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Cronobacter sakazakii, bebeklerde ve cocuklarda hayati tehlike yaratan menenjit, sepsis ve
nekrotizan enterokolit enfeksiyonlarinin 6nemli bir sebebidir. Cesitli klinik vakalarda C.
sakazakii enfeksiyonu ile bebek mamasi tiikketimi epidemiyolojik olarak iligkili bulunmustur. Bu
calismada, toz formdaki bebek mamasi, bebek ek gidasi ve bilesenlerinde C. sakazakii
izolasyonu ve molekiiler identifikasyonu gergeklestirilmis, ardindan bakterinin farkli sicaklik ve
pH kosullarindaki davraniglar incelenmistir. Arastirma kapsaminda bebek mamasinda patojenin
hizli tanisi igin direkt PCR ydntemi iizerine modifikasyon g¢aligmalari yapilmigtir. Incelenen
bebek mamalarinin hi¢birinde C. sakazakii belirlenmemistir. Buna karsin bebek ek gidalar
igerisinde yalnizca tahil bazli ek gidada C. sakazakii saptanmistir. Analiz edilen bilesen
grubundan, tahil iirlinlerinin % 82.9’unun Enterobacteriaceae ile kontamine oldugu, bunlardan
% 60’nin C. sakazakii, % 32’sinin E. cloacae, % 20’sinin K. pneumoniae ve % 20’sinin E.
agglomerans igerdigi saptanmustir. C. sakazakii suslarmin rekonstitiie bebek mamasinda 4
°C’da gelisim gostermedigi ve depolama siiresince bakteri sayilarinda azalma oldugu
gdzlenmistir. Suslarin logaritmik fazda 10, 20 ve 30 °C’da ortalama jenerasyon siirelerinin
stirastyla 9.31+1.13, 1.0940.03 ve 0.51+0.02 saat oldugu tespit edilmistir. Genel olarak C.
sakazakii susglarinin asit pH’ya onemli ol¢iide direng gosterdigi saptanmis ve C. muytjensii
ATCC 51329 disinda incelen diger dort susun 6 saat boyunca pH 3.5’de canli kaldigi
belirlenmistir. Analize alinan C. sakazakii suslarimin farkli sicakliklardaki 1sil direnglerinin
degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. D degerlerinin 54, 56 ve 58 °C’da sirasiyla 2.96-12.21,
1.10-4.27 ve 0.29-1.19 dakika araliginda oldugu belirlenmistir. z degerlerinin ise 0.36-1.50 °C
oldugu saptanmigtir. Bebek mamasinda yalnizca 4 saatlik bir 6n zenginlestirme sonrasi
uygulanan direkt PCR yontemi ile 1 kob/mL seviyesinde Cronobacter spp. belirlenebilmistir.
Cronobacter spp. tespitinde uygulanan PCR ydnteminin kiiltiirel belirleme yontemlerine oranla
daha hizli ve daha duyarli oldugu saptanmustir.

Ekim 2011, 120 sayfa

Anahtar Kelimeler: Cronobacter sakazakii, bebek mamasi, izolasyon, molekiiler tani, 16S
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

