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Su orneklerinde noroviriis varliginin cross-flow mikrofiltrasyon ve
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RT-PCR ile belirlenmesi
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OZET

Amac: Ulkemizde halk sagligim tehdit eden
gastroenterit salginlarin kontrol altina alinmasi ve salgin
kaynaginin tespit edilmesine yonelik su orneklerinden
noroviriis varliginin cross-flow mikrofiltrasyon ve RT-
PCR (Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ile belirlenmesi icin kullanilacak ~ yontemin
uygulanabilirliginin saglanmas1 amaglanmistir.

Yontem: Cesitli hacimlerdeki su ornekleri icerisine
belirlenmis farkli miktarlardaki Mengo kontrol viriisi
(4,21x10°copy/pL) ile klinik orneklerden izole edilmis
Noroviriis Gll izolatlan eklenmistir. Bu su ornekleri,
10-30 kD’luk nominal molekiiler agirlikli filtre kasetler
kullanilarak cross-flow mikrofiltrasyon ile filtrasyon
islemi ve filtrasyon islemi sonrasi santrifij islemi
uygulanmistir. Santrifiij islemi sonrasi elde edilen Ust sivi
kissmdan QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Crawley -
UK) Ureticisinin talimatlar dogrultusunda uygulanarak
viral RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izole edilen viral
RNA'nin amplifikasyon islemi ise RT-PCR kit (Ceeram,
Fransa) kullanilarak RT-PCR ile yapilmistir.

Bulgular: Su orneklerine eklenen Mengo kontrol
virusi ve Norovirtus Gll izolatlann sirasiyla filtrasyon,
santrifiigasyon, viral RNA izolasyonu ve amplifikasyonu

islemi uygulanmistir. Calismamizda, virlis miktarindaki

ABSTRACT

Objective: It is aimed to detect of the method to
be applied for norovirus in water samples by RT-PCR
(Real Time Polymerase Chain Reaction) and cross-flow
microfiltration to determine the origin of epidemic and
to control gastroenteritis epidemics that are a threat to
public health in our country.

Methods: Different amounts of Mengo control
virus (4.21x10°copy/pL) and Norovirus Gll isolates
from clinical samples were added to various volumes
of water samples. These water samples were first
filtrated with cross-flow filtration using 10-30 kD
nominal molecular weighed filter cassettes and then
centrifuged. After centrifugation, viral RNA isolation
was performed from the supernatant layer according
to the instructions of QlAamp Viral Mini Kit (Qiagen
Crawley - UK) producer. Amplification of isolated viral
RNA was performed with RT-PCR by using RT-PCR kit
(Ceeram, France).

Results: Filtration, centrifugation, viral RNA
isolation and amplification were applied respectively
to the water samples which Mengo control virus and

Norovirus Gll isolates were added. In our study, it was
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geri kazanim oraninin %20-25 arasinda oldugu goriilmustiir.

Viris miktarindaki geri kazanimin dusik olmasinin

sebebinin filtrasyon isleminin oldugu goriilmistr.
Calismamizda; virus kayiplanni minimize etmek icin
filtrasyon islemi sonrasi santrifiij isleminin uygulanmasinin
gerekliligi ortaya ¢ikarmistir. 10 veya 30 kD’luk nominal
molekiiler agirlikli filtre kasetler kullanilarak filtrasyon
isleminin yapilmasinin virtis miktarindaki geri kazamima
etkisinin olmadig1 ortaya cikmistir.

Sonug: Su orneklerinde noroviriis varliginin RT-PCR
ile belirlenmesinde, filtrasyon asamasinin 6nemli bir yer
tuttugu gorilmistir. Virlis kaybinin onlenebilmesi icin

biylik su hacimlere gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: su, noroviris, filtrasyon, RT-PCR

GIRIS

Diinya genelinde toplum sagligin1 tehdit eden
gastroenterit salgin etkenlerinin basinda akut
viral etkenler gelmektedir. Viral etkenler, primer
olarak kontamine su veya gidalar ile insanlara
bulasmakta ve tum yas gruplarini etkilemektedir
(1-3). 2008 yilina kadar
seklinde” noroviris enfeksiyon bildirimi yapilmadigi
(4). 2009-2012 yillan

