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Ozet

Cronobacter spp., bebeklerde ve cocuklarda hayati tehlike yaratan menenjit, sepsis ve nekrotizan
enterokolit enfeksiyonlarinin énemli bir sebebidir. Cesitli klinik vakalarda Cronobacter spp. enfeksiyonu
ile bebek mamasi tiiketimi epidemiyolojik olarak iligkili bulunmustur. Bu arastirmada bebek mamasinda
patojenin hizli tanist i¢in direkt PCR yontemi tizerine modifikasyon calismalart yapilmistir. Bebek
mamasinda direkt PCR yontemi ile 10° KOB/mL diizeyinde ve 4 saatlik On zenginlestirme sonrasinda
uygulanan PCR yontemi ile 1 KOB/mL seviyesinde Cronobacter spp. belirlenebilmistir. Cronobacter
spp- tespitinde uygulanan PCR yonteminin kilttirel belirleme yontemlerine oranla daha hizli ve daha
duyarli oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Cronobacter spp., bebek mamast, izolasyon, PCR

DETECTION OF CRONOBACTER SPP. IN
POWDERED INFANT FORMULA BY PCR

Abstract

Cronobacter spp. causes meningitis, sepsis, and necrotizing enterocolitis in neonates and infants.
Cronobacter spp. infections have been epidemiologically associated with consumption of reconstituted
powdered infant formula. In this study, the modified PCR method for the rapid detection of Cronobacter
spp. were performed. Detection limit of PCR assay for Cronobacter spp. was determined to be 10?
CFU/mL directly and 1 CFU/mL after 4-h of enrichment step in infant formula. The result showed that
the modified PCR based technique described in this study was found more rapid and sensitive than the
conventional methods for detection of Cronobacter spp. from infant formula.
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GIRIS

Son vyillarda 6nemi artan bir patojen olan
Cronobacter spp. (eski adi ile Enterobacter
sakazakii), bebeklerde hayati risk olusturan
menenjit, sepsis ve nekrotizan enterokolit
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Henliz tam
olgunlasmamis bagirsak yapisina sahip olan
prematire, 28 ginden kucuk, dustik dogum
aguligina sahip ve medikal bakim goren bebekler
Cronobacter spp. enfeksiyonu riski altindadir
(1-3). Cronobacter spp. enfeksiyonunun gortilme
orant 12 aydan kuiciik bebekler icin 1/100 bin
iken, disik dogum agirligina (<1500 g) sahip
bebeklerde bu oran 9.4/100 bin'dir. Dogal yasam
alani bilinmemekle beraber; bakteri gidadan,
cevreden ve farkli klinik kaynaklardan izole
edilmistir. Yenidogan bebeklerde gorilen
enfeksiyonlar sebebiyle Cronobacter spp.'nin,
bebek mamasi ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Salginlar da ¢ogunlukla yenidogan bakim
unitelerinde gerceklesmektedir. Cronobacter
spp. ozmotik ortam ve kurutma gibi cevresel
stres kosullarina diger Enterobacteriaceae liyelerine
kiyasla daha direnclidir ve diistik su aktivitesine
sahip olan bebek mamasinda (0.25-0.5 a,,) uzun stire
canliligint korumaktadir. Ancak, epidemiyolojik
arastirmalar bebek mamasinin yant sira, hastane
ortamlarinda mamalarin  hazirlanmasi  icin
kullanilan ara¢ ve gerecleri de kontaminasyon
kaynagi olarak gostermistir (4-8).

Uluslararas:  Mikrobiyolojik — Spesifikasyonlar
Komisyonu (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods; ICMSF)
Cronobacter spp.'yi potansiyel olarak yasami
tehdit eden ya da onemli kronik sekellere yol
acan ciddi bir tehlike olarak tanimlamus ve Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve
tip B gibi gida kaynakli ya da Cryptosporidium
parvum gibi su kaynakli patojenler ile ayni grupta
yer almasina karar vermistir. Bakterinin, yeni
dogmus bebeklerin tist gastrointestinal sistemlerinde
distik pH kosullartyla karsilasmayacagi ve hizla
ince bagirsaklara gecerek enfeksiyona neden
olabilecegi belirtilmistir.

