Makale Dili “Triirkge”/Article Language “Turkish”

Icme-kullanma sularinda rotaviriis varhigimin EPA 1615 yontemi ile

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

tespitinin uygulanabilirligi

Ozgiil SEMiZOGLU", Zehra irem ERiS', Fatma KARADENiZ-DURSUN', Sule SENSES-ERGUL',
Edibe Nurzen NAMLI-BOZKURT?

OZET

Amac: Gastroenteritler, diinya capinda ozellikle
bes yas alt1 cocuklari etkileyen ve olimlere sebep
olan onemli bir hastalik olup salgin durumunda salgin
kaynaginin kisa siirede ve dogru bir sekilde tespitinin
yapilmasi halk sagligimin korunmasi agisindan bilyiik
onem arz etmektedir. Bu calismada, uluslararasi standart
bir yontem olan EPA 1615 yonteminin uygulanabilirliginin

gosterilmesi amaclanmistir.

Yontem: Calismada ilk olarak, 10 L su ornegi,
klinik orneklerden izole edilmis rotaviris izolat1 ile
Daha

islemine tabi

kirletilmistir. sonra kirletilmis su ornekleri

adsorbsiyon tutulmustur. Adsorbsiyon
islemi NanoCeram® (Argonide, U.S.A.) filtre kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kirletilmis su Ornegi adsorbsiyon
islemi sonrasi elie edilmistir. Ellisyon islemi Beef
Extract solusyonu kullanilarak yapilmistir. Elusyon islemi
tamamlanan su o6rnegine organik flokiilasyon islemi
uygulanmistir. Organik flokiilasyon islemine gecmeden
once elde edilen eliiatin pH degeri EPA 1615 standardinda
belirtilen degere ayarlanmistir. Organik flokilasyon
islemi sonucunda elde edilen siipernatanin pH degeri
tekrar ayarlanmstir. Sipernatan, 30.000 MWCO tipler ile

santrifiij edilerek yogunlastirma islemi tamamlanmistir.

ABSTRACT

Objective: Gastroenteritis particularly affects
children under the age of five worldwide. In case of
an epidemic, determining the source of the epidemic
in a short time and accurately is of great importance
for the protection of the public health. In this study,
it is aimed to demonstrate the applicabilitiy of the
EPA 1615 method, which is an international standard

method.

Methods: In the study, firstly 10 L of water sample
was contaminated with rotavirus isolate extracted from
clinical samples. Afterwards, adsorption process was
performed for the contaminated water sample. The
adsorption process was achieved by using NanoCeram®
(Argonide, U.S.A.) filter. Contaminated water sample
was eluated after the adsorption process. The elution
process was performed by using Beef Extract solution.
Organic flocculation was applied to the eluted water
sample. Before the organic flocculation process, the pH
value of the eluate was adjusted to the defined value
in the EPA 1615 standard. After the organic flocculation
step, the pH value of the supernatant was adjusted again.
Concentration process was completed by centrifugating
supernatant in the 30.000 MWCO tubes. Then, viral
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Santrifiigasyondan sonra elde edilen yogunlastirilmis su
ornegine viral RNA izolasyonu uygulanmistir. Calismada
viral RNA izolasyonu, QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Crawley-UK) ile EPA 1615 standardinin tammladigi sekilde
gerceklestirilmistir. izole edilen viral RNA 6rneginin
amplifikasyon islemi ise The RealStar® Rotavirus RT-PZR
Kit 1.0 (Altona Diagnostics GmbH, Germany) kullanilarak
tretici firmanin talimatlar dogrultusunda Qiagen Rotor-
GeneQ cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir

Bulgular: 10 L su ornegine eklenen rotaviriis
izolat dilisyonlarina sirasi
RNA

(gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) islemleri

ile adsorbsiyon-eliisyon,

santrifligasyon, viral izolasyonu ve RT-PZR
uygulanmistir. Uc farkli rotaviriis diliisyonu ile kirletilen
icme-kullanma su orneklerine ait analiz sonuclan
birlikte 1615 Standart

yontemi ile rotaviriis varlig1 tespit edilebilmistir. Ayrica

degerlendirildiginde; EPA

calismamizda RT-PZR calisma prensibine uygun olarak,
azalan rotaviriis konsantrasyon degerlerine gore cycle

threshold (Ct) degerlerinin de yiikseldigi belirlenmistir.

