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ÖZ

Günümüzün en önemli besin kaynaklarından biri olan inek sütü, halk sağlığı açısından risk oluşturan 
birçok patojene rezervuar olabilir. Bu patojenlerden biri Cryptosporidium parvum’dur. Zorunlu intraselü-
ler bir parazit olan C.parvum’un ookistleri, oral yolla alındığında enfeksiyona neden olmaktadır. Enfekte 
inek ya da buzağı dışkısı ile etrafa saçılan ookistler çiğ süte bulaşabilmekte ve bu durum süt çiftliklerinde 
sıkça görülmektedir. Bu çalışmada, kontamine çiğ inek sütüne ısıl işlem uygulanması sonucu C.parvum 
ookistlerinin canlılığını propidium monoazide (PMA)-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu [quantitative 
polymerase chain reaction (qPCR)] yöntemiyle araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada önce pastörize edil-
memiş 50 ml inek sütüne 5 X 105 C.parvum ookisti eklenerek, örnekler 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine 
dağıtılmıştır. Çalışmada; kontrol grubu, pastörizasyon grubu ve kaynatma grubu olmak üzere üç grup 
oluşturulmuştur. Kontrol grubuna herhangi bir ısıtma işlemi uygulanmamıştır. Pastörizasyon grubunda, 
mikrosantrifüj tüplerindeki sütler 71.7 °C’ye ayarlanmış kuru ısı bloğu kuyucuklarına dökülmüş ve beş sn 
inkübe edilmiştir. Süre sonunda sütler mikropipet yardımıyla -20 °C’den çıkarılan soğuk metal tüplüğün 
kuyucuklarına aktarılmış ve beş sn inkübe edilmiştir. Kaynatma grubundaki sütler 95 °C’ye ayarlanmış 
kuru ısı bloğunda iki dk inkübe edilmiştir. Isıl işlem sonrasında mikrosantrifüj tüplerinde bulunan sütler 
10 ml’lik santrifüj tüplere aktarılarak son hacim 10 ml olacak şekilde üzerlerine fosfat tampon çözeltisi 
[phosphate buffer saline (PBS)] eklenmiş ve 4000 rpm’de 20 dk santrifüj yapılmıştır. Bu işlem iki defa 
tekrarlandıktan sonra dipte kalan çökeltiye 400 µl PBS eklenerek çökelti homojen hale getirilmiştir. Her 
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grubun bir örneğine PMA uygulanırken diğer örneğine PMA uygulanmamıştır. PMA uygulanan örnekler 
oda sıcaklığı ve karanlıkta beş dk inkübe edildikten sonra soğutma özelliği olan cihazda beş dk UV ışığına 
maruz bırakılmıştır. 5000 g’de beş dk santrifüj edilerek ookistler toplanmıştır. Ookistlerden DNA izolas-
yonu yapıldıktan sonra, COWP gen bölgesini amplifiye eden primerler kullanılarak SYBR Green gerçek 
zamanlı PCR [real-time PCR (Rt-PCR)] yapılmıştır. SYBR Green Rt-PCR sonucunda PMA uygulanmamış 
kontrol, pastörizasyon ve kaynatma gruplarının ortalama Ct değerleri sırasıyla 25 ± 1.24 23 ± 0.98 ve 26 ± 
1.03 olarak belirlenmiştir. PMA uygulandıktan sonra kaynatma grubunda pik elde edilmezken, kontrol ve 
pastörizasyon gruplarında ortalama Ct değerleri sırasıyla 28 ± 1.38 ve 31 ± 1.46 olan pikler elde edilmiştir. 
Sonuç olarak, PMA-qPCR yöntemiyle sütlerdeki canlı C.parvum kistlerinin saptanabileceği ve pastörize 
sütlerde canlı ookistlerin olabileceği kanaatine varılmıştır.

Anahtar kelimeler: Pastörizasyon; PMA-qPCR; canlılık; süt.

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 105 
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 µl 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.

