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Ozet: DNA viruslari tamir mekanizmalari ve RNA viruslarina gore daha stabil olmalari sayesinde cevre sartlarina direngli bir
yapi gosterirler. Sahip olduklari bu direng mutasyonel degisiklikleri elimine ederek, virusun korunmus bélgelerinin kolaylikla
amplifikasyonu saglamasina ragmen, uygun olmayan laboratuvar kosullari ve inhibe edici ajanlar, viral DNA tespitine engel
olabilmektedir. Viral DNA eldesinde gesitli yontemlerin karsilastiriimasinin yapildigi bu ¢alismada ayni zamanda farkh fiziksel
ve kimyasal kosullarin viral niikleik asite olan etkileri de sorgulandi. Bu amagla biri konvansiyonel metot olmak lizere toplam
dort farkli ekstraksiyon yontemi bir parapoxvirus olan ecythma contagiosumun DNA’sini tespit amaciyla kullanildi. Elde
edilen DNA’lar verimlilikleri yoniinden kiyaslandiktan sonra gesitli fiziksel (basing, UV) ve kimyasal (deterjan) kosullara
maruz birakildi. Basingli buhar otoklavina maruziyetten sonra viral DNA amplifikasyonu gercgeklesirken; tween 20 ve uv
radyasyon viral DNA amplifikasyonu inhibe ettiler. Ticari kitlerin gogu DNA ekstraksiyonunun siresini kisaltmaya yardimci
olurken konvansiyonel yontem viral DNA tespiti agisindan en yiiksek verimliligi sagladi.

Anahtar Kelimeler: Ekstraksiyon, PCR, Viral DNA.

The Effects of Physical and Chemical Conditions on Viral DNA Obtained by Various Methods

Abstract: DNA viruses are more resistant to environmental conditions than RNA viruses due to their repair mechanisms and
stablity of their genetic material. Despite these advantages, inadequate laboratory conditions and inhibitory agents can
interfere with viral DNA detection. In this study, which compares various methods of viral DNA obtainment, the effects of
different physical and chemical conditions on viral nucleic acid were also questioned. For this purpose, a total of four
different extraction methods, one of which was the conventional method, have been used to detect the DNA of the
parapox virus causing ecythma contagiosum. The isolated DNAs were exposed to various physical (pressure, uv) and
chemical treatment (detergent) conditions before PCR amplification. While viral DNA amplification occured after exposure
to autoclave pressure steam sterilizer; Tween 20 and UV radiation inhibited viral DNA amplification. While most commercial
kits helped to shorten the duration of DNA extraction, the conventional method provided the highest efficiency for viral
DNA detection.

Keywords: Extraction, PCR, viral DNA.

Giris

Viruslar dogada insan, hayvan ve bitkileri Uyelerinden farkli olarak Parapoxviruslar ovoid

enfekte edebilen, hatta el degmemis buzullarin
icinde olmak Ulizere birgok farkh ve zorlu kosullara
adapte olabilen ve enfekziyozitesini devam ettiren
patojenlerdir (Zimmer, 2015). Sahip oldugu genetik
materyale gore Deoksi Ribo Nikleik Asit (DNA) ve
Ribo Nikleik Asit (RNA) olarak ikiye ayrilan
viruslardan genetik materyalinde DNA igerenler gift
sarmal vyapilari sebebiyle bu kosullara daha
direnclidir. DNA iceren virus ailelerinden Poxviridae
ailesi 375 kbg¢’ne varabilen genom ve morfolojik
olarak kompleks simetriye sahip tugla gorinimu
sergilemektedirler (Knowles, 2011). Poxviridae
ailesi, Chordopoxvirinae ve Entomopoxvirinae
olmak (izere iki alt aileye ayrilir. Parapoxvirus,
Chordopoxvirinae alt ailesinde bulunan 11 cinsten
birisidir. Bu cins; orf virus (ORFV), bovine papiiler
stomatit virus (BPSV), pseudocowpox virus (PCPV)
ve Yeni Zelanda’da bulunan kirmizi geyiklerin
parapoxvirusunu icermektedir (PVNZ) (Knowles,
2011; Skinner ve ark., 2012). Ailenin diger

sekillidir. Koyun ve kecilerde orf hastaligina sebep
olan bu virus meralarda aylarca canhligini
koruyabilmektedir (Murphy ve ark., 1999). Bu
calismada cevre sartlarina direngli olan orf virus
DNA’sinin farkli ekstraksiyon metotlariyla eldesi
sonrasinda amplifikasyonlarinin karsilastiriimasi ve
basing, UV (Ultraviole) radyasyon ve deterjan gibi
cesitli kimyasal ve fiziksel faktorlere direncinin
arastiriimasi hedeflenmistir.