Sonug: Rotavirls susunun uc¢ farkli konsantrasyonu
ile kirletilen icme-kullanma su ornekleri ile elde edilen
sonuca gore EPA 1615 Standardinin laboratuvarda
analiz edilecek su numunelerinde uygulanabilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Elektropozitif filtre, rotavirus,
gastroenterit, EPA 1615 metot, RT-PZR

RNA isolation was applied to the concentrated water
sample. For this purpose, viral RNA isolation method
defined by the EPA 1615 standard is accompolished with
the QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Crawley-UK).
The amplification of the isolated viral RNA sample was
performed using the RealStar® Rotavirus RT-PCR Kit 1.0
(Altona Diagnostics GmbH, Germany) using the Qiagen
Rotor-GeneQ device according to the manufacturer’s

instructions.

Results: Adsorption-elution, centrifugation, viral RNA
isolation and RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) steps were respectively applied to 10 L
of water samples inoculated with Rotavirus dilutions.
When the results of drinking water samples which were
inoculated with three different dilutions of rotavirus are
evaluated together, rotavirus presence can be detected
by EPA 1615 Standard method. Additionally in this study,
it was determined that Ct values increased according to
decreasing rotavirus concentration values, in accordance

with the principle of RT-PCR process.

Conclusion: According to the results obtained
with drinking water samples contaminated with three
different concentrations of rotavirus strain, EPA 1615
Standard was shown to be applicable in water samples

analyzed in the laboratory.

Key  Words:
gastroenteritis, EPA 1615 method, RT-PCR

Electropositive filter, rotavirus,

GIRIS

Temiz su kaynaklarina erisim, halk sagliginin
korunmasinda en onemli asamay1 olusturmaktadir.
Su kaynakli hastaliklar ve bunlarla iliskili olarak one
cikan patojen mikroorganizmalar diinyada onemli bir
sorun olarak kabul edilmektedir (1).

Enterik virlsler, tum diinyada su kaynakli

hastaliklarin baslica nedenlerindendir ve icme

suyundaki dusiik miktar bile onemli bir enfeksiyon
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nedeni olabilir. Rotaviriisiin neden oldugu bircok
su kaynakli salgin rapor edilmistir (2). Rotavirls
tim diinyada yenidogan ve c¢ocuklarda goriilen
onemli

gastroenteritlerin en vyaygin ve en

sebeplerinden  birisi  olarak  tanmimlanmaktadir.
Rotaviriis enfeksiyonlarina bagli olarak her yil yaklasik
2.000.000 cocuk hastaneye yatmakta ve 450.000

cocugun ise kaybedildigi rapor edilmektedir (3, 4).



Turkiye’de ise bes yas alt1 cocuklarda gastroenterit
nedeni ile hastaneye yatislarda etkenin %32,4-%67,4
oraninda rotaviris oldugu gosterilmistir (5).

Su orneklerinde virus tespit etmede en buyuk
glicluk su ortaminda virtis miktarimin dusiik olmasidir.
Su ortamindaki dusuk konsantrasyonundan dolayi,
virls belirleme analizlerinde, hem yiksek hacimli
su orneklerinin calisilmast hem de konsantrasyon
yontemlerinin uygulanmasina ihtiyac duyulmaktadir
(6-9). Su kaynakli gastroenterit salgin1 durumlarinda
etkenin belirlenebilmesi icin genel yaklasim, su
orneginin farkli metotlarla konsantre edilmesi ve
RT-PZR islemleri uygulanarak sonuca ulasilmasidir.
Calismamizda; su kaynakli gastroenterit salginlarinda
kaynagin tespit edilebilmesi icin, su orneklerinde
rotavirlis varliginin laboratuvarimiz kosullarinda EPA-
1615 standardi ile uygulanabilirliginin gosterilmesi
amaclanmistir (10).

GEREC VE YONTEM

Su orneklerinde rotavirus varliginin

laboratuvarimiz  kosullarinda EPA-1615 standard
ile uygulanabilirliginin gosterilmesinin amaclandig
calismamizda, icme kullanma suyu ornekleri gaitadan
izole edilen rotavirus susunun uc farkli diliisyonu ile
kirletilmistir. Kirletilen su ornekleri EPA 1615 Standart
gore
islemlerine tabi tutulmustur(10).

yontemine adsorbsiyon-eliisyon-izolasyon
Calismanin son
asamasinda ise izole edilen RNA orneklerine valide
ticari kit olan RealStar® Rotavirus RT-PZR Kit 1.0
(Altona Diagnostics GmbH, Germany) kullanilarak RT-

PZR analizi gerceklestirilmistir.