ISOLATION OF CRONOBACTER SAKAZAKII FROM POWDERED INFANT FORMULA
AND INVESTIGATION OF GROWTH PARAMETERS

Gokge POLAT YEMIS

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

Cronobacter sakazakii causes meningitis, sepsis, and necrotizing enterocolitis in neonates and
infants. C. sakazakii infections have been epidemiologically associated with consumption of
reconstituted powdered infant formula. In this study, isolation and molecular identification of C.
sakazakii from powdered infant formula, infant food and its ingredients were performed, and
investigated the growth of C. sakazakii at different pH and temperature. In addition, it was
determined the thermal resistance of C. sakazakii and modified PCR method for the rapid
detection C. sakazakii in infant formula. C. sakazakii was not detected in any infant formula that
analyzed. However, C. sakazakii was detected in only cereal based infant food. It was found that
82.9% of cereal products were contaminated by Enterobacteriacea and, 60%, 32%, 20% and
20% of them were C. sakazakii, E. cloacae, K. pneumoniae and E. agglomerans, respectively.
None of the C. sakazakii strains grew at 4 °C and populations decreased during storage. The
average generation times for C. sakazakii strains at 10, 20 and 30 °C in reconstituted infant
formula were 9.31£1.13, 1.09+£0.03 and 0.51+0.02, respectively. C. sakazakii strains were
generally resistant in acidic pH. The other four strains of C. sakazakii, except for C. muytjensii
ATCC 51329, were shown to survive at pH 3.5 during 6 hours. C. sakazakii strains showed a
wide variability in heat resistance at different temperatures. The D-values of C. sakazakii strains
at 54, 56 and 58 °C were ranged from 2.96-12.21 min., 1.10-4.27 min., 0.29-1.19 min.,
respectively. The z-values for the studied C. sakazakii strains calculated as 0.36-1.50 °C.
Detection limit of PCR assay for Cronobacter spp. was determined to be 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.

October 2011, 120 pages

Key Words : Cronobacter sakazakii, infant formula, isolation, molecular identification, 16S
rRNA, growth parameters
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1. GIRIS

Son yillarda 6nemi artan bir patojen olan Cronobacter spp. (eski adi ile Enterobacter
sakazakii), bebeklerde hayati risk olusturan menenjit, sepsis ve nekrotizan enterokolit
enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Heniiz tam olgunlagsmamis bagirsak yapisina sahip
olan; prematiire, 28 gilinden kiiciik, diisiik dogum agirligina sahip ve medikal bakim
goren bebekler Cronobacter spp. enfeksiyonu riski altindadir. Cronobacter spp.
enfeksiyonunun goriilme oran1 12 aydan kiiciik bebekler i¢cin 1/100 bin iken, diigiik
dogum agirligina (<1500 g) sahip bebeklerde bu oran 9.4/100 bin’dir. Dogal yasam
alan1 bilinmemekle beraber; bakteri gidadan, ¢evreden ve farkli klinik kaynaklardan
izole edilmistir. Yenidogan bebeklerde goriilen enfeksiyonlar sebebiyle Cronobacter
spp.’nin, bebek mamasi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Salgmlar da g¢ogunlukla
yenidogan bakim {initelerinde ger¢eklesmektedir. Cronobacter spp. ozmotik ortam ve
kurutma gibi ¢evresel stres kosullarina diger Enterobacteriaceae iiyelerine kiyasla daha
direnclidir ve diisiik su aktivitesine sahip olan bebek mamasinda (0.25-0.5 ay) uzun siire
canliligin1 korumaktadir. Ancak, epidemiyolojik arastirmalar bebek mamasiin yan
sira, hastane ortamlarinda mamalarin hazirlanmasi i¢in kullanilan arag-geregleri de

kontaminasyon kaynagi olarak gostermistir.

Uluslararas1 Mikrobiyolojik Spesifikasyonlar Komisyonu (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods; ICMSF) Cronobacter spp.’yi potansiyel
olarak yasami tehdit eden ya da 6nemli kronik sekellere yol agan ciddi bir tehlike olarak
tanimlamig ve Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve tip B gibi gida
kaynakli ya da Cryptosporidium parvum gibi su kaynakli patojenler ile ayn1 grupta yer
almasma karar vermistir. Bakterinin, yeni dogmus bebeklerin iist gastrointestenal
sistemlerinde diistik pH kosullariyla karsilasmayacagi ve hizla ince bagirsaklara gegerek
enfeksiyona neden olabilecegi belirtilmistir. Cronobacter spp. ilk kez 1958 yilinda
Ingiltere’de iki bebegin &liimii ile sonuglanan bir salginda yenidoganlarla
iliskilendirilmistir. Son donemde yapilan arastirmalarda ise Cronobacter tiirleri
icerisinde yalmzca C. sakazakii, C. malonaticus ve C. turicensis’in neonatal
enfeksiyonlarla iligkili oldugu bildirilmistir. Bakteri, en ¢cok yeni dogmus bebekler ve 3

giinliik ile 4 yas aras1 ¢ocuklarda hastaliga neden olarak kendini géstermis olup, simdiye