GİRİŞ

Süt içerdiği protein, yağ, vitamin ve minerallerden dolayı en önemli besinlerden bi-
ridir. İnek sütü, insanların büyümesi ve sağlığı üzerindeki etkisi nedeniyle tüketilmesi en 
çok önerilen süttür. Ancak, çiğ inek sütü tüketimiyle ilişkili gıda kaynaklı hastalıklar önemli 
bir halk sağlığı sorunudur. Çiğ ve hatta pastörize süt tüketimi, özellikle Cryptosporidiosis 
başta olmak üzere protozoon gıda kaynaklı hastalık salgınları için bir risk faktörü olarak 
kabul edilmektedir1.
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Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parvum ve diğer Cryptosporidium türlerinin neden 
olduğu bir hastalıktır. C.parvum, insan ve değişik hayvan konakların sindirim sistemini 
enfekte eden zorunlu intraselüler bir parazittir2. İnsanlarda karın ağrısı, sulu ishal, kilo 
kaybı, iştahsızlık ve anoreksiyaya neden olur. Enfeksiyon bağışıklık sistemi sağlam kişiler-
de genellikle kendi kendini sınırlar ve birkaç hafta içinde düzelir. Bağışıklığı baskılanmış 
kişiler için ise enfeksiyon tehlikelidir; kronikleşebilir ve bazen ölümcül olabilir2,3.

C.parvum, fekal-oral yolla bulaşır ve insanlara bulaşta evcil hayvanların; özellikle bu-
zağı dışkısının rolü büyüktür. Dışkı ile etrafa saçılan ookistler sütü kontamine edebilir. 
Kontamine çiğ süt ve süt ürünleri yoluyla C.parvum ookistleri insanlara bulaşabilir. Bu da 
özellikle immünsuprese kişiler için bir risk oluşturur4.

Cryptosporidium spp.’nin canlılığını değerlendirmek için geçmişte farklı yöntemler 
kullanılmıştır5. Propidyum monoazid (PMA)-kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu [quan-
titative polymerase chain reaction (qPCR)] yöntemi Cryptosporidium oositlerinin canlılı-
ğını saptamak için kullanılabilecek yöntemlerden biridir. PMA ölü hücrelerin zarlarından 
geçerek DNA’ya bağlanır ve UV ışığı ile aktifleşerek DNA’yı parçalar. Böylelikle hedeflenen 
gen bölgesi PCR ile amplifiye edilemez. Canlı hücrelerde ise PMA hücre zarını geçemedi-
ğinden DNA’ya zarar veremez. Bu bağlamda qPCR sonucunda pik elde edilmesi hücrenin 
canlılığını gösterir6.

Bu çalışmada, kontamine çiğ inek sütüne ısıl işlem uygulanması sonrasında C.parvum 
ookistlerinin canlılığının PMA-qPCR yöntemiyle araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Parazit Ookistleri

C.parvum ookistleri satın alma yoluyla temin edildi. Ookistler 100 µg streptomisin/mL 
ve 100 U penisilin/mL içeren steril ve filtre edilmiş fosfat tampon çözeltisi [phosphate buf-
fer saline (PBS)] içinde 4 °C’de muhafaza edilerek iki ay içerisinde kullanıldı.

Örneklerin Hazırlanması

Pastörize edilmemiş 50 ml inek sütüne 5 X 105 C.parvum ookisti karıştırılarak vorteks-
lendi. Homojen süt 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine bölündü. Çalışmada; kontrol gru-
bu, pastörizasyon grubu ve kaynatma grubu olmak üzere üç grup oluşturuldu. Kontrol 
grubuna herhangi bir ısıtma işlemi uygulanmadı. Pastörizasyon grubunda, mikrosantri-
füj tüpteki sütler 71.7 °C’ye ayarlanmış kuru ısı bloğunun (Biosan Bio TDB-100) kuyu-
cuklarına döküldü ve beş sn inkübe edildi. Süre sonunda sütler mikropipet yardımıyla  
-20 °C’den çıkarılan soğuk metal tüplüğün kuyucuklarına aktarıldı ve beş sn inkübe edildi. 
Kaynatma grubundaki sütler 95 °C’ye ayarlanmış kuru ısı bloğunda iki dk inkübe edildi.

Mikrosantrifüj tüpünde bulunan sütler 10 ml’lik santrifüj tüplerine aktarıldı ve son 
hacim 10 ml olacak şekilde fosfat tampon çözeltisi eklendi. Karışım homojen hale getiril-
dikten sonra 4000 rpm’de 20 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant atıldı 
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ve tekrar 10 ml PBS eklenerek yıkama işlemi yapıldı. Yıkama işleminden sonra dipte kalan 
çökeltiye 400 µl PBS eklenerek çökelti homojen hale getirildi. Her grubun bir örneğine 
PMA uygulanırken diğer örneğine PMA uygulanmadı. Her aşama için üç tekrar yapıldı.