Cronobacter spp. ilk kez 1958 yilinda Ingiltere'de
iki bebegin 6limu ile sonuclanan bir salginda
yenidoganlarla iliskilendirilmistir. Son donemde
yapilan arastirmalarda ise Cronobacter tirleri
icerisinde yalnizca C. sakazakii, C. malonaticusve
C. turicensis'in neonatal enfeksiyonlarla iliskili

oldugu bildirilmistir (2, 4, 6, 9). Bakteri, en ¢ok
yeni dogmus bebekler ve 3 gtinlik ile 4 yas arasi
cocuklarda hastaliga neden olarak kendini
gostermis olup, hastaliga yakalanan bebeklerde
olim oranmin % 40-80 oldugu ve hayatta kalanlar
icin stiregelen sorunlarin norolojik rahatsizliklarla
sonuglanabildigi bildirilmistir (10). Bunun tzerine
toz bebek mamasi kullanimi ile ortaya c¢ikan
enfeksiyon riskini azaltmak icin uygun stratejilerin
uygulamasina yonelik cabalar artmistir.

Son yillarda Cronobacter spp. izolasyonunda var
olan yontemlere alternatif daha hizli, etkin ve
glvenilir yontem arayisina gidilmis ve bu konuda
arastirmalar yogunluk kazanmustir. Patojenlerin
analizinde kullanilan klasik yontemlerde analiz
strelerinin uzunlugu 6nemli bir dezavantajdir.
Molekiiler teknikler, bakterilerin tanimlanmasi,
karakterizasyonu  ve  siniflandirilmasinda
buytk oneme sahiptir. Bu nedenle patojen
mikroorganizmalarin tespitinde DNA'ya dayali
teknikler olduk¢ca 6nem kazanmis ve ozellikle
PCR teknigi klasik yontemlerin yerini alabilecek
hizli ve duyarlt bir alternatif olarak 6ne ¢ikmustir.
Cronobacter spp.'nin  genetik tiplendirme
calismalarinda tim gen bolgelerinin analizine
imkin saglayan, siniflandirma ve karakterizasyonda
oldukca hizli bir ydntem olan PCR temelli teknikler
kullanilmaktadir. Ribozomal 16S tRNA geni, 16S
ve 23S rRNA genleri arasinda yer alan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesi ile thdF, rpoA, rpoB,
ompA, recNve gluA gibi hedef genler Cronobacter
spp.'nin tantmlamasinda kullanilan genlerdir (11-21).

Bu arastirmada direkt PCR uygulamasi ile bebek
mamasinda Cronobacter spp.'nin tespitinde klasik
kulttrel belirleme yontemine kiyasla daha hizli
ve duyarli bir yontem gelistirilmesi ama¢lanmustir.

MATERYAL ve YONTEM

Bebek mamasi

Materyal olarak kullanilan toz bebek mamasi
(baslangi¢), Turkiye Atom Enerjisi Kurumu'nda
(TAEK, SANAEM, Ankara) 10 kGy dozda
isinlanarak sterilize edilmistir.

Bakteri kiiltiirii

Arastirmada, C. muytjensii ATCC 51329, C.
sakazakii (bebek ek gidasindan izole edilerek
molekiiler tanist gerceklestirilen sus G73), bakteri
kultirleri kullanilmistie. Cronobacter tirlerine 6zgli
primerlerin spesifikliginin tespitinde ise referans



bakteri kultirleri olarak Salmonella Enteritidis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Acinetobacter
baumannii, Citrobacter freundii, Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus cereus kullanilmistir.
-20°C'ta dondurularak muhafaza edilen bakteri
kultirleri denemelerden 6nce Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck) besiyerine inokiile edilmis ve
37°C'ta 24 saat inktbe edilerek aktive edilmistir.

Bebek mamasi 6rneklerinin inokiilasyonu

Bebek mamasi, tretici firmanin hazirlama talimati
dogrultusunda steril su ile hazilanmistir. Geri alma
calismalarinda belirli sayida (10'-10° KOB/mL)
C. muytjensii ATCC 51329 susu steril bebek
mamasma katulip homojen bir sekilde
kanistirildiktan sonra herhangi bir 6n zenginlestirme
islemi yapilmaksizin buradan alinan 6rnekte hedef
bakterinin hangi sayida geri alinabilecegi tespit
edilmeye calisilmistir. Bu belirlemeler DNA
izolasyon kiti kullanilarak ve kaynatma yontemi
ile ayr1 ayr gerceklestirilmistir. Tkinci agsamada
steril bebek mamasi 6rnekleri standart sus ile
inokiile edilmis (yaklasik 10°, 10' ve 102
KOB/mL) ve 4; 6 ve 8 saatlik 6n zenginlestirme
islemi uygulanarak hedef bakterinin direkt PCR
yontemi ile belirlenmesi i¢in gerekli optimum 6n
zenginlestirme stiresi saptanmustir.