kadar bebek ve gocuklarda yaklasik 156 adet Cronobacter spp. enfeksiyonu vakasi ve
29 adet olim (% 19) rapor edilmistir. Bu salginlarda hastaliga yakalanan bebeklerde
6lim oraninin % 40-80 oldugu ve hayatta kalanlar i¢in siiregelen sorunlarin norolojik
rahatsizliklarla sonuglanabildigi bildirilmistir. Bunun iizerine toz bebek mamasi
kullanim1 ile ortaya c¢ikan enfeksiyon riskini azaltmak ic¢in uygun stratejilerin

uygulamasina yonelik ¢abalar artmistir.

Ulkemizde gegerli kayit sistemlerinin heniiz yeterli diizeye erismemis olmas1 nedeniyle
simdiye kadar bebek mamas1 kontaminasyonuna bagli olarak gelisen Cronobacter spp.
enfeksiyonu bildirilmemistir. Ancak son donemde birgok tilkede oldugu gibi lilkemizde
de bebek ve devam formiilleri ile bebek ek gidalarina ait mikrobiyolojik kriterler
yeniden gozden gegirilmis ve 2009 yili itibariyle Tiirk Gida Mevzuati Bebek ve Devam
Formiilleri Tebligi’nde yer alan mikrobiyolojik kriterlerde Cronobacter spp.’ye iliskin
yeni bir diizenleme getirilmistir. Cronobacter spp.’nin neden oldugu enfeksiyon
vakalarinin siklig1 son yillarda artig gdstermesine ragmen iilkemizde halen bu bakteri ile
ilgili c¢alismalar olduk¢a smirlidir. Bu bakterinin iilkemizdeki bebek mamalarindaki
yayginligt ve diizeyinin belirlenmesi, bakterinin iireme karakteristikleri, virulens
faktorleri ve hizli tamisina yonelik konularda ayrintili c¢aligmalara gereksinim

duyulmaktadir.

Bu tez g¢aligmasi ile Oncelikle iilkemizdeki bebek mamalari, bebek ek gidalart ve
bilesenlerinin C. sakazakii yoniinden mikrobiyolojik kalitesi ve risk potansiyelinin
ortaya konulmasi, C. sakazakii’nin sicaklik, pH gibi farkli stres kosullarindaki
davraniglarinin incelenmesi ve PCR temelli molekiiler teknik kullanilarak C.
sakazakii’'nin tespitinde klasik kiiltiirel belirleme yoOntemine kiyasla daha hizli ve

duyarl bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Cronobacter spp.’nin Taksonomisi ve Biyokimyasal Ozellikleri

Cronobacter spp., Enterobacteriaceae familyasina ait Gram negatif, fakiiltatif anaerob,
cubuk seklinde, spor olusturmayan, peritrik flagella ile hareketli bir bakteridir.
Cronobacter spp. onceleri Enterobacter cloacae’nin sar1 pigment veren bir tipi olarak
tanimlanirken, 1980 yilinda DNA-DNA hibridizasyonu, biyokimyasal reaksiyonlari,
pigment iiretimi ve antibiyotik duyarliliklarindaki farkliliklar nedeniyle yeni bir tiir
olarak adlandirilmistir (Farmer vd. 1980, Nazarowec-White ve Farber 1997a, Iversen ve
Forsythe 2003, Lehner ve Stephan 2004, Gurtler vd. 2005, Drudy vd. 2006, Mullane vd.
2006).

Adin1 Japon bir mikrobiyolog olan Riichi Sakazaki’den alan ve E. sakazakii olarak
bilinen bu bakterinin menenjit etmeni olduguna dair ilk agiklama, Urmenyi ve Franklin
(1961) tarafindan yapilmustir. 1958 yilinda, Ingiltere’nin St. Albans bélgesinde yeni
dogmus iki bebekteki menenjit vakasinda ve daha sonra Danimarka’da menenjitten sag
kurtulan fakat cesitli zihinsel ve norolojik bozukluklar yasayan bir ¢ocukta hastalik
etmeni atipik sar1 pigmentli E. cloacae olarak kaydedilmistir. E. sakazakii isminin
kayitlara ge¢mis ilk kullanimi, Farmer ve Brenner (1977) tarafindan yapilmistir. Bakteri
icin daha dnceden kullanilan bes isim Urmenyi ve Franklin basili, sar1 koliform, sar1
Enterobacter, pigmentli cloacae A organizmasi ve oOzellikle de sar1 pigmentli E.
cloacae’dir (Iversen ve Forsythe 2003, Gurtler vd. 2005).