tlkemizde gorilen salginlarda, klinik orneklerden

Ulkemizde, “salgin

gorulmektedir arasinda
izole edilen etkenlerin dagiliminda norovirislerin
%48 ile birinci sirada yer aldig1 goriilmektedir (5).
S0z konusu salginlarin onlenebilmesi icin etkenin
yaninda kaynaginin da belirlenmesi onemli bir yer
tutmaktadir. Farkli ulkelerde goriilen su kaynakli
salgin durumlarinda, su orneklerinde noroviris
etkeninin belirlenmesi icin filtrasyon islemi ve
RT-PCR ile calismalar yapildigi gorilmektedir (6-
8). Bu nedenle lilkemizde, halk saghigini tehdit
eden gastroenterit salginlarin  kontrol altina
alinmast ve salgin kaynaginin tespit edilmesine

yonelik su orneklerinden noroviriis varliginin cross-
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seen that recovery ratio of virus amount is among
20-25% range. It is seen that the main reason of poor
recovery is the filtration process. This study showed
us that it is necessary to apply centrifugation after
filtration to minimize virus loss. Using 10 or 30 kD
nominal weighed filter cassettes for filtration made no
effect to virus recovery.

Conclusion: It is seen that filtration is an important
step in detection of norovirus in water samples with
RT-PCR. Large volumes of water samples are needed to

avoid virus loss.

Key Words: water, norovirus, filtration, RT-PCR

flow mikrofiltrasyon ve RT-PCR ile belirlenmesi

icin  kullanilacak yontemin uygulanabilirliginin

saglanmas1 amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Su orneklerinde noroviriis varliginin cross-flow
mikrofiltrasyon kullanilarak RT-PCR ile belirlenmesi
amaciyla yontemin uygulanabilirligini gostermek
icin yurutulen yontemsel calismamiz; Turkiye Halk
Saglig1 Kurumunun Tiiketici Giiveligi Laboratuvarlar
ve Biyolojik Uriinler Daire Baskanliginin Molekiiler
01.01.2015-

31.10.2016 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

Mikrobiyoloji  Laboratuvarinda ve
Calismamizda; toplam 70 adet cesitli hacimlerdeki
saf su ornekleriicerisine (5L, 10L, 15L, 20L, 25L, 50L,
75L ve 100L) belirlenmis farkli miktarlardaki Mengo
kontrol virlisi (4,21x103copy/pL) eklenmis ve 10-
30 kD’luk nominal molekiiler agirlikli filtre kasetler
kullanilarak cross-flow mikrofiltrasyon (Sartorius) ile
filtrasyon islemi yapilmistir (9) (Sekil 1).



Sekil 1. Su orneklerinde filtrasyon islemi icin kullanilan
cross-flow mikrofiltrasyon cihazinin goriiniimii

Filtrasyon islemi sonrasi elde edilen filtrat, 6000
rpm’de 5 dak. santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifuj
islemi sonrasi elde edilen ust sivi kisim, genom
RNA ekstraksiyonu icin 4°C’de muhafaza edilmistir.
Muhafaza edilen Ust sivi kissimdan QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Crawley, UK) lreticisinin talimatlar
dogrultusunda uygulanarak viral RNA ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilen viral RNA’nin
amplifikasyon islemi, RT-PCR kit (Ceeram, Fransa)
kullanmlarak RT-PCR ile yapilmistir (10). RT-PCR
amplifikasyon programi; toplam 40 dongi olacak
sekilde programlanarak her dongii; 45 °C’de 10
dakika, 95 °C’de 10 dakika, 95 “C’de 15 saniye ve 60
°C’de 45 saniye seklinde gerceklestirilmistir. Ayrica
Noroviris GllI’ye ait standart (Quantification Standard,
Ceeram-Fransa) ile ureticinin talimatlarina gore 10?-
10° kopya iceren pararelli dilusyonlar hazirlanmis ve
dort noktali bir standart egrisi olusturulmustur.

Calismamizda; klinik orneklerden izole edilmis
Norovirus Gll izolatlarn da saf su ornekleri icerisine
eklenmis ve ayni islem basamaklar uygulanmistir.
Filtrasyon ve santrifiij islemi sirasinda hedef virils
kaybimin kontrolu i¢in bu su orneklerin icerisine
Mengo kontrol virlisu eklenmistir.