DNA izolasyonu

C. muytjensii ATCC 51329 standart susu inokiile
edilmis bebek mamalarindan DNA izolasyonu iki
farkli yontemle gerceklestirilmistir. Birinci
yontemde bebek mamasindan C. muytjensii ATCC
51329 DNA izolasyonu Fermantas Genomic DNA
Purification Kit #K0512 yardimiyla gerceklestirilmistir.
DNA kiti ile izolasyon i¢in 5 mL bebek mamast
ornegi 12000 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis
(Sigma 3K30) ve elde edilen pelet 200 pL
Tris-EDTA (TE)'da ¢oziilmustiir. Daha sonra 400 pL
lizis cozeltisi eklenerek 65 °C'ta 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 600 pL kloroform
eklenerek 12000 x g'de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Islem sonrasinda st faz alinip 800 pL presipittasyon
cozeltisi eklenerek 12000 x g'de 2 dakika yeniden
santrifij edilmis ve silpernatant tamamen
uzaklastirilmistir. Elde edilen DNA peleti 100 pL
1.2 M NaCl'de ¢ozuldiikten sonra tizerine 300 pL
soguk etanol eklenerek -20°C'ta 10 dakika
bekletilmistir. 12000 x gde 4 dakika santrifiij
isleminden sonra etanol uzaklastirilip pelet
50-100 mL TE icerisinde ¢oztlmuistiir. Ekstraktlar

kullanilincaya kadar -20 °C'da muhafaza edilmistir.
ikinci yontemde ise bebek mamasi 6rneginde
bulunan bakteriler kaynatma yontemi ile lize
edilerek DNA'lart agiga cikarilmis ve buradan
PCR asamasina gecilerek hedef bakterinin varlig
tespit edilmeye calisilmistir (21). Bu amagla 1 mL
bebek mamasi 6rnegi 16000 x g'de 10 dakika
santrifiij edilmis (Sigma 3K30) ve elde edilen
pelet 1 mL steril damitik suda ¢ozilmistiir. Elde
edilen stspansiyon isitici blokta (Thermolyne
17600 Dri-Bath ) 100 °C'ta 10 dakika kaynatildiktan
sonra 5000 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis,
stiipernatanttan alinan 10 pL yeni bir Eppendorf
tiptine aktarilarak PCR isleminde kullanilmustir.

DNA'nin PCR'da amplifikasyonu

PCR analizlerinde kullanilan 16S rRNA spesifik
primerleri National Center for Biotechnology
Information (NCBD veri tabaninda bulunan
Cronobacter tirlerine ait 16S rRNA dizileri ile
karsilastirllarak %100 homolojiyle uygunlugu
belirlenmistir. Belirlenen primer dizileri ile
Cronobacter spp.'nin 16S rRNA gen bolgesinin
929 baz ciftlik (b¢) bolimu cogaltilmistir. PCR
reaksiyonunda kullanilan Cronobacter turlerine
0zgl primerlerin oligontikleotit dizilimi: Esak-F
(Forward primer) 5' GCT YTG CTG ACG AGT
GGC GG 3' ve Esak-R (Reverse primer) 5' ATC
TCT GCA GGA TTC TCT GG 3' seklindedir. PCR
reaksiyon karisimi; 0.05 U/mL Taq DNA polimeraz,
4mM MgSOy, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4
mM dGTP ve 0.4 mM dTTP iceren PCR master
mix (Fermantas), 50 pM forward primer (Thermo)
ve 50 pM reverse primerden (Thermo) olusmaktadir.
Uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon
karisimma PCR islemi uygulamustir. PCR dongisi;
94 °C'ta 2 dakika 6n denatlrasyon, 94 °C'ta 30
saniye, 58 °C'da 30 saniye, 72 °C'ta 30 saniye (50
dongt) ve 72 °C'ta 5 dakika son uzama olacak
sekilde gerceklestirilmistir.