E. sakazakii’nin Enterobacter ve Citrobacter ile % 53-54 oraninda yakinlik gosterdigi,
Citrobacter freundii ile % 41, E. cloacae ile de % 51 oraninda iliskili oldugu
belirlenmistir. Bunun ardindan mikroorganizmanin fenotipik agidan E. cloacae’ye daha
yakin olmasindan dolay1r Enterobacter cinsinde yer almasina karar verilmistir. DNA-
DNA hibridizasyonu ile yapilan ¢alismalar sonunda sar1 pigmentli suglarin, pigmentsiz
suslarla % 50’den az homoloji gosterdiginin belirlenmesi lizerine sar1 pigmentli E.
cloacae’nin yeni bir tiiri kapsamasi gerektigi one siriilmiistiir (Farmer vd. 1980,

Gurtler vd. 2005).



E. sakazakii’nin D-sorbitol negatif olmasi, DNaz testinde ge¢ pozitif sonu¢ vermesi ve
Tryptic Soy Agarda 25 °C’daki inkiibasyonda yayilmayan sar1 renkli bir pigment
tiretmesi ile E. cloacae’dan ayrildigi belirlenmistir (Farmer vd. 1980). Test edilen 129
adet E. sakazakii susunun tamaminda a-glucosidaz aktivitesi belirlenmesine karsin, E.
aerogenes, E. cloacae ve E. agglomerans’: igine alan diger 97 adet Enterobacter
tiirliniin higbirinde bu tiir bir aktiviteye rastlanmamistir (Mutyjens vd. 1984). E.
sakazakii izolatlarinin % 97.3’iiniin, ayrica siittozu ve bebek mamasindan izole edilen 6
adet susun 25 ve 37 °C’da 7 giin inkiibasyondan sonra Tween-esteraz lirettigi tespit
edilmis ve enzimin E. sakazakii’yi, Tween-esteraz negatif olan E. cloacae’dan ayirmak

i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Aldova vd. 1983).

Son yapilan polifazik taksonomik c¢aligmalar sonucu E. sakazakii, Enterobacteriaceae
familyasi icerisinde Cronobacter olarak adlandirilan yeni bir cins altinda alt1 yeni tiir
(Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter dublinensis,
Cronobacter muytjensii, Cronobacter turicensis ve Cronobacter genomospecies I) ve
ti¢ yeni alt tiir (Cronobacter dublinensis ssp. dublinensis, Cronobacter dublinensis ssp.
lactaridi, Cronobacter dublinensis ssp. lausannennis) olarak yeniden siniflandirilmistir.
(Iversen vd. 2007, 2008). Yeni siniflandirmaya gore Cronobacter genomospecies I

disindaki bes Cronobacter tiirii 16 biyogruba ayrilmistir:

- C. sakazakii (Biyogrup 1-4, 7, 8, 11, 13)
- C. malonaticus (Biyogrup 5, 9, 14)

- C. dublinensis (Biyogrup 6, 10, 12)

- C. muytjensii (Biyogrup 15)