Halk Saglig
Referans Laboratuvarlarindan temin edilen rotavirus

Genel Mudirligl, Mikrobiyoloji
iceren gaita numunelerinden 1:10, 1:100 ve 1:1000
olacak sekilde rotaviriis siispansiyonlari hazirlanmistir.
Bu siispansiyonlarin her birinden sirasiyla 150 pL
alimp, 10 L su numuneleri icerisine asilanmistir.
Asilama sirasinda mevcut su numunelerine 100 pL

mengovirls (4,21x10-5 copy/pL-(Ceeram, France) de

eklenmistir. Mengovirus laboratuvarimizdaki mevcut
in-house tangential ultrafiltrasyon yonteminin surec
kontroliinde kullanilan yapay olarak Uretilen ve
miktar bilinen kontrol virusudur. Belirtilen oranlarda
rotavirus ve mengoviris asilamasi yapilan ornekler iki
paralelli olacak sekilde calisilmistir.

EPA 1615 Standart yontemine gore Nanoceram®
VS2.5-5 Filtre (Argonid, A.B.D.) kullanilmistir (10). 10
L hacimdeki su numunesi peristaltik pompa (Watson
Marlow, UK) kullanlarak 1.5 L/dak’lik akis hizinda
filtreden gecirilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Su orneklerinin EPA 1615 yontemine gore filtrasyon
diizenegi.

Filtrasyon sonrasinda pH 9,0 olan %1,5 Beef
Ekstrakt ile filtrenin elisyon islemi gerceklestirilmistir.
Toplanan eluatin pH’1 3,5 olacak sekilde tekrar pH
ayarlamasi yapilmistir. Organik flokiilasyon isleminde
eluat; 4°C sicaklik, 2500xg hiz ve 15 dakika boyunca
santrifuj edilmistir. Falkon tuplerine toplanan ornek
4°C sicaklikta, 4000xg hizda ve 10 dakika boyunca
santrifij edilmistir. SipernataninpH’s17,0-7,5arasinda
olacak sekilde ayarlanmistir. Organik flokiilasyon
islemi sonunda elde edilen ornekler, 30.000 MWCO
Vivaspin 20 (Sartorius) tupleri ile 4°C sicaklikta,
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6000xg hizda
(yogunlastirma) islemi gerceklestirilmistir. Bu islem

santrifij edilerek konsantrasyon

sonunda 400 pL ornek elde edilmistir.

Ornekten RNA izolasyonu QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, UK) kullanilarak EPA
1615 metoduna uygun olarak gerceklestirilmistir.

Crawley,

Ekstrakte edilen viral RNA’nin Real-Time PZR analizi
ise RealStar® Rotavirus RT-PZR Kit 1.0 (Altona
GmbH, ve Mengovirus@
ceeramTools™ (Ceeram, France) kitleri ile Qiagen

Diagnostics Germany)
Rotor-GeneQ kullamlarak gerceklestirilmistir. RT-PZR
amplifikasyonlar; toplam 45 dongu olacak sekilde
programlanmistir. Rotaviriis icin RT-PZR programi;
55°C’de 20 dakika, 95°C’de 02 dakika, 95°C’de 15
55°C’de 45 saniye, 72°C’de 15 saniye ve
Mengoviris icin RT-PZR programi 45°C’de 10 dakika,
95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 45
saniye seklinde gerceklestirilmistir.

saniye,

BULGULAR
Su orneklerinde rotavirls varliginin
laboratuvarimiz  kosullarinda EPA-1615 standardi

ile uygulanabilirliginin gosterilmesinin amaclandig

calismamizda; rotavirus susunun ug¢ farkli dilusyonu
ve mengovirus (CeeramTools, France) ile kirletilen su
ornekleri adsorbsiyon-eliisyon-izolasyon islemlerine
tabi
ise izole edilen RNA orneklerine valide ticari kit

tutulmustur.  Calismanin  son asamasinda
kullanilarak RT-PZR analizi uygulanmis ve bu calisma
iki kez tekrarlanmistir. Butiin analiz sonuclar birlikte
degerlendirildiginde; EPA 1615 Standart yontemi ile
rotavirlis varlig1 tespit edilebilmis (Sekil 3) ancak
kontrol virtisu olarak eklenen mengovirus tespit
edilememistir. S6z konusu kontrol virtsunin, EPA 1615
metotu icin uygun olmadigi yaptigimiz bu calisma ile
belirlenmistir. Aym zamanda filtrasyon asamasi icin
analize dahil edilecek konsantrasyonu bilinen bir
rotavirlis susu bulunmadigindan analizlerimiz gaita
numunesinden izole edilen ve virls yuku bilinmeyen
izolat uzerinden gerceklestirilmistir. Sekil 3 ve 4’te,
azalan rotavirlis konsantrasyon degerlerine gore
cycle threshold (esik dongiisii) degerlerinin uyumlu
olarak yiikseldigi gosterilmistir.