Agaroz jel elektroforezi

[zolasyonu yapilan DNA ornekleri icin %1'lik
agaroz jeller, PCR sonucunda elde edilen
amplikonlarin analizi icin %1.5'lik agaroz jeller
kullanilmistir.  Agaroz, 1X TBE (Tris-Borik
asit-EDTA; 10X TBE: 0.9M Tris, 0.9M Borik Asit
ve 0.02M EDTA) tamponunda eritildikten sonra
DNA'nin ultraviyole 1sik altinda gorinmesini
saglayan etidyum bromtr ilave edilerek tarak
iceren elektroforez kasetine dokulmustir. Jel
polimerize olduktan sonra 1X TBE iceren
elektroforez tankina yerlestirilmistir. DNA 6rnekleri
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ve PCR triinlerinden 10'ar pL alinarak, 2'ser uL 6X
yiikleme boya cozeltisi (Fermantas) ile karistirilarak
jeldeki kuyucuklara ytuklenmis ve ilk kuyucuga
yiklenen 100 b¢'lik DNA ladder (GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder, Fermantas) esliginde 90V
elektrik akiminda yaklasik 90 dakika yurttilmustiir.
Daha sonra jel, jel gortuntileme sistemi ile
bilgisayarda incelenerek goriintileri kaydedilmistir
(Gel Logic 200 Imaging System, Kodak).

SONUC ve TARTISMA

Bebek mamalarindan Cromnobacter spp.
tespitinde direkt PCR yonteminin duyarlilig:
Geri alma calismalarinda belirli sayida (10'-10°
KOB/mL) C. muytjensii ATCC 51329, bebek
mamast ortamina katilip homojen bir sekilde
karstirildiktan sonra buradan alinan 6rnekte direkt
PCR yontemi ile hedef bakterinin hangi sayida
geri almabilecegi tespit edilmistir. Hedef bakterinin
tespiti DNA izolasyon kiti ve kaynatma islemi
olmak tizere iki farkli yontemle geceklestirilmistir.
On zenginlestirme islemi uygulanmaksizin DNA
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu gerceklestirilen
ve ardindan PCR uygulanan orneklerin agaroz jel
gorlntileri Sekil 1'de verilmistir. Bu yontem ile
bebek mamalarinda en disik 10°KOB/mL
dizeyinde bakteri kontamine edilen bebek
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Sekil 1. Rekonstitle bebek mamasinda direkt PCR yéntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (DNA izolasyon kiti kullanilarak
gerceklestirilen yéntem). M: Marker (100 bp DNA ladder),
PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan
cogaltiimig PCR driinu), NK: Negatif Kontrol

Figure 1. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR (DNA Isolation Method 1). PCR
products amplified from infant formula containing 10" to 10°
CFU/mL of C. muytjensii ATCC 51329. M: Molecular weight
marker (100 bp DNA ladder), PK: Positive control (PCR
products amplified from C. muytjensii ATCC 51329 DNA).
NK: Negative control (PCR run without any template DNA)

mamasindan DNA izolasyonu gerc¢eklestirilirken,
10 KOB/mL diizeyinde bakteri kontamine edilen
bebek mamalarindan izole edilen DNA 6rnekleri
jelde gozlenmemistir. Bebek mamasinda
Cronobacter spp. tespitinde DNA izolasyon kiti
ile elde edilen en diisik belirleme limiti (102
KOB/mL) Wang ve ark. (22) tarafindan bildirilen
degere (1.2x10° KOB/mL) gore daha disik
olmasina karsin Seo ve Bracket (23) tarafindan
belirlenen degerle (1.0x10* KOB/mL) oldukc¢a
benzerlik gostermektedir.

Belirli sayida C. muytjensii ATCC 51329 standart
susu ile kontamine edilmis bebek mamalarindan
DNA izolasyonu yapilmadan, kaynatilarak elde
edilen hiicre lizatindan hazirlanan stipernatant,
kalip DNA olarak kullanilmis ve bu 6rnekler de
spesifik primerler kullanilarak PCR islemi
uygulanmistir. Bu 6rneklere ait PCR Urlnlerinin
jel gorintisi Sekil 2'de verilmistir. Uygulanan bu
yontem ile bebek mamalarinda Cronobacter spp.
tespitinde limit deger 10 KOB/mL olarak
belirlenmistir. 10%; 10? ve 10° KOB/mL dlizeyinde
yapilan kontaminasyonlardan hazirlanan jellerde
6zgln bant gdzlenmemistir. Sonuclar incelendiginde
direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp. tespitinde,
DNA izolasyon kiti ile uygulanan yontemin
kaynatma yontemine gore daha duyarli oldugu
saptanmistir.

