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(074

Ginlimiziin en 6nemli besin kaynaklarindan biri olan inek sitt, halk saghg: acisindan risk olusturan
bircok patojene rezervuar olabilir. Bu patojenlerden biri Cryptosporidium parvum’dur. Zorunlu intraselG-
ler bir parazit olan C.parvum’un ookistleri, oral yolla alindiginda enfeksiyona neden olmaktadir. Enfekte
inek ya da buzadi diskisi ile etrafa sacilan ookistler ¢ig siite bulasabilmekte ve bu durum siit ciftliklerinde
sikca goriilmektedir. Bu calismada, kontamine ¢ig inek sittine 1sil islem uygulanmasi sonucu C.parvum
ookistlerinin canlligini propidium monoazide (PMA)-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative
polymerase chain reaction (QPCR)] yontemiyle arastirilmasi amaclanmistir. Calismada 6nce pastorize edil-
memis 50 ml inek siitiine 5 X 10° C.parvum ookisti eklenerek, érnekler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
dagritilmistir. Calismada; kontrol grubu, pastorizasyon grubu ve kaynatma grubu olmak tizere ti¢ grup
olusturulmustur. Kontrol grubuna herhangi bir 1sitma islemi uygulanmamistir. Pastérizasyon grubunda,
mikrosantriftij tiplerindeki sttler 71.7 °C’ye ayarlanmig kuru 1si blogu kuyucuklarina dokiilmus ve bes sn
inklibe edilmistir. Stire sonunda sutler mikropipet yardimiyla -20 °C’den ¢ikarilan soguk metal tiipligin
kuyucuklarina aktarilmis ve bes sn inkiibe edilmistir. Kaynatma grubundaki siitler 95 °C’ye ayarlanmig
kuru 1s1 blogunda iki dk inkiibe edilmistir. Isil islem sonrasinda mikrosantrifiij tiiplerinde bulunan sitler
10 ml’lik santrifiij tiplere aktarilarak son hacim 10 ml olacak sekilde (izerlerine fosfat tampon ¢ozeltisi
[phosphate buffer saline (PBS)] eklenmis ve 4000 rpm’de 20 dk santriflij yapilmistir. Bu islem iki defa
tekrarlandiktan sonra dipte kalan ¢okeltiye 400 pl PBS eklenerek ¢okelti homojen hale getirilmistir. Her
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grubun bir 6rnegine PMA uygulanirken diger 6rnegine PMA uygulanmamistir. PMA uygulanan ornekler
oda sicakligi ve karanlikta bes dk inkiibe edildikten sonra sogutma 6zelligi olan cihazda bes dk UV isigina
maruz birakilmistir. 5000 g’de bes dk santrifiij edilerek ookistler toplanmistir. Ookistlerden DNA izolas-
yonu yapildiktan sonra, COWP gen bdlgesini amplifiye eden primerler kullanilarak SYBR Green gercek
zamanli PCR [real-time PCR (Rt-PCR)] yapilmistir. SYBR Green Rt-PCR sonucunda PMA uygulanmamis
kontrol, pastorizasyon ve kaynatma gruplarinin ortalama Ct degerleri sirasiyla 25 +1.24 23 £ 0.98 ve 26 +
1.03 olarak belirlenmistir. PMA uygulandiktan sonra kaynatma grubunda pik elde edilmezken, kontrol ve
pastorizasyon gruplarinda ortalama Ct degerleri sirasiyla 28 + 1.38 ve 31 £ 1.46 olan pikler elde edilmistir.
Sonug olarak, PMA-gPCR yontemiyle sitlerdeki canli C.parvum kistlerinin saptanabilecedi ve pastorize
stitlerde canli ookistlerin olabilecegi kanaatine variimigtir.

Anahtar kelimeler: Pastérizasyon; PMA-qPCR; canlilik; stit.