orneklerinden  viris

Cevresel su tespit

calismalarinda, su ortaminda virls Orneginin

seyrelmesisebebiile viriis konsantrasyonunun yapildig
ilk basamak en onemli basamagi olusturmaktadir.

izolasyon pozitif kontrol

MNorm. Fluoro.

o
N
-

o
-

Rotavirtis 1/100 dillisyon

Rotavirtis 1/1000 diltisyon

PCR pozitif kontrol

00 -

Cycle

Sekil 2. Rotavirus dillsyon orneklerinin RealStar® Rotavirus RT-PZR Kit 1.0 ile yapilan amplifikasyon gortintusu.
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|

No. Colour Name Type Ct

1 - PCR pozitif konirol Positive Control 32,64
2 PCR negatif kontrol Negative Control

3 Izolasyon pozitif kontrol |Positive Control 2210
4 Izolasyon negatif konirol|Negative Control

5 Rota 1/10 Unknown 25 86
6 Rota 1/100 Unknown 28 .47
7 Rota 1/1000 Unknown 31,78

Sekil 3. Rotaviris dillisyon 6rneklerinin karsilastirmali cycle treshold (Ct) degerleri.

Calismamizda, bu basamak icin literatirde EPA
1615 metodunun salgin sahasinda filtrasyon olanag:
saglamasi ve yiiksek hacimlerde su ornegi gecirilmis
filtrelerin laboratuvara ulastirilmasi gibi avantajlara
sahip oldugu belirtilmektedir (11). Laboratuvarda
yaptigimiz calismada elde ettigimiz sonuclara gore,
EPA 1615 Standardinin laboratuvarda analiz edilecek
su numunelerinde uygulanabilecegi gosterilmistir.

TARTISMA

Dinyada su kaynakli gastroenterit salginlarinda,
salgin etkeninin tespit edilmesi halk saglig1 acisindan
buyuk onem arz etmektedir. Virus kaynakli salginlarda,
su orneklerinde etkenin seyreltik olarak bulunmasi
virls tespit calismalarini giliclestirmektedir. Dinyada
su orneklerinden viris tespitine yonelik farkl
metotlar uygulanmaktadir (12). Yapilan arastirmalar
sonucunda; elektropozitif filtre kullamlarak virus
tespit etme calismalarinin yaygin olarak uygulandig
gorulmustur (13-17).

EPA 1615 standart metodu ile yaptigimiz calisma
sirasinda; oOzellikle organik flokiilasyon asamasinda

pH ayarlamalarinin yapilmasi gerekliligi, manuel

ayarlamalar gibi miidahalelerin bulunmasi1 yontemin
en onemli zorluklar olarak belirlenmistir.

Bunun vyamsira metodunun standart gecerli
kilinmis bir metot olmasi 6nemlidir. Virlis orneginin
su kaynaklarinda seyrelmis halde bulunmasi nedeni
ile virus kaybinin onlenmesi icin yuksek hacimlerde
su orneklerinin analiz edilmesi gerekmektedir.
EPA 1615 standardinda da, elektropozitif filtreler
dogrudan salgin sahasinda kullanilabilmekte ve biiyiik
hacimlerde su ornegi filtreden gecirilebilmektedir
(11).

laboratuvara gonderilmesi yerine, sadece su Ornegi

Boylelikle vyiksek hacimli su orneklerinin
gecirilmis filtrenin laboratuvara gonderilmesi tasima
acisindan buyk bir avantajdir.

Ayrica calismamizda, azalan rotavirds
konsantrasyon degerlerine gore cycle threshold
(Ct)

belirlenmistir. RT-PZR calismasinda yogun niikleik

degerlerinin de uyumlu olarak yikseldigi

asit iceren ornekler, threshold degerini daha erken
gececegi icin Ct degerleri disik olmaktadir. Ayn
seklide dusiik yogunlukta niikleik asit iceren érnekler,
threshold degerini daha gec gececegi icin Ct degerleri
yliksek olmaktadir. Calismamizda elde ettigimiz Ct
degerlerinin de RT-PZR analiz prensibi ile uyumlu
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oldugu goriilmistir (18). analiz edilecek i¢cme-kullanma su numunelerinde
uygulanabilecegi gosterilmistir. Calismanin bir sonraki

Rotaviriis susunun Uc¢ farkli konsantrasyonu ile asamasi yontemin farkli enterik virusler (norovirus,

kirletilen icme-kullanma su drnekleri ile elde edilen enterovirlis) ile uygulanabilirliginin belirlenmesi
sonuca gore EPA 1615 Standardinin laboratuvarda olacaktir.
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