10° 10 10° 10 10" NK

M PK 10¢

929b(;—b r‘ - —-— —

Sekil 2. Rekonstitiie bebek mamasindan direkt PCR yéntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (kaynatma yéntemi). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA'sindan ¢ogaltilmis PCR iriind), NK:
Negatif Kontrol

Figure 2. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstitu-
ted infant formula by PCR (DNA Isolation Method 1l). PCR
products amplified from infant formula containing 10" to 10°
CFU/mL of C. muytjensii ATCC 51329. M: Molecular weight
marker (100 bp DNA ladder), PK: Positive control (PCR
products amplified from C. muytjensii ATCC 51329 DNA).
NK: Negative control (PCR run without any template DNA)



Arastirma kapsaminda PCR analizlerinde kullanilan,
Cronobacter tirlerine 6zgii 16S rRNA gen
bolgesinin 929 b¢'lik DNA fragmentini ¢cogaltan
primerlerin spesifikligi belirlenmistir (Sekil 3). Bu
amacla C. muytjensii ATCC 51329 standart susu
disinda bebek mamast ve ek gida bilesenlerinden
yaygin olarak izole edilen ve tanimlanan bakteriler
ile ozellikle bebeklerde potansiyel enfeksiyon
etkeni bakteriler referans olarak kullanilmustir.
Belirli sayida (10° KOB/mL) test bakterileri ile
kontamine edilmis bebek mamasinda yapilan
direkt PCR sonrasinda C. muytjensii ATCC 51329
ve sekans analizi sonucu C. sakazakii olarak
tanimlanan G73 kodlu sus disinda diger bakteriler
icin jelde bant gozlenmemis ve kullanilan
primerlerin Cronobacter spp. icin spesifik oldugu
belirlenmistir.

On zenginlestirme sonrasi direkt PCR yontemi
ile bebek mamalarindan Cronobacter spp.
tespiti

Yapilan calismalarda Cronobacter spp.'nin bebek
mamalarindaki kontaminasyon diizeyinin oldukca
diisiik sayilarda (0.36-66 KOB/100 g) oldugu
bildirilmistir (1). Bu nedenle Cronobacter spp.
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Sekil 3. Cronobacter tirlerine 6zgl primerlerin spesifikliginin
tespiti. M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol
(C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan c¢ogaltiimis PCR
Uriinu),1: C. sakazakii (G73), 2: E. cloacae, 3: E. aerogenes,
4: E. coli, 5: K. pneumoniae, 6: K. oxytoca, 7: A. baumannii
8: C. freundii, 9: S. Enteritidis, 10: P. aeruginosa, 11: B. cereus,
12: S. aureus, 13: L. monocytogenes, NK: Negatif Kontrol
Figure 3. Detection of the specificity of selected primers for
Cronobacter spp. M: Molecular weight marker (100 bp DNA
ladder), PK: Positive control (PCR products amplified from
C. muytjensii ATCC 51329 DNA). : C. sakazakii (G73), 2:
E. cloacae, 3: E. aerogenes, 4: E. coli, 5: K. pneumoniae,
6: K. oxytoca, 7: A. baumannii 8: C. freundii, 9: S. Enteritidis,
10: P. aeruginosa, 11: B. cereus, 12: S. aureus, 13: L.
monocytogenes, NK: Negative control (PCR run without
any template DNA)

