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BEBEK MAMALARINDA DİREKT PCR YÖNTEMİ İLE
CRONOBACTER SPP. TESPİTİ

Özet

Cronobacter spp., bebeklerde ve çocuklarda hayati tehlike yaratan menenjit, sepsis ve nekrotizan
enterokolit enfeksiyonlar›n›n önemli bir sebebidir. Çeflitli klinik vakalarda Cronobacter spp. enfeksiyonu
ile bebek mamas› tüketimi epidemiyolojik olarak iliflkili bulunmufltur. Bu araflt›rmada bebek mamas›nda
patojenin h›zl› tan›s› için direkt PCR yöntemi üzerine modifikasyon çal›flmalar› yap›lm›flt›r. Bebek
mamas›nda direkt PCR yöntemi ile 102 KOB/mL düzeyinde ve 4 saatlik ön zenginlefltirme sonras›nda
uygulanan PCR yöntemi ile 1 KOB/mL seviyesinde Cronobacter spp. belirlenebilmifltir. Cronobacter
spp. tespitinde uygulanan PCR yönteminin kültürel belirleme yöntemlerine oranla daha h›zl› ve daha
duyarl› oldu¤u saptanm›flt›r.

Anahtar kelimeler: Cronobacter spp., bebek mamas›, 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 102

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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GİRİŞ
Son  y›llarda  önemi  artan  bir  patojen  olan
Cronobacter spp.  (eski  ad›  ile  Enterobacter
sakazakii),  bebeklerde  hayati  risk  oluflturan
menenjit,  sepsis  ve  nekrotizan  enterokolit
enfeksiyonlar›na neden olmaktad›r. Henüz tam
olgunlaflmam›fl ba¤›rsak yap›s›na sahip olan
prematüre,  28  günden  küçük,  düflük  do¤um
a¤›rl›¤›na sahip ve medikal bak›m gören bebekler
Cronobacter spp.  enfeksiyonu  riski  alt›ndad›r
(1-3). Cronobacter spp. enfeksiyonunun görülme
oran› 12 aydan küçük bebekler için 1/100 bin
iken, düflük do¤um a¤›rl›¤›na (<1500 g) sahip
bebeklerde bu oran 9.4/100 bin'dir. Do¤al yaflam
alan› bilinmemekle beraber; bakteri g›dadan,
çevreden  ve  farkl›  klinik kaynaklardan  izole
edilmifltir.   Yenido¤an   bebeklerde   görülen
enfeksiyonlar sebebiyle Cronobacter spp.'nin,
bebek mamas› ile iliflkili oldu¤u bildirilmifltir.
Salg›nlar   da   ço¤unlukla   yenido¤an   bak›m
ünitelerinde gerçekleflmektedir. Cronobacter
spp. ozmotik ortam ve kurutma gibi çevresel
stres koflullar›na di¤er Enterobacteriaceae üyelerine
k›yasla daha dirençlidir ve düflük su aktivitesine
sahip olan bebek mamas›nda (0.25-0.5 aw) uzun süre
canl›l›¤›n› korumaktad›r. Ancak, epidemiyolojik
araflt›rmalar bebek mamas›n›n yan› s›ra, hastane
ortamlar›nda   mamalar›n   haz›rlanmas›   için
kullan›lan araç ve gereçleri de kontaminasyon
kayna¤› olarak göstermifltir (4-8). 

Uluslararas›   Mikrobiyolojik   Spesifikasyonlar
Komisyonu   (International   Commission   on
Microbiological Specifications for Foods; ICMSF)
Cronobacter spp.'yi potansiyel olarak yaflam›
tehdit eden ya da önemli kronik sekellere yol
açan ciddi bir tehlike olarak tan›mlam›fl ve Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve
tip B gibi g›da kaynakl› ya da Cryptosporidium
parvum gibi su kaynakl› patojenler ile ayn› grupta
yer almas›na karar vermifltir. Bakterinin, yeni
do¤mufl bebeklerin üst gastrointestinal sistemlerinde
düflük pH koflullar›yla karfl›laflmayaca¤› ve h›zla
ince ba¤›rsaklara geçerek enfeksiyona neden
olabilece¤i belirtilmifltir. 