BULGULAR

Su orneklerinde noroviriis varliginin cross-flow
mikrofiltrasyon kullanilarak RT-PCR ile belirlenmesi

yonteminin uygulanabilirligini géstermek icin yapilan
calismamizda; saf su orneklerine eklenen Mengo
kontrol virlsii ve Norovirlis Gll izolatlarn sirasiyla
RT-PCR
yapilmistir. Calismammizda, viris miktarindaki geri

filtrasyon, santrifigasyon ve islemleri
kazanim oranin %20-25 arasinda oldugu gorilmistdir.
Virts miktarindaki geri kazammn disuk olmasinin
sebebinin filtrasyon isleminin oldugu gorilmistdr.
minimize etmek

Calismamizda; virls kayiplarim

icin filtrasyon islemi sonrasi santriflij isleminin

uygulanmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. 10 veya
30 kD’luk nominal molekiiler agirlikli filtre kasetler
kullamlarak filtrasyon isleminin yapilmasinin virus
miktarindaki kazanima etkisinin

geri olmadig

gorulmustur (Sekil 2).

RNA
ornekler ait

Calismamizda,  viral izolasyonu  ve
kitler
RNA

ekstraksiyonuveviralRNAamplifikasyonuicinkullanilan

amplifikasyonunu  cevresel

kullanmlarak  gerceklestirilmistir. ~ Genom
cevresel orneklere yonelik kitlerin kullaniminin uygun
oldugu belirlenmistir. Su 6rneklerinden elde edilen
sonuclar Sekil 3’de verilmistir. Su orneklerinden
noroviruslerin belirlenmesi calismalarinda mutlaka
Mengo kontrol virusu kullanilarak calismanin yapilmasi

ve sistemin kontrol edilmesi gerekmektedir.

TARTISMA

halk tehdit
gastroenterit salginlarin kontrol altina alinmasi

Ulkemizde, sagligim eden
ve salgin kaynaginin tespit edilmesi amaciyla su
orneklerinden noroviriis vartiginin belirlenmesine
yonelik yontemsel calismalar gerceklestirilmistir.

cesitli kullandiklan
ile norovirls tespitine yonelik
(11-13).
norovirus

Ginimizde de tlkeler
RT-PCR

calismalarina

sular,
devam etmektedir
Calismamizda; su  orneklerinden
varliginin RT-PCR ile belirlenmesinde filtrasyon
asamasinin 6nemli bir yer tuttugu ortaya ¢ikmistir.
Virtis miktarindaki geri kazanimin diisiik olmasinin
sebebinin filtrasyon isleminin oldugu gorilmistiir.

Virls kayiplarini minimize etmek icin filtrasyon

Turk Hij Den Biyol Derg 3



— Cilt 74 ® EK 1 W 2017 - SULARDA NOROVIRUS VARLIGININ BELIRLENMESI

07 41
08
§0,5
044
s I
=03
e - 3
. y4
0, - ///
—z,/

0,0t ' . — e

Thresheld 10 15 1 2 a0 = 40

Cycle

1. Norovirlis 6rnegi
2. 10 kD’luk nominal molekiler agirlikli filtre kaset kullanim
3. 30 kD’luk nominal molekiiler agirlikli filtre kaset kullanimi

Sekil 2. Su orneklerinin 10 - 30 kD’luk nominal molekiiler agirlikli filtre kasetler kullanilarak filtrasyon islemlerin
sonuglarinin RT-PCR’daki goriintimi

05
0,4 //
k-
T2t
gO.S“ //
3 3/
5927 // - 3
2 p /
/
e
o //
W e __..-/ 4
O'OAW -

1. Mengovirls

2. Filtrasyon ve santrifiij sonrast mengovirus
3. Filtrasyon sonrasi mengovirus

4. 10 L su 6rnegindeki mengoviriisi

Sekil 2. Su orneklerinden elde edilen sonuglarin RT-PCR’daki goriintimii
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islemi sonrasi santrifuj isleminin uygulanmasinin
gerekliligi Ramirez-Castillo ve
(14);

olarak su konsantrasyon yontemlerine (viris icin

belirlenmistir.

ark., molekiiler tekniklerin zorluklan
ultrafiltrasyon ve direkt flokiilasyon protokolleri,
su konsantrasyon yontemleri olarak kullanildigini)
ve su orneklerindeki inhibitorlerin varliginin
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda; 10 veya 30
kD’luk nominal molekiiler agirikli filtre kasetler
kullanilarak filtrasyon isleminin yapilmasinin virus
miktarindaki geri kazanima etkisinin olmadigi
(Sekil 2).

belirlenmesine

Su orneklerinden
farkli

(15-
Su orneklerinde ozellikle disiik miktardaki

ortaya cikmistir
noroviruslerin yonelik
filtrasyon kullanilmaktadir
16).

norovirus

yontemleri

iceren su orneklerinden norovirls
RT-PCR ile

kayiplarinin onlenmesi amaciyla farkli filtrasyon

varliginin belirlenmesinde; virls
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