Propidyum Monoazid ile Muamele

Liyofilize formda (Biotium, ABD) satın alınan PMA, %20 dimetil sülfoksit (DMSO) (Sig-
mae Aldrich) ile çözülerek 20 mM’lik bir stok çözeltisi oluşturuldu. Stok çözelti, 5 µl’lik 
hacimlere bölündü ve -20 °C’de karanlıkta saklandı. Şeffaf (1.5 ml hacim) mikrosantrifüj 
tüplerinde 400 µl ookist içeren PBS çözeltisine 20 mM PMA stok çözeltisinden 1 µl ek-
lendi ve karışım vortekslendi5. Oda sıcaklığı ve karanlıkta beş dk inkübasyondan sonra 
numune soğutma özelliği olan cihazda (PMA-Lite, PT-HISA, Çin) beş dk UV ışığına maruz 
bırakıldı. 5000 g’de beş dk santrifüj edilerek ookistler toplandı.

DNA İzolasyonu

DNA ekstraksiyon kiti (QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit, Almanya) kullanılarak 
ookistlerden DNA izolasyonu yapıldı. Yöntem, üreticinin talimatlarında bazı değişiklik-
ler yapılarak gerçekleştirildi. Kit prosedüründen önce kuru ısı bloğunda 95 °C’de 45 dk 
inkübasyon gerçekleştirildi. İnkübasyon sırasında tüpler beş dk aralıklarla vortekslendi. 
İnkübasyondan sonra tüpler yatay vorteks içine yerleştirildi ve maksimum hızda 30 dk 
vortekslendi. Daha sonra üreticinin talimatları uygulandı.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sütte bulunabilecek diğer organizmaları ekarte etmek ve yanlış bağlanmaları önlemek 
için önce konvansiyonel PCR ve daha sonra PCR amplikonları kullanılarak SYBR Green real 
time PCR (Rt-PCR) yöntemi uygulandı. 

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 kullanılarak 
daha önce Sadek ve arkadaşları7 tarafından tarif edildiği gibi gerçekleştirildi. 

PCR amplikonları ile Rt-PCR yapıldı. Rt-PCR prosedüründe, 553 baz çifti (bp) uzun-
luğundaki COWP gen bölgesini 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 kullanıldı7. 
Reaksiyon, 10 ul 2X SYBR Green karışımı (12.5 mM MgCl2), her primerden 0.2 µM ve 3 
µl birinci PCR amplikonu içeren toplam hacim 20 µl olacak şekilde ayarlandı. PCR ısı dön-
güsü, 95 °C’de dört dk denatürasyon aşamasından sonra ve 95 °C’de 45 saniye, 45 °C’de 
45 saniye, 72 °C’de bir dk olacak şekilde 40 döngü olarak programlandı. Yanlış bağlan-
maları saptamak amacıyla saniyede 0.2 °C artışla sıcaklık 50 °C’den 95 °C’ye çıkartılarak 
erime eğrisi analizi gerçekleştirildi.
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BULGULAR 

SYBR Green Rt-PCR sonucunda PMA uygulanmamış tüm gruplarda pik elde edilmiştir. 
PMA uygulanmamış kontrol, pastörizasyon ve kaynatma gruplarının ortalama Ct değer-
leri sırasıyla 25 ± 1.24, 23 ± 0.98 ve 26 ± 1.03 olarak belirlenmiştir. PMA uygulandıktan 
sonra kaynatma grubunda pik elde edilmezken kontrol ve pastörizasyon gruplarında or-
talama Ct değerleri sırasıyla 28 ± 1.38 ve 31 ± 1.46 olan pikler elde edilmiştir (Şekil 1). 

Yapılan analiz ve hesaplamalar sonucunda pastörizasyon işlemi uygulanmış süt gru-
bunda canlı C.parvum ookistlerinin kaldığı, pastörizasyon derecesi sütün kaynatma dere-
cesine yaklaştığında tüm C.parvum ookistlerinin öldüğü tespit edilmiştir.