Cronobacter spp. ilk kez 1958 y›l›nda ‹ngiltere'de
iki bebe¤in ölümü ile sonuçlanan bir salg›nda
yenido¤anlarla iliflkilendirilmifltir. Son dönemde
yap›lan  araflt›rmalarda  ise  Cronobacter  türleri
içerisinde yaln›zca C. sakazakii, C. malonaticus ve
C. turicensis'in neonatal enfeksiyonlarla iliflkili

oldu¤u bildirilmifltir (2, 4, 6, 9). Bakteri, en çok
yeni do¤mufl bebekler ve 3 günlük ile 4 yafl aras›
çocuklarda  hastal›¤a  neden  olarak  kendini
göstermifl olup, hastal›¤a yakalanan bebeklerde
ölüm oran›n›n % 40-80 oldu¤u ve hayatta kalanlar
için süregelen sorunlar›n nörolojik rahats›zl›klarla
sonuçlanabildi¤i bildirilmifltir (10). Bunun üzerine
toz  bebek  mamas›  kullan›m›  ile  ortaya  ç›kan
enfeksiyon riskini azaltmak için uygun stratejilerin
uygulamas›na yönelik çabalar artm›flt›r.

Son y›llarda Cronobacter spp. izolasyonunda var
olan yöntemlere alternatif daha h›zl›, etkin ve
güvenilir yöntem aray›fl›na gidilmifl ve bu konuda
araflt›rmalar yo¤unluk kazanm›flt›r. Patojenlerin
analizinde kullan›lan klasik yöntemlerde analiz
sürelerinin uzunlu¤u önemli bir dezavantajd›r.
Moleküler teknikler, bakterilerin tan›mlanmas›,
karakterizasyonu    ve    s›n›fland›r›lmas›nda
büyük  öneme  sahiptir.  Bu  nedenle  patojen
mikroorganizmalar›n tespitinde DNA'ya dayal›
teknikler oldukça önem kazanm›fl ve özellikle
PCR tekni¤i klasik yöntemlerin yerini alabilecek
h›zl› ve duyarl› bir alternatif olarak öne ç›km›flt›r.
Cronobacter spp.'nin   genetik   tiplendirme
çal›flmalar›nda tüm gen bölgelerinin analizine
imkân sa¤layan, s›n›fland›rma ve karakterizasyonda
oldukça h›zl› bir yöntem olan PCR temelli teknikler
kullan›lmaktad›r. Ribozomal 16S rRNA geni, 16S
ve 23S rRNA genleri aras›nda yer alan ITS (Internal
Transcribed Spacer) bölgesi ile thdF, rpoA, rpoB,
ompA, recN ve gluA gibi hedef genler Cronobacter
spp.'nin tan›mlamas›nda kullan›lan genlerdir (11-21). 

Bu araflt›rmada direkt PCR uygulamas› ile bebek
mamas›nda Cronobacter spp.'nin tespitinde klasik
kültürel belirleme yöntemine k›yasla daha h›zl›
ve duyarl› bir yöntem gelifltirilmesi amaçlanm›flt›r.

MATERYAL ve YÖNTEM

Bebek maması 

Materyal olarak kullan›lan toz bebek mamas›
(bafllang›ç), Türkiye Atom Enerjisi Kurumu'nda
(TAEK,  SANAEM,  Ankara)  10  kGy  dozda
›fl›nlanarak sterilize edilmifltir.

Bakteri kültürü

Araflt›rmada,  C.  muytjensii ATCC  51329,  C.
sakazakii (bebek ek g›das›ndan izole edilerek
moleküler tan›s› gerçeklefltirilen sufl G73), bakteri
kültürleri kullan›lm›flt›r. Cronobacter türlerine özgü
primerlerin spesifikli¤inin tespitinde ise referans
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bakteri kültürleri 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 kullan›lm›flt›r.
-20°C'ta dondurularak muhafaza edilen bakteri
kültürleri denemelerden önce Tryptic Soy Broth
(TSB, Merck)  besiyerine inoküle edilmifl ve
37°C'ta 24 saat inkübe edilerek aktive edilmifltir.