ABSTRACT

Cow’s milk, which is one of today’s most important food sources, can be a reservoir for many patho-
gens that create a risk to public health. One of these pathogens is Cryptosporidium parvum. The oocysts of
C.parvum, an obligate intracellular parasite, cause infection when ingested orally. The oocysts scattered
around with the feces of infected cows or calves can contaminate raw milk and this is frequently seen in
dairy farms. The aim of this study was to investigate the viability of C.parvum by propidium monoazide
(PMA)-quantitative polymerase chain reaction (QPCR) method after heat treatment applied to contami-
nated raw cow’s milk. For the study, 50 ml of unpasteurized cow’s milk was contaminated with 5 X 10°
C.parvum oocysts and portioned into 1.5 ml microcentrifuge tubes. Three groups, namely the control
group, pasteurization group and boiling group were formed. No warming procedure was applied to
the control group. In the pasteurization group, the milks in microcentrifuge tubes were poured into the
wells of the dry block heater set to 71.7 °C and incubated for five seconds. At the end of the period, the
milks were transferred to the wells of the cold metal tube, which was removed at -20 °C with the help
of a micropipette, and incubated for five seconds. The milks in the boiling group were incubated for
two minutes in a dry block heater set to 95 °C. After the heat treatment, the milks in microcentrifuge
tubes were transferred to 10 ml centrifuge tubes, PBS was added to make the final volume 10 ml, and
centrifuged at 4000 rpm for 20 minutes. After this process was repeated twice, 400 pl of PBS was added
to the precipitate remaining at the bottom, and the precipitate was homogenized. One sample of each
group was applied with PMA, while PMA was not applied to the other sample. PMA-applied samples
were incubated for five minutes at room temperature and in the dark, and then exposed to UV light for
five minutes in the device with cooling feature. The oocysts were collected by centrifugation at 5000 g
for five minutes. After DNA isolation from oocysts, SYBR Green real time PCR (Rt-PCR) was performed
using primers amplifying the COWP gene region. As a result of SYBR Green Rt-PCR, the mean Ct values
of the control without PMA, pasteurization and boiling groups were determined as 25 + 1.24, 23 £ 0.98
and 26 * 1.03, respectively. While no peak was obtained in the boiling group after PMA application, the
mean Ct values of the control and pasteurization groups were 28 + 1.38 and 31 £ 1.46, respectively. As
a result, it was concluded that live C.parvum cysts in milk could be detected by PMA-qPCR method and
live oocysts could be found in pasteurized milk.

Keywords: Pasteurization; PMA-qPCR; viability; milk.

GiRiS

Sit icerdigi protein, yag, vitamin ve minerallerden dolayr en dnemli besinlerden bi-
ridir. inek siitdi, insanlarin biyiimesi ve sagligi tizerindeki etkisi nedeniyle tiiketilmesi en
cok onerilen suttir. Ancak, ¢ig inek siitu tiiketimiyle iligkili gida kaynakli hastaliklar 6nemli
bir halk saghg sorunudur. Cig ve hatta pastorize sut tiiketimi, 6zellikle Cryptosporidiosis
basta olmak Uizere protozoon gida kaynakli hastalik salginlari icin bir risk faktori olarak
kabul edilmektedir'.
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Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parvum ve diger Cryptosporidium turlerinin neden
oldugu bir hastaliktir. C.parvum, insan ve degisik hayvan konaklarin sindirim sistemini
enfekte eden zorunlu intraseliiler bir parazittir?. insanlarda karin agrisi, sulu ishal, kilo
kaybi, istahsizlik ve anoreksiyaya neden olur. Enfeksiyon bagisiklik sistemi saglam kisiler-
de genellikle kendi kendini sinirlar ve birkac hafta icinde dizelir. Bagisikligi baskilanmig
kisiler icin ise enfeksiyon tehlikelidir; kroniklesebilir ve bazen 6limciil olabilir?3.

C.parvum, fekal-oral yolla bulasir ve insanlara bulasta evcil hayvanlarin; 6zellikle bu-
zagi digkisinin rolii baytiktir. Disk ile etrafa sacilan ookistler sitli kontamine edebilir.
Kontamine ¢ig sut ve sit urlnleri yoluyla C.parvum ookistleri insanlara bulasabilir. Bu da
ozellikle immiinsuprese kisiler icin bir risk olusturur®.

