebasi, koyun ve kegi gigek aplam, mavidil ve
ccthyma contagiosum (orf) agilarmin irctiminde fétal yada post
natal yasamdaki dana yada kuzulardan hazirlanan bobrek hiicre
kiiltiirleri kullanilmaktadir {Tablo 2). Hiicre kiiltiirlerinin tretilme-

Tablo 2. Tirkiyc’de hazirlanan baz asilar ve asi hazirlanmasinda
kullamilan hiicre kiltiirleri

Ast Hiicre kaltird

Sigir Vebasi Fotal dana bobrek

Mavidil Koyun bobrek
Koyun g¢igek | Kuzu bobrek
Kegi gigek Kuzu bobrek
Orf Dana béhrek

sinde ise genellikle mezbahadan saglanan scrumlardan yararlanilmak-
tadir. Bu gabymadan elde edilen veriler ve pestivirus cnfeksiyonlan-
nin patogenezine ilgili bilgiler gézoniinde tutuldugunda, agikca goriil-
mektedir ki, hiicre kiiltirleri ile serumlarn pestiviruslar bakimindan
kontrol cdilmeden kullamlmasi halinde s6z konusu asilarin bazi seri-
lerinin pestiviruslar ile kontamine olmasi miimkiindiir. Nitekim, Gel-
fert (9)’de pestivirus enfeksiyonlarina ilgili aragrmasinda, sigir
vebast agist ile agilanmug 6 igletmede pestivirus enfcksiyonu prevalansi-
nm % 100 oldugunu saptams ve bu verilerin Tirkiye’de kullanilan
sigir vebast asilarinin pestiviruslar ile kontaminc olabilecc§inin gos-
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tergest oldugunu belirtmistir. Canh as hazirlayan tnitelerde kullani-
lan serum ve hucre kiltirlers  pestiviruslar yoniinden kontrol edilme-
digi taktirde, kontaminc agilar ile 6zcllikle gebe hayvanlarin agilan-
malarim takiben gelisccck abortlar, fotusun mumifikasyonu ve ano-
malili dogan yavrular nedenivle hem énemli ckonomik kayiplarn mey-
dana gelecegl hem de persiste enfekte dogacak vavrular nedeniyle
Turkiyc'de pestivirus enfeksivonlanmin yayginhginin daha da ¢ok
artaca@. acik bir gercektir.

Bu galiymada, mezbahada kesilen sigirlann fotuslanna ait béh-
rcklerden hazirlanan hiicre kiltiirlerinde pestivirus varlign saptanmig
ve rutin teshis amacina yonelik yada ast hazirlama laboratuvarlarinda
kullamilacak serum ve hiicre kialtirlerinin pestiviruslar bakimindan
kontrol edilmesinin énemi ve gereklilii vurgulanmistir. Ayrica serum
kontaminasyonu riskinin aza indirilmesi amaciyla scrumun kullanil-
madan 6nce inaktive edilmesi vada pestivirus enfeksiyonlarmin goriil-
medigi hayvan tiirlerinden 6rnegin tektirnakhilardan saglanan serum-
larn kullamlmas: da 6nerilmektedir.
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