Bebek maması örneklerinin inokülasyonu

Bebek mamas›, üretici firman›n haz›rlama talimat›
do¤rultusunda steril su ile haz›rlanm›flt›r. Geri alma
çal›flmalar›nda belirli say›da (101-106 KOB/mL)
C. muytjensii ATCC 51329 suflu steril bebek
mamas›na    kat›l›p    homojen    bir    flekilde
kar›flt›r›ld›ktan sonra herhangi bir ön zenginlefltirme
ifllemi yap›lmaks›z›n buradan al›nan örnekte hedef
bakterinin hangi say›da geri al›nabilece¤i tespit
edilmeye  çal›fl›lm›flt›r.  Bu  belirlemeler  DNA
izolasyon kiti kullan›larak ve kaynatma yöntemi
ile ayr› ayr› gerçeklefltirilmifltir. ‹kinci aflamada
steril bebek mamas› örnekleri standart sufl ile
inoküle edilmifl (yaklafl›k 100, 101 ve 102

KOB/mL) ve 4; 6 ve 8 saatlik ön zenginlefltirme
ifllemi uygulanarak hedef bakterinin direkt PCR
yöntemi ile belirlenmesi için gerekli optimum ön
zenginlefltirme süresi saptanm›flt›r.

DNA izolasyonu

C. muytjensii ATCC 51329 standart suflu inoküle
edilmifl bebek mamalar›ndan DNA izolasyonu iki
farkl›  yöntemle  gerçeklefltirilmifltir.  Birinci
yöntemde bebek mamas›ndan C. muytjensii ATCC
51329 DNA izolasyonu Fermantas Genomic DNA
Purification Kit #K0512 yard›m›yla gerçeklefltirilmifltir.
DNA kiti ile izolasyon için 5 mL bebek mamas›
örne¤i 12000 x g'de 10 dakika santrifüj edilmifl
(Sigma  3K30)  ve  elde  edilen  pelet  200  µL
Tris-EDTA (TE)'da çözülmüfltür. Daha sonra 400 µL
lizis çözeltisi eklenerek 65 °C'ta 10 dakika inkübe
edilmifltir. ‹nkübasyon sonunda 600 µL kloroform
eklenerek 12000 x g'de 2 dakika santrifüj edilmifltir.
‹fllem sonras›nda üst faz al›n›p 800 µL presipittasyon
çözeltisi eklenerek 12000 x g'de 2 dakika yeniden
santrifüj  edilmifl  ve  süpernatant  tamamen
uzaklaflt›r›lm›flt›r. Elde edilen DNA peleti 100 µL
1.2 M NaCl'de çözüldükten sonra üzerine 300 µL
so¤uk  etanol  eklenerek  -20°C'ta  10  dakika
bekletilmifltir.  12000 x g'de  4  dakika  santrifüj
iflleminden  sonra  etanol  uzaklaflt›r›l›p  pelet
50-100 mL TE içerisinde çözülmüfltür. Ekstraktlar

kullan›l›ncaya kadar -20 °C'da muhafaza edilmifltir.
‹kinci yöntemde ise bebek mamas› örne¤inde
bulunan  bakteriler  kaynatma  yöntemi  ile  lize
edilerek DNA'lar› aç›¤a ç›kar›lm›fl ve buradan
PCR aflamas›na geçilerek hedef bakterinin varl›¤›
tespit edilmeye çal›fl›lm›flt›r (21). Bu amaçla 1 mL
bebek mamas› örne¤i 16000 x g'de 10 dakika
santrifüj  edilmifl  (Sigma  3K30)  ve  elde  edilen
pelet 1 mL steril dam›t›k suda çözülmüfltür. Elde
edilen süspansiyon ›s›t›c› blokta (Thermolyne
17600 Dri-Bath ) 100 °C'ta 10 dakika kaynat›ld›ktan
sonra 5000 x g'de 10 dakika santrifüj edilmifl,
süpernatanttan al›nan 10 µL yeni bir Eppendorf
tüpüne aktar›larak PCR iflleminde kullan›lm›flt›r.

DNA'nın PCR'da amplifikasyonu

PCR analizlerinde kullan›lan 16S rRNA spesifik
primerleri  National  Center  for  Biotechnology
Information  (NCBI)  veri  taban›nda  bulunan
Cronobacter türlerine ait 16S rRNA dizileri ile
karfl›laflt›r›larak  %100  homolojiyle  uygunlu¤u
belirlenmifltir.  Belirlenen  primer  dizileri  ile
Cronobacter spp.'nin 16S rRNA gen bölgesinin
929 baz çiftlik (bç) bölümü ço¤alt›lm›flt›r. PCR
reaksiyonunda kullan›lan Cronobacter türlerine
özgü primerlerin oligonükleotit 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' fleklindedir. PCR
reaksiyon kar›fl›m›; 0.05 U/mL Taq DNA polimeraz,
4mM MgSO4, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4
mM dGTP ve 0.4 mM dTTP içeren PCR master
mix (Fermantas), 50 µM forward primer (Thermo)
ve 50 µM reverse primerden (Thermo) oluflmaktad›r.
Uygun konsantrasyonlardan oluflan reaksiyon
kar›fl›m›na PCR ifllemi uygulam›flt›r. PCR döngüsü;
94 °C'ta 2 dakika ön denatürasyon, 94 °C'ta 30
saniye, 58 °C'da 30 saniye, 72 °C'ta 30 saniye (50
döngü) ve 72 °C'ta 5 dakika son uzama olacak
flekilde gerçeklefltirilmifltir. 