DNA viruslari, proofreading mekanizmalari
geregince her ne kadar nikleotid hatalarini
dizeltme ve stabilitelerini korumakta basaril
olsalarda, ¢esitli etmenler sonucunda inhibe
olabilmekte ve Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
(PCR) her zaman pozitif sonug elde edilememektedir
(Reha-Krantz, 2010; Wilson, 1997). Nukleik asitlerin
amplifikasyonunun inhibe olabilecegi asamalardan
birisi ekstraksiyondur. Tuzlar, deterjan ve fenollerin
bu asamada amplifikasyona engel olabilecegi
bilinmektedir (Arnal ve ark., 1999). PCR’In etkin ve
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verimli bir sekilde calisabilmesinde ekstraksiyon bir
onkosuldur. Ektraksiyon metotlari virusun elde
edildigi dokuya ve canliya, gore degisiklik arz
etmektedir. Gidalarla bulasan viruslarin tespitinde
eliisyon-konsantrasyon, ultrafiltrasyon,
ultrasantrifiigasyon  kullanilirken; dokudan ve
kandan izole edilmesi planlanan viruslar icin RNAzol,
GTC-silica, nucleospin, magnetic beads gibi birgok
farkl metot uygulanabilir (Arnal ve ark., 1999; Deng
ve ark., 2005; Scherer ve ark., 2010). Bu galismada
gerek konvansiyonel gerekse spin-kolon prensibiyle
calisan farkli firmalara ait ekstraksiyon
yontemlerinin nikleik ait amplifikasyonuna olan
etkileri incelenmistir. Bunu takiben de basing, UV
radyasyon ve tween 20 gibi gesitli faktorlerin farkli
kosullarda elde edilmis olan viral DNA’ya etkisi
arastirlmis ve bu ajanlarin  varliginda farkh
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilmis viral
DNA’nin  ihibisyonuna  yol agip  agcmadig
incelenmistir.

Materyal ve Metot

Materyal: Arastirma kapsaminda yapilan farkli
ekstraksiyon yontemleri ve PCR uygulamalarinda
viral DNA daha o6nce tanisi ve filogenetik analizi
gerceklestirilmis olan tlkemiz orjinli orf virus kabuk
orneklerinden vyapildi (Akkutay-Yoldar ve ark.,
2016). Kabuk materyali fosfat tamponlu sivi ¢ozeltisi
(PBS) icinde homojenize hale getirildi. Homojenize
materyal daha sonra -80 derecede 1’er saat siireyle,
¢ kez dondurma-¢ézme islemine tabi tutuldu. Bunu
takiben de hiicrelerden virusun PBS igerisine
¢cikmasini saglamak amaciyla 4000 rpm de 15 dakika
santrifiij edilerek DNA ekstraksiyonu igin hazir hale
getirildi.

DNA ekstraksiyonu: Viral DNA ekstraksiyonunda
Sambrook ve Russell (2001) tarafindan tanimlanan;
konvansiyonel olarak adlandirdigimiz asit guanidin
tiyosiyanat-fenol ekstraksiyon metotu ve spin-kolon
yontemi ile ¢alisan 3 farkh nikleik asit kiti kullanildi.
Konvansiyonel ekstraksiyon metotunda 300ul klinik
ornek ve 300 ul solisyon D [4.2 M guanidin
tiyosiyonat (Applichem A1107, Almanya), 0.75M
sodyum sitrat dihidrat (Merck, Darmstadt,
Almanya), 0.33M N-lauril sarcosin (Applichem,
A1163, Almanya) ve 360 pul 2-merkaptoetanol
(Merck, Darmstadt, Almanya) bir araya getirildi ve
10-15 saniye vortekslendi. Karisimin {izerine 325 ul
alkali fenol (pH 4), (Merck, Darmstadt, Almanya),
325 pl kloroformizoamilalkol [Ch/IsoA (24:1)]
eklendi ve homojen bir karisim elde edilene kadar
15 saniye sire ile vortekslendi. Tipler, 12000 rpm
de 10 dakika santriflj edildi. Santriflij sonunda
olusan 3 fazin en Ust fazindan 700 pl yeni bir tiipe
aktarildi ve (lizerine esit hacimde -20°Cye
sogutulmus izopropanol (Merck, 1.09634.2500,