Cryptosporidium spp.’nin canliigini degerlendirmek icin gecmiste farkli yontemler
kullanilmistir®. Propidyum monoazid (PMA)-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu [quan-
titative polymerase chain reaction (qPCR)] yontemi Cryptosporidium oositlerinin canlili-
gini saptamak icin kullanilabilecek yontemlerden biridir. PMA 6li hicrelerin zarlarindan
gecerek DNA'ya baglanir ve UV 15101 ile aktifleserek DNA'y1 parcalar. Boylelikle hedeflenen
gen bolgesi PCR ile amplifiye edilemez. Canli hiicrelerde ise PMA hiicre zarini gecemedi-
ginden DNA'ya zarar veremez. Bu baglamda qPCR sonucunda pik elde edilmesi hiicrenin
canliigini gésterir®.

Bu calismada, kontamine cig inek sitiine sil islem uygulanmasi sonrasinda C.parvum
ookistlerinin canlihginin PMA-qPCR yontemiyle arastirimasi amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Parazit Ookistleri

C.parvum ookistleri satin alma yoluyla temin edildi. Ookistler 100 ug streptomisin/mL
ve 100 U penisilin/mL iceren steril ve filtre edilmis fosfat tampon ¢ozeltisi [phosphate buf-
fer saline (PBS)] icinde 4 °C’de muhafaza edilerek iki ay icerisinde kullanildi.

Orneklerin Hazirlanmasi

Pastérize edilmemis 50 ml inek siitiine 5 X 10° C.parvum ookisti karistirilarak vorteks-
lendi. Homojen siit 1.5 ml’lik mikrosantrifijj tiiplerine bélindu. Calismada; kontrol gru-
bu, pastorizasyon grubu ve kaynatma grubu olmak tzere li¢ grup olusturuldu. Kontrol
grubuna herhangi bir 1sitma islemi uygulanmadi. Pastorizasyon grubunda, mikrosantri-
fuj tupteki sttler 71.7 °C’ye ayarlanmis kuru 1si blogunun (Biosan Bio TDB-100) kuyu-
cuklarina dokuldu ve bes sn inklbe edildi. Sire sonunda sitler mikropipet yardimiyla
-20 °C’den cikarilan soguk metal tiipligin kuyucuklarina aktarildi ve beg sn inkibe edildi.
Kaynatma grubundaki siitler 95 °C’ye ayarlanmis kuru 1s1 blogunda iki dk inkiibe edildi.

Mikrosantriftij tiptnde bulunan sutler 10 ml’lik santrifij tuplerine aktarildi ve son
hacim 10 ml olacak sekilde fosfat tampon ¢ozeltisi eklendi. Karigim homojen hale getiril-
dikten sonra 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda stipernatant atildi
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ve tekrar 10 ml PBS eklenerek yikama islemi yapildi. Yikama isleminden sonra dipte kalan
coOkeltiye 400 pl PBS eklenerek ¢okelti homojen hale getirildi. Her grubun bir 6rnegine
PMA uygulanirken diger 6rnegine PMA uygulanmadi. Her asama icin Ug tekrar yapildi.

Propidyum Monoazid ile Muamele

Liyofilize formda (Biotium, ABD) satin alinan PMA, %20 dimetil suilfoksit (DMSO) (Sig-
mae Aldrich) ile ¢ozlilerek 20 mM’lik bir stok ¢ozeltisi olusturuldu. Stok ¢ozelti, 5 pl’lik
hacimlere boliindi ve -20 °C’de karanhkta saklandi. Seffaf (1.5 ml hacim) mikrosantrifij
tiplerinde 400 pl ookist iceren PBS ¢ozeltisine 20 mM PMA stok ¢ozeltisinden 1 pl ek-
lendi ve karigim vortekslendi®. Oda sicakhigi ve karanlikta bes dk inkiibasyondan sonra
numune sogutma 0zelligi olan cihazda (PMA-Lite, PT-HISA, Cin) bes dk UV 1s1gina maruz
birakildi. 5000 g’de bes dk santrifiij edilerek ookistler toplandi.

DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyon kiti (QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit, Almanya) kullanilarak
ookistlerden DNA izolasyonu yapildi. Yontem, Ureticinin talimatlarinda bazi degisiklik-
ler yapilarak gerceklestirildi. Kit prosediiriinden 6nce kuru 1si blogunda 95 °C'de 45 dk
inkiibasyon gerceklestirildi. inkiibasyon sirasinda tiipler bes dk araliklarla vortekslendi.
inkiibasyondan sonra tiipler yatay vorteks icine yerlestirildi ve maksimum hizda 30 dk
vortekslendi. Daha sonra ureticinin talimatlar uygulandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sutte bulunabilecek diger organizmalari ekarte etmek ve yanlis baglanmalari 6nlemek
icin 6nce konvansiyonel PCR ve daha sonra PCR amplikonlari kullanilarak SYBR Green real
time PCR (Rt-PCR) yontemi uygulandi.

Konvansiyonel PCR BCOWPF: 5’-ACC GCT TCT CAA CAA CCA TCT TGT CCT C-3' ve
BCOWPR: 5’-CGC ACC TGT TCC CCA CTC AAT GTA AAC CC-3’ primerleri kullanilarak
daha 6nce Sadek ve arkadaslar’ tarafindan tarif edildigi gibi gerceklestirildi.

PCR amplikonlari ile Rt-PCR yapildi. Rt-PCR prosediriinde, 553 baz cifti (bp) uzun-
lugundaki COWP gen bolgesini amplifiye eden Cry-15: 5'-GTA GAT AAT GGA AGA GAT
TGT G-3’ ve Cry-9: 5'-GGA CTG AAA TAC AGG CAT TAT CTT G-3’ primerleri kullanildi’.
Reaksiyon, 10 ul 2X SYBR Green karigimi (12.5 mM MgCl2), her primerden 0.2 yM ve 3
ul birinci PCR amplikonu iceren toplam hacim 20 pl olacak sekilde ayarlandi. PCR 1s1 don-
glsu, 95 °C’'de dort dk denatiirasyon agamasindan sonra ve 95 °C’de 45 saniye, 45 °C'de
45 saniye, 72 °C'de bir dk olacak sekilde 40 dongu olarak programlandi. Yanlig baglan-
malari saptamak amaciyla saniyede 0.2 °C artisla sicaklik 50 °C’den 95 °C’ye cikartilarak
erime egrisi analizi gerceklestirildi.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 663




Pastérizasyonun inek Siitiindeki Cryptosporidium parvum Canliigi Uzerine Etkisinin
Propidium Monoazide qPCR ile Arastiriimasi

BULGULAR

SYBR Green Rt-PCR sonucunda PMA uygulanmamis tim gruplarda pik elde edilmistir.
PMA uygulanmamis kontrol, pastorizasyon ve kaynatma gruplarinin ortalama Ct deger-
leri sirasiyla 25 + 1.24, 23 + 0.98 ve 26 + 1.03 olarak belirlenmistir. PMA uygulandiktan
sonra kaynatma grubunda pik elde edilmezken kontrol ve pastdrizasyon gruplarinda or-
talama Ct degerleri sirasiyla 28 £ 1.38 ve 31 £ 1.46 olan pikler elde edilmistir (Sekil 1).

Yapilan analiz ve hesaplamalar sonucunda pastorizasyon islemi uygulanmis siit gru-
bunda canli C.parvum ookistlerinin kaldigi, pastorizasyon derecesi siitiin kaynatma dere-
cesine yaklastiginda tim C.parvum ookistlerinin 6ldtigu tespit edilmistir.

TARTISMA

Bu calismada, i1sinin inek stttine bulastiriimis C.parvum ookistlerinin canliigi Gzerinde-
ki etkisi PMA-PCR yontemi kullanilarak arastirilmistir. Cryptosporidium spp.’nin canlihgini
degerlendirmek icin tarihsel olarak farkli yontemler kullanilmistir. Ekskistasyon, ookistlerin
canl olup olmadigini belirlemek icin gelistirilen ilk yontemlerden biridir. Daha sonra DNA
baglayici boyalarin cesitli zar gecirgenliginden yararlanildigi protokoller gelistirilmistir.
Bu protokollerde, canli organizmalar sadece zar gecirgen boyalarin alinmasina izin ve-
rirken lipit cift katmanlarina sahip canl olmayan organizmalar tim boyalarin DNA'ya
baglanmasina izin vermektedir. Yapilan bir calismada, Cryptosporidium ookist canliligi-
ni degerlendirmeye yonelik PMA-qPCR dahil in vitro yontemlerin genellikle birbiriyle iyi
korelasyon gosterdigi ve canli ookistleri isiyla 6ldirilmis ookistlerden ayirt etmek icin
kullanilabilecegi bildirilmistir®. Ayrica bircok calismada, PMA-qPCR yéntemiyle su érnek-
lerinde Cryptosporidium spp. ookistlerinin canliigi degerlendirilmistir®®®. Bu calismada
ise ilk defa PMA-qPCR yontemiyle sit orneginde C.parvum ookistlerinin canlihgi deger-
lendirilmistir.