Agaroz jel elektroforezi 

‹zolasyonu yap›lan DNA örnekleri için %1'lik
agaroz  jeller,  PCR  sonucunda  elde  edilen
amplikonlar›n analizi için %1.5'lik agaroz jeller
kullan›lm›flt›r.   Agaroz,   1X   TBE   (Tris-Borik
asit-EDTA; 10X TBE: 0.9M Tris, 0.9M Borik Asit
ve 0.02M EDTA) tamponunda eritildikten sonra
DNA'n›n  ultraviyole  ›fl›k  alt›nda  görünmesini
sa¤layan etidyum bromür ilave edilerek tarak
içeren  elektroforez  kasetine  dökülmüfltür.  Jel
polimerize  olduktan  sonra  1X  TBE  içeren
elektroforez tank›na yerlefltirilmifltir. DNA örnekleri
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ve PCR ürünlerinden 10'ar µL al›narak, 2'fler µL 6X
yükleme boya çözeltisi (Fermantas) ile kar›flt›r›larak
jeldeki kuyucuklara yüklenmifl ve ilk kuyucu¤a
yüklenen 100 bç'lik DNA ladder (GeneRuler 100
bp Plus DNA ladder, Fermantas) eflli¤inde 90V
elektrik ak›m›nda yaklafl›k 90 dakika yürütülmüfltür.
Daha  sonra  jel,  jel  görüntüleme  sistemi  ile
bilgisayarda incelenerek görüntüleri kaydedilmifltir
(Gel Logic 200 Imaging System, Kodak). 

SONUÇ ve TARTIŞMA

Bebek  mamalarından  Cronobacter spp.
tespitinde direkt PCR yönteminin duyarlılığı

Geri alma çal›flmalar›nda belirli say›da (101-106

KOB/mL) C. muytjensii ATCC 51329, bebek
mamas› ortam›na kat›l›p homojen bir flekilde
kar›flt›r›ld›ktan sonra buradan al›nan örnekte direkt
PCR yöntemi ile hedef bakterinin hangi say›da
geri al›nabilece¤i tespit edilmifltir. Hedef bakterinin
tespiti DNA izolasyon kiti ve kaynatma ifllemi
olmak üzere iki farkl› yöntemle geçeklefltirilmifltir.
Ön zenginlefltirme ifllemi uygulanmaks›z›n DNA
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu gerçeklefltirilen
ve ard›ndan PCR uygulanan örneklerin agaroz jel
görüntüleri fiekil 1'de verilmifltir. Bu yöntem ile
bebek  mamalar›nda  en  düflük  102 KOB/mL
düzeyinde  bakteri  kontamine  edilen  bebek

mamas›ndan DNA izolasyonu gerçeklefltirilirken,
101 KOB/mL düzeyinde bakteri kontamine edilen
bebek mamalar›ndan izole edilen DNA örnekleri
jelde   gözlenmemifltir.   Bebek   mamas›nda
Cronobacter spp. tespitinde DNA izolasyon kiti
ile elde edilen en düflük belirleme limiti (102

KOB/mL) Wang ve ark. (22) taraf›ndan bildirilen
de¤ere  (1.2x103 KOB/mL)  göre  daha  düflük
olmas›na karfl›n Seo ve Bracket (23) taraf›ndan
belirlenen de¤erle (1.0x102 KOB/mL) oldukça
benzerlik göstermektedir.