Darmstadt, Almanya) ve 100 pl 3 M sodyum asetat
(pH 5.2) (Applichem, Almanya) ilave edildi ve
karistirildi. Nukleik asit presipitasyonu igin karisim
en az 1 saat siure ile -80°C de bekletildi. Sire
sonunda oda 1sisinda eritildikten sonra, 14000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Coken DNA pelleti,
%70’ lik etanol (Sigma-Aldrich, 32221, Almanya) ile
yikandi ve 37°C’ lik etlivde kurutuldu. DNA pelletleri
20 pl deiyonize su ile yeniden stispanse edildi. Elde
edilen DNA’lar PCR reaksiyonlarinda kullaniimak
amaciyla -20°C’'de saklandi. Spin-kolon temelli ticari
nikleik asit kitleri: QlAamp cador Pathogen Mini Kit
(Qiagen), NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel) ve The
PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen),
Ureticilerin talimatlarina gore uygulandi.

PCR: Farkli kitlerle hazirlanan saf ve cesitli ajanlara
maruz birakilan orf virusunun B2L gen bdlgesine
spesifik PPP-1 (5'-GTCGTCCACGATGAGCAGCT-3') ve
PPP-4 (5'-TACGTGGGAAGCGCCTCGCT-3') primerleri
kullanilarak, Inoshima ve ark. (2000) tarafindan
bildirilen  yontem  modifiye  edilerek  PCR
reaksiyonlari gergeklestirildi (Inoshima ve ark.
2000). Biyo Guvenlik Kabini (BGK) (esco 1so 9001
quality, ABD) icerisinde hazirlanan PCR karisimi, 30
uL toplam hacim iginde (5 U/ul) Taqg DNA polimeraz
(MBI, Fermentas, Waltham, MA, ABD), 10 x Taq
Tamponu (1.25 mL olup, (NH4) 2504 igeren), 25
mmol/L MgCI2 ve su (18 Mohm/cm, Applichem,
Darmstadt, Almanya), primerler ve 3ul ekstrakte
edilmis DNA kullanildi. 96°C'de 5 dakika siren ilk
denatlirasyonun ardindan 96°C'de 30 s DNA
denatiirasyonu, 48°C'de 30 saniye primer baglanma
ve 72°C'de 45 saniye amplifikasyon agamalarini
iceren 35 siklus gergeklesti. PCR drinleri etidyum
bromid (Sigma-Aldrich, Almanya, 1:5000) iceren %1

agaroz jelinde elektroforezden sonra
transilluminatérde gorintilendi ve 595 bg
blyiklugindeki aranler pozitif olarak

degerlendirildi (Sekil 1). Elde edilen nikleik asitler
hem ekstraksiyon sonrasi hem de fizksel ve kimyasal
ajanlara maruz kaldiktan sonra (Picodrop Microliter
UV/Vis spektrofotometre (Picodrop, Cambridge,
UK) ile 6lglldi (Tablo 1).

Nikleik asitlere fiziksel ve kimyasal etkilerin
uygulanmasi:

Basingli buhar sterilizasyonu (Otoklav): Otoklavla
sterilizasyon ~ Systec D-90  (Systec  GmbH,
Switzerland) otoklav cihazinda 121°C’'de 15 psi
basingta, 15 dakika olarak gergeklestirilmistir.

Ultraviyole radyasyon: Ultraviyole isinlari, tepesine
UV lambalarinin monte edilmis oldugu UV
kutusunun icinde, 20 cm mesafeden; 30 dakika, 1 ve
4 saat olmak Uzere 3 farkli siire boyunca DNA’ya
uygulandi.
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Tween 20: Tween 20 (P1379 Sigma-Aldrich) diger
adiyla polyethylene glycol sorbitan monolaurate

vizkdz sollsyonu sulandiriimaksizin 1 damla olacak
sekilde viral DNA (zerine tatbik edildi.