35

30

25 I '

Ortalama Ct degeri

v

0 ey
Kontrol grubu pastdrizasyon grubu Kaynatma grubu

mPMA'lI 28 81 0
PMA'siz 25 23 26

Sekil 1. Isitilmus siitteki C.parvum ookistlerinin COWP PMA-qPCR testi sonuglari.

664 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Aydemir S, Durmaz H, Aydemir ME, Kilic Altun S, Demir A, Halidi AG ve ark.

Pastorize edilmemis siit ve stt Urlnleri Cryptosporidium spp. enfeksiyonlari icin risk
tasiyan gidalar olarak bilinmektedir. Bircok ulkede pastorize edilmemis sutler ile bula-
san Cryptosporidium spp. salgini bildirilmistir. Ote yandan, Gobfert ve arkadaslar'
ingiltere’de i kisiye pastdrize edilmis siitten Cryptosporidium spp. bulastigini ve siit
kontaminasyonunun pastorizasyondan sonra olabilecegini bildirmistir. Abdollahzadeh
ve arkadaslar', 400 pastorize edilmis siit érneginin 17 (%4.25)'sinde Cryptosporidium
spp. saptamistir. Bu iki calisma pastorize sttlerdeki ookistlerin canlihginin aragtiriimasini
onemli hale getirmistir.

Isil islemin Cryptosporidium spp. ookistlerinin enfektivitesi tzerindeki etkisiyle ilgi-
li calismalar yapilmistir. Harp ve arkadaslari yaptiklari deneysel calismada'?, yiiksek si-
caklhk-kisa zaman pastorizasyonu (HTST) uygulanan sitlerde C.parvum ookistlerinin
71.7 °C'de beg saniyede enfektif 6zelliklerini kaybettiklerini belirtmiglerdir. Enfektif 6zelli-
gini kaybeden ookistlerin canli olup olmadigi bu ¢alismalardan anlagilmamaktadir. Burg
ve Zintl®, su banyosunun sicakligini 30 dakikada 50 °C’den 100 °C’ye cikartarak suya bu-
lastiriimis C.parvum ookistlerine canlilik testi yapmistir. Calismada DAPI/PI boyama, RNA
FISH, PMA-gPCR ve polimer slayt adezyon yontemlerinin sonuglari 60-70 °C civarinda
ookistlerin canhliginda 6nemli distsler oldugunu gostermistir, ancak 100 °C’de dahi
canl ookistlerin oldugu saptanmistir. Bu calismada da pastorizasyon islemi sonucunda
canl ookistlerin kaldidi, ancak kaynatma islemiyle tiim ookistlerin 6ldiigl saptanmistir.

C.parvum icin enfektif doz degerinin (ID50) dokuz ile 1042 ookist arasinda degisti-
gi bildirilmistir®. Ozellikle immiinsuprese bireylerde diisiik dozlu bulagmalar enfeksiyon
olusturabilir. Bu nedenle pastorizasyon islemiyle enfektif 6zelligini kaybettigi soylenen
ancak canh olarak kalan ookistlerin immuinsuprese bireylerde risk olusturabilecegi disu-
niilmektedir'".

Sonug olarak, PMA-PCR yontemiyle sutlerdeki canli Cryptosporidium spp. kistlerinin
saptanabilecegi ve pastorize sltlerde canli ookistlerin olabilecegi kanaatine variimigtir.

ETiIK KURUL ONAYI
Bu calisma, etik komite onayi gerektirmeyen 6zgiin bir calismadir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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