Belirli say›da C. muytjensii ATCC 51329 standart
suflu ile kontamine edilmifl bebek mamalar›ndan
DNA izolasyonu yap›lmadan, kaynat›larak elde
edilen hücre lizat›ndan haz›rlanan süpernatant,
kal›p DNA olarak kullan›lm›fl ve bu örnekler de
spesifik   primerler   kullan›larak   PCR   ifllemi
uygulanm›flt›r. Bu örneklere ait PCR ürünlerinin
jel görüntüsü fiekil 2'de verilmifltir. Uygulanan bu
yöntem ile bebek mamalar›nda Cronobacter spp.
tespitinde  limit  de¤er  104 KOB/mL  olarak
belirlenmifltir. 101; 102 ve 103 KOB/mL düzeyinde
yap›lan kontaminasyonlardan haz›rlanan jellerde
özgün bant gözlenmemifltir. Sonuçlar incelendi¤inde
direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespitinde,
DNA  izolasyon  kiti  ile  uygulanan  yöntemin
kaynatma yöntemine göre daha duyarl› oldu¤u
saptanm›flt›r.
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fiekil 1. Rekonstitüe bebek mamas›nda direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (DNA izolasyon kiti kullan›larak
gerçeklefltirilen yöntem). M: Marker (100 bp DNA ladder),
PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan
ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK: Negatif Kontrol
Figure 1. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR (DNA Isolation Method I). PCR
products amplified from infant formula containing 101 to 106

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)

fiekil 2. Rekonstitüe bebek mamas›ndan direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter spp. tespiti (kaynatma yöntemi). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK:
Negatif Kontrol 
Figure 2. Direct detection of Cronobacter spp. in reconstitu-
ted infant formula by PCR (DNA Isolation Method II). PCR
products amplified from infant formula containing 101 to 106

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)



Araflt›rma kapsam›nda PCR analizlerinde kullan›lan,
Cronobacter türlerine  özgü  16S  rRNA  gen
bölgesinin 929 bç'lik DNA fragmentini ço¤altan
primerlerin spesifikli¤i belirlenmifltir (fiekil 3). Bu
amaçla C. muytjensii ATCC 51329 standart suflu
d›fl›nda bebek mamas› ve ek g›da bileflenlerinden
yayg›n olarak izole edilen ve tan›mlanan bakteriler
ile özellikle bebeklerde potansiyel enfeksiyon
etkeni bakteriler referans olarak kullan›lm›flt›r.
Belirli say›da (106 KOB/mL) test bakterileri ile
kontamine edilmifl bebek mamas›nda yap›lan
direkt PCR sonras›nda C. muytjensii ATCC 51329
ve sekans analizi sonucu C. sakazakii olarak
tan›mlanan G73 kodlu sufl d›fl›nda di¤er bakteriler
için  jelde  bant  gözlenmemifl  ve  kullan›lan
primerlerin Cronobacter spp. için spesifik oldu¤u
belirlenmifltir.

Ön zenginleştirme sonrası direkt PCR yöntemi
ile bebek mamalarından Cronobacter spp.
tespiti

Yap›lan çal›flmalarda Cronobacter spp.'nin bebek
mamalar›ndaki kontaminasyon düzeyinin oldukça
düflük say›larda (0.36-66 KOB/100 g) oldu¤u
bildirilmifltir (1). Bu nedenle Cronobacter spp.

tespitine yönelik mevcut yöntemlerde bakterinin
geri kazan›m oran›n› art›rmak için zenginlefltirme
ifllemi uygulanmaktad›r. Araflt›rma kapsam›nda
bebek mamas› örneklerinde, selektif olmayan ön
zenginlefltirme ortam›nda (rekonstitüe bebek
mamas›)  37 °C'ta  4; 6  ve  8  saatlik  inkübasyon
süreleri kullan›larak yaklafl›k 100; 101 ve 102

KOB/mL seviyesindeki hedef bakterinin direkt
PCR yöntemi ile belirlenmesi için gerekli en k›sa
ön zenginlefltirme süresi saptanm›flt›r. Belirli say›da
bakteri ile kontamine edilmifl ve ön zenginlefltirme
ifllemine tabi tutulmufl bebek mamas› örneklerinden
DNA  izolasyon  kiti  ve  kaynatma  yöntemi  ile
DNA izolasyonu yap›lm›fl, ard›ndan PCR ifllemi
gerçeklefltirilmifltir. Bu örneklere ait PCR ürünlerinin
agaroz jel görüntüleri fiekil 4 ve fiekil 5'de verilmifltir.