Tablo 1. Farkl yontemler araciligiyla elde edilen dsDNA’larin (ng/ ul) 260 nm dalga boyunda 6lgtimleri ve PCR sonuglari.

PCR sonuglari

izolasyon Sonrasi DNA

Direkt

miktarlari ng/ml

Ekstraksiyon Yontemleri Ozellikler PCR Basing uv Tween 20

1 QlAamp cador Pathogen  Viral RNA/DNA + + - - 130.21
Mini Kit Bakteriyel DNA

2 NucleoSpin RNA RNA + + - - 58.10
3 The PureLink Viral RNA/DNA + + - - 256.21
4 Konvansiyonel Viral DNA + + - - 437.10

Bulgular

PCR sonuglari konvansiyonel yéntemle elde
edilen ekstraktlardan vyapilan PCR’In en vyiksek
amplifikasyona sahip oldugunu gosterdi. 1 ve 3
numaral ticari kitler ile yapilan ekstraksiyonlar ideal
bir pozitiflik verirken, 2 numaral ekstraksiyon
yonteminde ise diger (¢ metota gore biraz daha
zayif bir pozitiflik elde edildi. Ekstraksiyon sonrasi
uygulanan  ajanlardan  tween 20, PCR’In
inhibisyonuna yol ag¢mis olup, herhangi bir
amplifikasyon gerceklesmedi. Farkli siirelerde (30d,
1s, 4s) uygulanan UV radyasyondan sonra da viral
DNA tespit edilemedi. UV 1siga maruz kalinma

Sekil 1. Parapox virus B2L genine spesifik PCR sonucu
olusan Urlinlerin agaroz jel gorintisd. [1:3000 bp DNA
merdiveni, 2: Macherey Nagel, 3: Cador, 4: Invitrogen, 5:
negatif kontrol 6: Konvansiyonel, 7: negatif kontrol].

Tartisma ve Sonug

Son vyillarda nikleik asit tespitine dayal
tekniklerin kullaniimasi énem arz etmektedir. Bu
baglamda niikleik asit elde edilmesinde, ticari kit
kullanimi glinimizde olduk¢ca tercih edilen ve
zamani kisaltan bir yol olmustur. Bu ticari kitlerde
kullanilan spin-kolon, sodyum katyonlarinin DNA'ya
baglanmasi prensibinin temel alindigl bir metot
olup, fenol-kloroform-izoamilalkol  ydnteminin
toksik etkilerini minimalize etmektedir. Standardize
edilmis proseddrleri olan, minimum

sonrasi, vyapilan dsDNA 260 nm dalga boyu
spektrofotometre 6lciminde anlamh bir veri elde
edilememis olmakla birlikte, ototklava maruz
birakilan ve tween 20 ile muamele edilen
ekstraktlarin  nikleik asit miktarlarinin = (ng/ul)
spektrofotometre 6l¢im sonuglari da daha once
elde edilen ekstraksiyon olglimleriyle benzerlik
gostermis  olup, herhangi bir Griin  kaybi

belirlenmedi. Fiziksel ajanlardan UV ve kimyasal
ajan Tween 20’nin saf hali DNA’y1 inhibe edebilir
nitelikte oldugu gorildi. Otoklav isleminin ardindan
ise viral DNA glgli bir sekilde amplifiye olmayi
basardi (Sekil 2).

Sekil 2. Nukleik asitlerin fiziksel ajanlara maruz
birakilmalarinin sonrasi parapox virus B2L genine spesifik
PCR sonucu olusan drinlerin agaroz jel gorintisa.
[1:3000 bp DNA merdiveni, 2: UV radyasyonda 30 dakika
bekletilen DNA, 3: UV radyasyonda 1 saat bekletilen DNA,
4: UV radyasyonda 4 saat bekletilen DNA, 5: Otoklav
sonrasli elde edilen DNA, 6: negatif kontrol].

kontaminasyonla yiiksek verim elde eden bu ticari
kitlerin yani sira, ultrafiltrasyon, magnetik kire,
deterjan ve enzimlerle hilicre zarini pargalayan
bircok farkl ekstraksiyon yontemi de konvansiyonel
metoda alternatif olarak kullanilmaktadir (Chacon-
Cortes ve Griffiths, 2014; Scherer ve ark., 2010).