C. turicensis (Biyogrup 16)

Iversen vd. (2007, 2008), 210 adet Cronobacter susunu iceren bir koleksiyonun
fenotipik 0Ozelliklerinin belirlenmesi iizerine yaptiklart kapsamli bir arastirmada,
Cronobacter tiirlerindeki biyokimyasal farkliliklar ortaya koyacak temel biyokimyasal
testleri tanimlamiglardir. Cronobacter tiirleri arasindaki biyokimyasal farkliliklar
cizelge 2.1°de, Cronobacter tiirleri ile Enterobacteriaceae iiyelerinin ayriminda

kullanilan biyokimyasal testler ise ¢izelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.1 Cronobacter tiirleri arasindaki biyokimyasal farkliliklar (Iversen vd. 2007)
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Cronobacter spp., besiyeri ve susa bagl olarak parlak ve mat olacak sekilde iki koloni
tipi olusturmaktadir. Tryptic Soy Agarda olusan koloni c¢aplarinin, 36 °C’da 24 saat
inkiibasyondan sonra 2-3 mm, 25 °C’da 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda
sirastyla 1-1.5 ve 2-3 mm oldugu belirlenmistir. Stvi besiyerinde gelisen Cronobacter
spp.’nin kiimelenme ve sediment olusturma egiliminde oldugu gézlenmistir (Farmer vd.

1980, Nazarowec-White ve Farber 1997b, Iversen ve Forsythe 2003).

Cronobacter spp. 6-47 °C gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilmektedir.
Cronobacter spp.’nin gelisme sicakligi araligi Farmer vd. (1980) tarafindan 57 susta
arastirilmistir. Buna gore, 4 ve 50 °C’da gelisme olmazken, suslarin ¢ogu 47 °C’da
gelisim gostermistir. Kindle vd. (1996), Cronobacter spp. ve Klebsiella pneumoniae’nin
test edilen diger mikroorganizmalara gore (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium terrae ve Candida albicans) rekonstitiie bebek

mamasinda daha hizli gelistiklerini tespit etmislerdir.



Cizelge 2.2 Cronobacter tiirleri ile Enterobacteriaceae iiyelerinin ayriminda kullanilan biyokimyasal testler (Iversen vd. 2008)
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Nazarowec-White ve Farber (1997b) tarafindan, Cronobacter spp.’nin gelisme sicakligi
bes klinik izolat, bes gida izolat1 ve standart sus kullanilarak aragtirilmis ve maksimum
gelisme sicakliginin 41-45 °C, minimum geligsme sicakliginin 5.5-8 °C arasinda oldugu
bildirilmistir. Iversen vd. (2004a), alti klinik ve gida susunun 6-45 °C arasinda
gelistigini ancak, optimum gelisme sicakliginin 37-43 °C oldugunu belirlemislerdir.
Yapilan bagka bir arastirmada, bakterinin rekonstitiie bebek mamasinda 8-47 °C’da
gelistigi tespit edilmistir (Kandhai vd. 2006). Cronobacter spp. igin jenerasyon ve lag
stirelerinin, diger Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri igin rapor edilen siirelere yakin
oldugu, fakat siit iiriinlerinde bulunan diger organizmalardan daha kisa oldugu
belirlenmistir. Cronobacter spp.’nin jenerasyon siiresinin oda sicakliginda 40 dakika
oldugu bildirilmistir Cronobacter spp.’nin bebek mamasindaki hizli gelisiminin, yeni
dogmus bebeklerde hastaneden kaynaklanan ve patojenle ilgili enfeksiyonlarin nedeni

olabilecegi tahmin edilmektedir (Nazarowec-White ve Farber 1997b).

Cronobacter spp.’nin asit pH’ya oOnemli o6l¢iide direng gosterdigi belirlenmistir.
Edelson-Mammel vd. (2006), HCI ile pH 3.0 ve 3.5’e ayarlanmig Tryptic Soy Broth
(TSB) besiyerinde 12 Cronobacter spp. izolatinin canli kalma diizeylerini
incelemislerdir. On iki sustan onunun 37 °C’da 5 saatten fazla bir siirede 1 logaritmik
birimden az diisiis gosterdigi, pH 3.0°da TSB’deki indirgemenin 4.9->6.3 log kob/mL
diizeyinde oldugu belirtilmistir. Yapilan baska bir arastirmada Cronobacter spp.’nin
tireyebildigi en diisiik pH degerlerinin 37 °C’da pH 3.9-4.1 oldugu bildirilmistir (Dancer
vd. 2009). Skladal vd. (1993), 10-15 kob/500 mL diizeyinde Cronobacter spp. ile
asilanmis ve 30 °C’da inkiibasyona birakilmis siitiin fermantasyonunu incelemislerdir.
Aragtirmada pH, L-laktat ve D-laktat iiretimindeki degisimler belirlenmistir.
Cronobacter spp.’nin siitii hizli bir sekilde fermente edip, pH’y1 20 saatten az bir siirede
6.6’dan 5.6’ya distirdiigii belirtilmistir. L-laktat ve D-laktat yogunluklarinin sirasiyla,
0.40 mM ve 10.7 mM’a ulastig1 belirlenmistir.