DNA izolasyon kiti kullan›larak kontamine edilmifl
bebek   mamalar›nda   yaln›zca   4   saatlik   ön
zenginlefltirme iflleminin uygulanmas› ile 1
KOB/mL seviyesinde Cronobacter varl›¤› tespit
edilebilmifltir (fiekil 4). Buna karfl›n kaynatma
yöntemi uygulanarak gerçeklefltirilen direkt PCR
yöntemi ile 4 saatlik ön zenginlefltirme ifllemi
sonras›nda 10 KOB/mL seviyesinde Cronobacter
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fiekil 3. Cronobacter türlerine özgü primerlerin spesifikli¤inin
tespiti. M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol
(C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR
ürünü),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)

fiekil 4. Rekonstitüe bebek mamas›ndan ön zenginlefltirme
sonras› direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespiti (DNA
izolasyon kiti kullan›larak gerçeklefltirilen yöntem). M: Marker
(100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii
ATCC 51329 DNA's›ndan ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK:
Negatif Kontrol
Figure 4. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant formula by PCR after an enrichment step (DNA
Isolation Method I). PCR products amplified from infant for-
mula containing 100 to 102 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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belirlenebilirken,  6  saatlik  ön  zenginlefltirme
sonras›nda  Cronobacter tespitinde  limit  de¤er
1 KOB/mL  olarak  saptanm›flt›r  (fiekil 5).  Ön
zenginlefltirme ifllemi sonras› direkt PCR yöntemi
ile Cronobacter tespitinde, DNA izolasyon kiti ile
gerçeklefltirilen  yöntemin  (4  saatlik  bir  ön
zenginlefltirme ile 1 KOB/mL duyarl›l›kta tespit)
kaynatma yöntemine göre daha duyarl› oldu¤u
ve bu yöntemde daha k›sa bir ön zenginlefltirme
süresine ihtiyaç duyuldu¤u saptanm›flt›r. Buna
karfl›n analiz maliyeti göz önüne al›nd›¤›nda 6
saatlik  bir  ön  zenginlefltirme  ile  kaynatma
yönteminin (1 KOB/mL duyarl›l›kta) daha avantajl›
bir yöntem oldu¤u belirlenmifltir.

Cronobacter spp. tespitinde PCR yönteminin,
kültürel belirleme yöntemlerine göre etkinli¤i,
birçok araflt›rmac› taraf›ndan karfl›laflt›rmal› olarak
araflt›r›lm›fl ve PCR yönteminin, kültürel belirleme
yöntemlerine oranla daha h›zl› ve daha duyarl›l›kta
sonuç verdi¤i bildirilmifltir. Gutierrez-Rojo ve
Torres-Chavollo (24) taraf›ndan yap›lan araflt›rmada,
direkt PCR yöntemi ile 105 KOB/mL düzeyinde
Cronobacter spp. tespit edilirken, 8 saatlik selektif
zenginlefltirme ile yap›lan PCR sonucunda 1
KOB/mL düzeyinde Cronobacter spp. saptanm›flt›r.

Araflt›r›c›lar taraf›ndan 50 bebek mamas› örne¤i
klasik yöntem ve direkt PCR yöntemi ile analiz
edilmifl  ve  analiz  sonras›nda  PCR  yöntemi  ile
39  örnekte  Cronobacter spp.  pozitif  olarak
do¤rulan›rken, klasik yöntemde 31 örnekte pozitif
olarak  do¤rulanm›flt›r.  16S-23S  rDNA  genini
kodlayan ITS gen bölgeleri hedef al›narak yap›lan
baflka bir araflt›rmada, TaqMan prob ve SYBR
Green temelli olmak üzere iki farkl› real-time
PCR  tekni¤i  ile  Cronobacter spp.  toz  bebek
mamas› örneklerinde 1.1 KOB/100 g seviyesinde
tespit   edilebilmifltir   (12).   Mohan   Nair   ve
Venkitanarayanan   (21),   taraf›ndan   yap›lan
araflt›rmada, bebek mamas›nda direkt PCR yöntemi
ile 103 KOB/mL düzeyinde ve 8 saatlik zenginlefltirme
sonras›nda 0.1 KOB/mL düzeyinde Cronobacter
spp.  belirlenmifltir.  Zimmermann  ve  ark.  (14)
taraf›ndan real-time PCR ve ompA hedef geni
kullan›larak toz bebek mamas›nda Cronobacter
spp.'nin h›zl› tespitine yönelik yap›lan di¤er bir
araflt›rmada, brain heart infusion (BHI) broth
besiyerinde 12 saatlik zenginlefltirme ile 10
KOB/g düzeyinde hedef bakteri tespit edilmifltir.
Yap›lan bir di¤er çal›flmada ise, kantitatif real-time
PCR ile cgcA hedef geni ve TaqMan prob kullan›larak,
toz  bebek  mamas›nda  zenginlefltirme  ifllemi
yap›lmaks›z›n 1100 KOB/g, tamponlanm›fl peptonlu
suda gerçeklefltirilen 6 saatlik zenginlefltirme
sonras›nda  ise  2  KOB/25  g  (0.08  KOB/g)
düzeyinde C. sakazakii belirlenebilmifltir (25). 