Bu calismada, DNA verimliligi, PCR Urini ve
elde edilen Uriinlerin gevre sartlarina direngliligi
Gzerine odaklanildi. Ayrica farkli yéntemlerin DNA
ekstraksiyon performansina etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanarak bunlar karsilastirildi
ve DNA miktarlarn spektrofotometrede (Picodrop,
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Cambridge, UK) olguldi. Kullanilan 1. kit tam kan,
serum, sliriintl ve doku da dahil olmak tizere bir dizi
hayvan orneginden viral RNA, DNA ve bakteriyel
DNA'nin izolasyonu amaciyla kullanilan bir kittir. Bu
yontem viral DNA izolasyonunda orta derecede bir
verimlilik elde etmemizi sagladi. Denenen 2. kit ise
kolon igerisinde rDNase igeren ve kontamine
DNA'nin kolay ve etkili bir sekilde uzaklastirilmasini
saglayan bir yontemdir. Bu ydntemde enzim
varligina ragmen  ekstraksiyonunu  yaptigimiz
virustan DNA izole etmeyi basardik fakat Grin
verimliligi elde edilen diger urinlere gore daha
disuk bulundu. 3 numarali kit spin-kolon
yontemlerinin igcerisinde en yliksek verimliligi veren
ekstraksiyon kiti oldu. Taze veya donmus plazma,
serum, beyin-omurilik gibi sivilardan ve hiicre
kiltira stpernatantlarindan viral RNA ya da DNA
eldesi saglayan bu kit, konvansiyonel yontemden
sonra en vyiksek verimliligi sagladi. Bunun
nedeninin, kitin dusik elisyon hacimleri kullanarak
nikleik asiti plrifiye etmesi ve herhangi bir niikleaz
icermemesinin etkili oldugu dusuntldia (Tablo 1).
Spektrofotometre ds DNA olgimlerine (ng/ul) ve
agaroz jel gorintilerine bakildiginda en iyi sonug
veren  ekstraksiyon metodu konvansiyonel
yontemdir. Asit guanidin tiyosiyanat-fenol temelli
bu yontem, maliyeti disik ve spin-kolon
yontemlerine gore daha fazla zamana ihtiyag
duyulan bir uygulamadir. Spin-kolon yontemlerinde
sikhkla etanolden kurtulmak igin uygulanan iki
asamall  yikama yoénteminin bu uygulamada
olmamasi Uriin kaybinin daha az olmasinda etkili bir
faktor  olabilir. Bu arastirmadaki  beklenti
ekstraksiyon  kitlerinin  manipilasyona  bagl
meydana gelebilecek hatalari indirgeyebilecegi
diisiincesinden hareketle, konvansiyonel metoda
gore daha ylksek miktarda DNA elde edilmesiydi.
Kazanilan bulgular ise DNA eldesinin konvansiyonel
yontemde daha vyiksek oldugunu gosterdi.
Birbirinden ¢ok farklilik gostermemekle birlikte g
ticari kit de uygun miktarda DNA'y1 izole etti.

Calismada basincin  viral DNA (zerindeki
etkisine bakmak icin 6rnekler basingli buhar
otoklavina tabi tutulmustur. Otoklav her ne kadar
hiicre yapisini parcalasa da viral genomlarin yok
edilmesi icin otoklavlamanin etkinligi hakkinda ok
az ¢alisma bulunmaktadir (Choi ve ark., 2014). Choi
ve arkadaslarinin yaptigi calismada viral genomlarin,
kuru sartlara gore hidratli kosullarda daha kolay
hasar gordigli ve RNA virus genomunun, DNA
virusundan daha kolay bozuldugu gozlemlenmistir
(Choi ve ark., 2014). Bu calismada elde edilen
bulgular viral DNA amplifikasyonun otoklav sonrasi
kolaylikla gerceklestigidir.