TARTIŞMA

Bu çalışmada, ısının inek sütüne bulaştırılmış C.parvum ookistlerinin canlılığı üzerinde-
ki etkisi PMA-PCR yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. Cryptosporidium spp.’nin canlılığını 
değerlendirmek için tarihsel olarak farklı yöntemler kullanılmıştır. Ekskistasyon, ookistlerin 
canlı olup olmadığını belirlemek için geliştirilen ilk yöntemlerden biridir. Daha sonra DNA 
bağlayıcı boyaların çeşitli zar geçirgenliğinden yararlanıldığı protokoller geliştirilmiştir. 
Bu protokollerde, canlı organizmalar sadece zar geçirgen boyaların alınmasına izin ve-
rirken lipit çift katmanlarına sahip canlı olmayan organizmalar tüm boyaların DNA’ya 
bağlanmasına izin vermektedir. Yapılan bir çalışmada, Cryptosporidium ookist canlılığı-
nı değerlendirmeye yönelik PMA-qPCR dahil in vitro yöntemlerin genellikle birbiriyle iyi 
korelasyon gösterdiği ve canlı ookistleri ısıyla öldürülmüş ookistlerden ayırt etmek için 
kullanılabileceği bildirilmiştir5. Ayrıca birçok çalışmada, PMA-qPCR yöntemiyle su örnek-
lerinde Cryptosporidium spp. ookistlerinin canlılığı değerlendirilmiştir6,8,9. Bu çalışmada 
ise ilk defa PMA-qPCR yöntemiyle süt örneğinde C.parvum ookistlerinin canlılığı değer-
lendirilmiştir.

Şekil 1. Isıtılmış sütteki C.parvum ookistlerinin COWP PMA-qPCR testi sonuçları.
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Pastörize edilmemiş süt ve süt ürünleri Cryptosporidium spp. enfeksiyonları için risk 
taşıyan gıdalar olarak bilinmektedir. Birçok ülkede pastörize edilmemiş sütler ile bula-
şan Cryptosporidium spp. salgını bildirilmiştir. Öte yandan, Gobfert ve arkadaşları10 
İngiltere’de üç kişiye pastörize edilmiş sütten Cryptosporidium spp. bulaştığını ve süt 
kontaminasyonunun pastörizasyondan sonra olabileceğini bildirmiştir. Abdollahzadeh 
ve arkadaşları1, 400 pastörize edilmiş süt örneğinin 17 (%4.25)’sinde Cryptosporidium 
spp. saptamıştır. Bu iki çalışma pastörize sütlerdeki ookistlerin canlılığının araştırılmasını 
önemli hale getirmiştir.

Isıl işlemin Cryptosporidium spp. ookistlerinin enfektivitesi üzerindeki etkisiyle ilgi-
li çalışmalar yapılmıştır. Harp ve arkadaşları yaptıkları deneysel çalışmada11, yüksek sı-
caklık-kısa zaman pastörizasyonu (HTST) uygulanan sütlerde C.parvum ookistlerinin  
71.7 °C’de beş saniyede enfektif özelliklerini kaybettiklerini belirtmişlerdir. Enfektif özelli-
ğini kaybeden ookistlerin canlı olup olmadığı bu çalışmalardan anlaşılmamaktadır. Burg 
ve Zintl5, su banyosunun sıcaklığını 30 dakikada 50 °C’den 100 °C’ye çıkartarak suya bu-
laştırılmış C.parvum ookistlerine canlılık testi yapmıştır. Çalışmada DAPI/PI boyama, RNA 
FISH, PMA-qPCR ve polimer slayt adezyon yöntemlerinin sonuçları 60-70 °C civarında 
ookistlerin canlılığında önemli düşüşler olduğunu göstermiştir, ancak 100 °C’de dahi 
canlı ookistlerin olduğu saptanmıştır. Bu çalışmada da pastörizasyon işlemi sonucunda 
canlı ookistlerin kaldığı, ancak kaynatma işlemiyle tüm ookistlerin öldüğü saptanmıştır.

C.parvum için enfektif doz değerinin (ID50) dokuz ile 1042 ookist arasında değişti-
ği bildirilmiştir3. Özellikle immünsuprese bireylerde düşük dozlu bulaşmalar enfeksiyon 
oluşturabilir. Bu nedenle pastörizasyon işlemiyle enfektif özelliğini kaybettiği söylenen 
ancak canlı olarak kalan ookistlerin immünsuprese bireylerde risk oluşturabileceği düşü-
nülmektedir11.

Sonuç olarak, PMA-PCR yöntemiyle sütlerdeki canlı Cryptosporidium spp. kistlerinin 
saptanabileceği ve pastörize sütlerde canlı ookistlerin olabileceği kanaatine varılmıştır.
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