2.2 Cronobacter spp.’nin Kontaminasyon Kaynaklari

Cronobacter spp.’nin dogal yasam alani bilinmemekle beraber, bakteri gevrede ve

gidalarda bulunabilmektedir. Yenidogan bebeklerde goriilen enfeksiyonlar sebebiyle



Cronobacter spp.’nin, bebek mamasi ve siit tozu ile iliskili oldugu disiiniilmektedir.
Ancak, bakteri gidadan, cevreden ve farkli klinik kaynaklardan izole edilmistir.
Cronobacter spp.’nin temel gevresel kaynaklarinin su, toprak ve sebzeler oldugu, ikincil
bir kontaminasyon yolunun da sinekler ve kemirgenler gibi vektorler olabilecegi
belirtilmistir (Iversen ve Forsythe 2003). Cronobacter spp.’nin Meksika’daki meyve
sinegi Anastrepha ludens ve ahir sinegi Stomoxys calcitrans’dan izole edildigi
bildirilmistir. Ozellikle Stomoxys calcitrans sineginin diinyadaki yayilisi ile Cronobacter
spp. enfeksiyonlarmin rapor edildigi bolgeler arasinda korelasyon oldugu
belirtilmektedir. Bu durum Cronobacter spp.’nin gevresel kontaminasyonunda bu
sineklerin de 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Kuzina vd. 2001, Hamilton vd.

2003, Giiltekin ve Demirel 2006).

Cronobacter spp. serebrospinal sivilar, kan, kemik iligi, balgam, idrar, bagirsak ve
solunum sistemleri, géz, kulak, yaralar ve diski dahil olmak iizere ¢ok genis klinik
kaynaklardan izole edilmistir. Cronobacter spp.’nin gidalarda ve ¢evrede, klinik
ortamlarda oldugundan daha yaygin oldugu belirtilmistir. Organizma, peynir, siittozu,
bebek mamalari, UHT siit, fermente edilmis ekmek, tofu, eksi cay, kiirlenmis et, dana
kiyma, sosis eti, tahillar, baharat ve sebzeler de dahil olmak {izere bir dizi gidadan izole
edilmistir. Ayrica fabrika ortamlarindan, siittozu iiretim tesislerinden, ev tipi elektrik
stiptirgesinden de siklikla izole edildigi bildirilmistir. Elde edilen bulgular bakterinin her
yerde bulunabilen dagilimin1  dogrulamaktadir. Engelleyici kontrol Onlemleri
tasarlanirken, Cronobacter spp.’nin genis olgiide yaygin dogasinin da gbéz Oniinde
bulundurulmasi tavsiye edilmektedir (Kuzina vd. 2001, Iversen ve Forsythe 2003,
Iversen vd. 2004b, Kandhai vd. 2004a, Gurtler vd. 2005, Drudy vd. 2006, Craven vd.
2010, Reich vd. 2010).

Bebek mamalari, ilk 4 veya 6 aya kadar bebeklerin besin ihtiyaglarini karsilayabilen,
normal biliylime ve gelismeyi saglamak amaciyla iretilen, bilesimi anne siitiine yakin
olan; protein, yag, karbohidrat, vitaminler, mineral maddeler ve katki maddeleri ile
teknolojisine uygun olarak hazirlanan ve 1s1l islemle dayanikli hale getirilen {iriinlerdir
(Anonim 2009a). Cronobacter spp., pek ¢ok gidada tespit edilmis olmasina ragmen,

enfeksiyon ile giiclii bir iliski sadece toz bebek mamasinda bulunmustur.