Bu c¢alismada viral DNA (zerindeki etkisi
arastirilan bir diger fiziksel kosul olan ultraviyole
radyasyon bir dezenfeksiyon yontemi olarak

laboratuvarlarda ve su dezenfeksiyonunda siklikla
kullanilmaktadir. Bu arastirmada viral DNA, 20 cm
gibi yakin bir mesafeden UV’'ye maruz birakiimis ve
maruziyet sireleri olan 30 dakika, 1 ve 4 saat
sonunda tekrar amplifiye olamamistir. UV 1sinlarinin
araci bir ylizey olmadan direkt olarak ekstraksiyon
Urintne ulagmasi saglanmistir. DNA'nin ultraviyole
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusan
lezyonlardan en c¢ok gozleneni, pirimidin (6-4)
pirimidon foto Griinleri ve olduk¢a mutajenik olan
siklobltan pirimidin  dimerleridir. Yapilan bir
arastirmada ligasyon aracili PCR ydntemleri ile bu
lezyonlarin  varhg  gosterilmis ve nikleotid
duzeyinde tespitleri gergeklestirilmistir (Besaratinia
ve Pfeifer, 2012). UV radyasyon, tozsuz hava ve
temiz su icinden kolaylikla gegmesine ragmen; kire
ve yag tabakalarina, bulanik soliisyonlara ve plastik
gibi maddelere etkin olarak gecemezler. Bu
baglamda  molekiler diizeyde arastirmalarin
yapildig1 laboratuvarlarda UV radyasyonun direkt
olarak uygulandigi yilizeyler DNA kontaminasyonun
onlenmesinde etkin rol oynamaktadir. Yine de hiicre
kiltirinde  kendi genomunu tamir etme
kabiliyetinde olan adenovirus gibi ¢ift sarmalli DNA
viruslarinin UV dezenfeksiyonu daha zorlayicidir
(Eischeid ve ark., 2009).

Polioksietilen (20) sorbitan monolaurat (tween
20), farmasotik formulasyonlar, gida ve kozmetik
endiistrilerinde bir emdiilsifiye edici ve stabilizator
olarak yaygin olarak kullanilan iyonik olmayan bir
ylzey aktif maddedir (Eskandani ve ark., 2013). Bu
¢alismada kimyasal ajan olarak kullanilan tween 20
ile viral DNA’ya yapilan islem sonucunda PCR’da
pozitiflik tespit edilemedi. Triton X-100, tween 20
gibi iyonik olmayan deterjanlar Tag polimeraz
enzimini stabilize eder ve %0.1-1’lik kullanimi verimi
artirabilir. Bunun yaninda istenmeyen nonspesifik
amplifikasyon da artabilir (Bickley ve Hopkins,
1999). Tween 20 DNA ekstraksiyon metotlarinda
sollisyonlarin icerisinde ve PCR reaksiyonlarinda mix
icerisinde  sulandirilarak  kullanilan ve dusik
diizeylerde bulunabilen bir ajan olmasina karsin bu
¢alismada saf halde kullaniimasi viral DNA tespitine
engel olmustur (Xin ve ark., 2003).

Sonug olarak viral DNA ekstraksiyonunda pek
cok farkli ekstraksiyon kiti ve yontem kullanilmasi
viral DNA tespitine olanak saglamaktadir. Bunlar
icerisinde arastirilan yontemlerden en yiiksek
verimlilige sahip olani konvansiyonel yéntem olarak
tespit edildi. Ticari kitler ile konvansiyonel
ekstraksiyon metotlarinin da karsilastirildigi  bu
calisma nukleik asit eldesi amaciyla konvansiyonel
metotun  siklikla  tercih  edilebilir  oldugunu
gOstermistir. Laboratuvara ulasan o6rneklerden
ylksek verimli DNA amplifikasyonu isteniyorsa viral
DNA; UV radyasyon ve kimyasal ajanlara maruz
birakilmamasi olumlu katki saglayacaktir. Elde
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edilen veriler 1s1ginda, ¢alismalarda, daha az zaman
ve is glicl gerektiren, tim laboratuvarlarda standart
olarak uygulanabilen ektraksiyon metotlarinin tercih
edilmesi dnerilmektedir.
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