tespitine yonelik mevcut yontemlerde bakterinin
geri kazanim oraninit artirmak icin zenginlestirme
islemi uygulanmaktadir. Arastirma kapsaminda
bebek mamasi 6rneklerinde, selektif olmayan 6n
zenginlestirme ortaminda (rekonstitiie bebek
mamasy) 37 °C'ta 4; 6 ve 8 saatlik inkiibasyon
streleri kullanilarak yaklasik 10 10' ve 102
KOB/mL seviyesindeki hedef bakterinin direkt
PCR yontemi ile belirlenmesi icin gerekli en kisa
On zenginlestirme stiresi saptanmustir. Belirli sayida
bakteri ile kontamine edilmis ve 6n zenginlestirme
islemine tabi tutulmus bebek mamasi 6rneklerinden
DNA izolasyon kiti ve kaynatma yoOntemi ile
DNA izolasyonu yapilmis, ardindan PCR islemi
gerceklestirilmistir. Bu orneklere ait PCR irtinlerinin
agaroz jel gortintlleri Sekil 4 ve Sekil 5'de verilmistir.
DNA izolasyon kiti kullanilarak kontamine edilmis
bebek mamalarinda vyalnizca 4 saatlik 6n
zenginlestirme isleminin uygulanmasi ile 1
KOB/mL seviyesinde Cronobacter varligt tespit
edilebilmistir (Sekil 4). Buna karsin kaynatma
yontemi uygulanarak gerceklestirilen direkt PCR
yontemi ile 4 saatlik 6n zenginlestirme islemi
sonrasinda 10 KOB/mL seviyesinde Cronobacter
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Sekil 4. Rekonstitlie bebek mamasindan 6n zenginlestirme
sonrasi direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp. tespiti (DNA
izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilen yéntem). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA'sindan ¢ogaltiimigs PCR drtind), NK:
Negatif Kontrol

Figure 4. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method ). PCR products amplified from infant for-
mula containing 10° to 10?7 CFU/mL of C. muytjensii ATCC
51329. M: Molecular weight marker (100 bp DNA ladder),
PK: Positive control (PCR products amplified from C.
muytjensii ATCC 51329 DNA). NK: Negative control (PCR
run without any template DNA).
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Sekil 5. Rekonstitie bebek mamasindan én zenginlestirme
sonrasi direkt PCR ydntemi ile Cronobacter spp. tespiti
(kaynatma ydntemi). M: Marker (100 bp DNA ladder), PK:
Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA'sindan
¢ogaltiimig PCR Uriind), NK: Negatif Kontrol

Figure 5. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method 1l). PCR products amplified from infant
formula containing 10° to 10° CFU/mL of C. muytjensii
ATCC 51329. M: Molecular weight marker (100 bp DNA
ladder), PK: Positive control (PCR products amplified from
C. muytjensii ATCC 51329 DNA). NK: Negative control
(PCR run without any template DNA).

belirlenebilirken, 6 saatlik 6n zenginlestirme
sonrasinda Cronobacter tespitinde limit deger
1 KOB/mL olarak saptanmistir (Sekil 5). On
zenginlestirme islemi sonrast direkt PCR yontemi
ile Cronobacter tespitinde, DNA izolasyon kiti ile
gerceklestirilen yontemin (4 saatlik bir 6n
zenginlestirme ile 1 KOB/mL duyarlilikta tespit)
kaynatma yontemine gore daha duyarl oldugu
ve bu yontemde daha kisa bir 6n zenginlestirme
stresine ihtiya¢ duyuldugu saptanmistir. Buna
karsin analiz maliyeti goz Ontine alindiginda 6
saatlik bir 6n zenginlestirme ile kaynatma
yonteminin (1 KOB/mL duyarlilikta) daha avantajli
bir yontem oldugu belirlenmistir.

Cronobacter spp. tespitinde PCR yOnteminin,
kilttrel belirleme yontemlerine gore etkinligi,
bircok arastirmaci tarafindan karsilastirmali olarak
arastiilmis ve PCR yonteminin, kiltirel belirleme
yontemlerine oranla daha hizli ve daha duyarlilikta
sonu¢ verdigi bildirilmistir. Gutierrez-Rojo ve
Torres-Chavollo (24) tarafindan yapilan arastrmada,
direkt PCR yOntemi ile 10° KOB/mL dizeyinde
Cronobacter spp. tespit edilirken, 8 saatlik selektif
zenginlestirme ile yapilan PCR sonucunda 1
KOB/mL diizeyinde Cronobacter spp. saptanmustir.