Standart  kültürel  yöntemle  (ISO/TS  22964)
Cronobacter spp. izolasyonu ve biyokimyasal
identifikasyonu için 6 günlük bir zaman dilimine
ihtiyaç  duyulmaktad›r  (26).  Bu  araflt›rmada,
bebek mamas›ndan Cronobacter spp. tespitinde
(1 KOB/mL düzeyinde) uygulanan direkt PCR
yöntemi  ile  kit  kullan›larak  yaln›zca  10  saat,
kaynatma yöntemi ile ise yaln›zca 12 saat sonunda
sonuç al›nabilmektedir. Biyokimyasal izolasyon
ve tan› yöntemleri kullan›larak yap›lan kültüre
dayal› yöntemlerin baz› dezavantajlar› vard›r.
Bunlar;  izolasyon  ve  tan›  için  uzun  zaman
gereksinimi, tür düzeyinde kesin tan› yap›lmas›nda
karfl›lafl›lan yanl›fl negatif sonuçlar ve belki de en
önemlisi  hasar  görmüfl  mikroorganizmalar›n
kültürel yöntemlerle gelifltirilmesinde karfl›lafl›lan
zorluklard›r. Bu ve benzeri nedenlerle g›dalardan
patojen mikroorganizmalar›n aranmas›nda direkt
PCR yönteminin kullan›lmas› son zamanlarda
üzerinde  çok  durulan  bir  konudur.  Klinik

fiekil 5. Rekonstitüe bebek mamas›ndan ön zenginlefltirme
sonras› direkt PCR yöntemi ile Cronobacter spp. tespiti
(kaynatma yöntemi). M: Marker (100 bp DNA ladder), PK:
Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA's›ndan
ço¤alt›lm›fl PCR ürünü), NK: Negatif Kontrol
Figure 5. Detection of Cronobacter spp. in reconstituted
infant  formula  by  PCR  after  an  enrichment  step  (DNA
Isolation Method II). PCR products amplified from infant
formula containing 100 to 102 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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mikrobiyolojide patojenlerin izolasyonunda PCR
temeline dayal› yöntemler patojen aranmas›nda
yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. Bu yöntemlerin
di¤er  baz›  avantajlar›  da  canl›  fakat  kültürü
yap›lamayan (viable but non-culturable; VBNC)
mikroorganizmalar›n da belirlenmesine olanak
sa¤lamakta,  ayn›  anda  çok  say›da  örnek  ile
çal›fl›lmas›na olanak tan›maktad›r. Yüksek duyarl›l›k
ve seçicilik gibi avantajlar›n›n yan› s›ra, h›zl› ve
otomasyona uyum sa¤layan bir yöntem olarak
kabul edilmektedir (27). 

Araflt›rma sonunda, Cronobacter spp. tespitinde
klasik kültürel yönteme göre daha k›sa sürede ve
yüksek duyarl›l›kta sonuç veren PCR bazl› bir
yöntem gelifltirilmifltir. Kontamine edilmifl bebek
mamalar›nda yaln›zca 4 saatlik bir ön zenginlefltirme
sonras› uygulanan direkt PCR yöntemi ile 1
KOB/mL düzeyinde hedef bakteri belirlenebilmifltir.
Bebek  mamalar›n›n  Cronobacter spp.  ile
kontaminasyon düzeyinin oldukça düflük oldu¤u
göz önüne al›nd›¤›nda k›sa süreli bir zenginlefltirme
ifllemi  ile  kombine  edilerek  uygulanan  PCR
yönteminin, bebek mamalar›nda Cronobacter
spp. tespitinde baflar›l› bir flekilde kullan›labilece¤i
ortaya konmufltur.
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