Arastiricilar tarafindan 50 bebek mamasi 6rnegi
klasik yontem ve direkt PCR yontemi ile analiz
edilmis ve analiz sonrasinda PCR yontemi ile
39 ornekte Cronobacter spp. pozitif olarak
dogrulanirken, klasik yontemde 31 ornekte pozitif
olarak dogrulanmistir. 16S-23S rDNA genini
kodlayan ITS gen bolgeleri hedef alinarak yapilan
baska bir arastirmada, TagMan prob ve SYBR
Green temelli olmak tzere iki farkli real-time
PCR teknigi ile Cronobacter spp. toz bebek
mamast Orneklerinde 1.1 KOB/100 g seviyesinde
tespit edilebilmistir (12). Mohan Nair ve
Venkitanarayanan (21), tarafindan vyapilan
arastirmada, bebek mamasinda direkt PCR yontemi
ile 10°KOB/mL diizeyinde ve 8 saatlik zenginlestirme
sonrasinda 0.1 KOB/mL diizeyinde Cronobacter
spp. belirlenmistir. Zimmermann ve ark. (14)
tarafindan real-time PCR ve ompA hedef geni
kullanilarak toz bebek mamasinda Cronobacter
spp.'nin hizli tespitine yonelik yapilan diger bir
arastirmada, brain heart infusion (BHI) broth
besiyerinde 12 saatlik zenginlestirme ile 10
KOB/g duizeyinde hedef bakteri tespit edilmistir.
Yapilan bir diger ¢alismada ise, kantitatif real-time
PCR ile cgcA hedef geni ve TagMan prob kullandarak,
toz bebek mamasinda zenginlestirme islemi
yapilmaksizin 1100 KOB/g, tamponlanmis peptonlu
suda gerceklestirilen 6 saatlik zenginlestirme
sonrasinda ise 2 KOB/25 g (0.08 KOB/g)
dizeyinde C. sakazakiibelirlenebilmistir (25).

Standart kiltiirel yontemle (ISO/TS 22964)
Cronobacter spp. izolasyonu ve biyokimyasal
identifikasyonu icin 6 gtinliikk bir zaman dilimine
ihtiyac duyulmaktadir (26). Bu arastirmada,
bebek mamasindan Cronobacter spp. tespitinde
(1 KOB/mL diizeyinde) uygulanan direkt PCR
yontemi ile kit kullanilarak yalnizca 10 saat,
kaynatma yontemi ile ise yalnizca 12 saat sonunda
sonu¢ alinabilmektedir. Biyokimyasal izolasyon
ve tani yontemleri kullanilarak yapilan kultire
dayali yontemlerin bazi dezavantajlart vardair.
Bunlar; izolasyon ve tani i¢in uzun zaman
gereksinimi, tiir diizeyinde kesin tani yapilmasinda
karsilasilan yanlis negatif sonuclar ve belki de en
onemlisi hasar gormiis mikroorganizmalarin
kulttrel yontemlerle gelistirilmesinde karsilasilan
zorluklardir. Bu ve benzeri nedenlerle gidalardan
patojen mikroorganizmalarin aranmasinda direkt
PCR yonteminin kullanilmast son zamanlarda
tzerinde c¢ok durulan bir konudur. Klinik



mikrobiyolojide patojenlerin izolasyonunda PCR
temeline dayali yontemler patojen aranmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin
diger bazi avantajlart da canli fakat kultard
yapilamayan (viable but non-culturable; VBNC)
mikroorganizmalarin da belirlenmesine olanak
saglamakta, aynt anda cok sayida oOrnek ile
calistlmasina olanak tanimaktadir. Yitksek duyarlilik
ve secicilik gibi avantajlarinin yant sira, hizli ve
otomasyona uyum saglayan bir yontem olarak
kabul edilmektedir (27).

Arastirma sonunda, Cronobacter spp. tespitinde
klasik kiiltiirel yonteme gore daha kisa stirede ve
yuksek duyarlilikta sonu¢ veren PCR bazlt bir
yontem gelistirilmistir. Kontamine edilmis bebek
mamalarinda yalnizca 4 saatlik bir 6n zenginlestirme
sonrasi uygulanan direkt PCR yontemi ile 1
KOB/mL diizeyinde hedef bakteri belirlenebilmistir.
Bebek mamalarinin Cronobacter spp. ile
kontaminasyon diizeyinin oldukca distik oldugu
g6z ontine alindiginda kisa stireli bir zenginlestirme
islemi ile kombine edilerek uygulanan PCR
yonteminin, bebek mamalarinda Cronobacter
spp. tespitinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi
ortaya konmustur.
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