Bebek mamasimin Cronobacter spp. ile kontaminasyonu, dogrudan ve dolayli yoldan
olabilir. Dogrudan kontaminasyon bakterinin, liretimin bir asamasinda bebek mamasina
bulagsmasindan kaynaklanmaktadir. Normal kosullarda Cronobacter spp.’nin toz bebek
mamast Uretiminin pastorizasyon asamasinda canli kalamadigi ancak {irliniin
pastorizasyon islemi sonrasinda vitamin, mineral, protein gibi 1siya duyarh katkilarin ve
besin elementlerinin eklenmesi sirasinda kontamine olabilecegi belirtilmektedir. Ancak
yapilan bir arastirmada bakterinin, iiretimin 1sil islem uygulanan sprey kurutma
asamasinda canli kalabildigi belirlenmistir (Arku vd. 2008). Bu nedenle iiretim
sirasindaki yetersiz pastorizasyon da enfeksiyona neden olabilmektedir. Dolayl
kontaminasyon ise bebek mamasinin hazirlanmasi sirasindaki yetersiz hijyenik kosullar
ile blender ve kasik gibi kirli mutfak araglarinin kullanimindan kaynaklanabilmektedir
(Drudy vd. 2006). Bes neonatal menenjit vakasindan olusan bir salginda, bebek
mamasini hazirlamak ic¢in kullanilan bir karistirma kasigi ve bir tabak firgasindan ve
hazirlanmis bebek mamasindan Cronobacter spp. izole edilmistir (Muytjens vd. 1983).
Bakterinin lateks, polikarbonat, silikon, cam, polivinil kloriir ve paslanmaz ¢elik
yiizeylerde tutunarak gelisebildigi ve biyofilm olusturdugu tespit edilmistir (Iversen vd.
2004a, Kim vd. 2007). Sekil 2.1’de bebek mamasi tliketimi sirasindaki olasi

kontaminasyon kaynaklar1 ve risk faktorleri gosterilmistir (Forsythe 2005).

Bebek mamasinda Cronobacter spp. varligina yonelik ¢ok ¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Muytjens vd. (1988) 35 iilkeden 141 toz bebek mamasi Orneginin %
52.2’sinin Enterobacteriaceae ile kontamine oldugunu, bunlardan % 25’inin E.
agglomerans, % 21’inin E. cloacae ve % 14’tniin Cronobacter spp. igerdigini
belirlemiglerdir. Kontaminasyon diizeyinin 0.36-66 kob/100 g arasinda oldugu
belirtilmistir. Bu diizey, yenidogan yogun bakim {initesindeki bir salgin sirasinda
kullanilmis olan ag¢ik bir toz mama kutusu i¢in Simmons vd. (1989)’nin belirledigi 8

kob/100 g’lik degere yakindir.

Nazarowec-White ve Farber (1997b), Kanada’daki bes farklit markaya ait toplam 120
adet bebek mamasini test ederek bunlardan % 6.7’sinin Cronobacter spp. igerdigini
tespit etmislerdir. Pozitif 6rneklerdeki Cronobacter spp. diizeylerinin siklikla 0.36-66
kob/100 g arasinda oldugu belirtilmistir. Heuvelink vd. (2001) tarafindan toz bebek



mamasi ve siit tozu orneklerinde 25 g’da var/yok testi yapilmis, incelenen 170 siit tozu
orneginin 7’sinde ve 40 toz bebek mamasinin 1’inde Cronobacter spp. belirlenmistir

(Gurtler vd. 2005).

a. Bebek mamasi

0.36-66 kob/lOOg,% f&
orneklerin %14'

e. Rekonstitiisyon

b. Ekipman |::> |:> [ Bebek midesi }

f. Oda sicakhginda  g. Sindirim ve enfeksiyon
f muhafaza olasihig

| SHEHEHHI

c. insan
d. Biyofilm olusumu

Sekil 2.1 Bebek mamasi tiikketimi sirasindaki olasi kontaminasyon kaynaklar1 ve risk
faktorleri (Forsythe 2005)

a. Toz bebek mamasinin kontaminasyonu, b. Rekonstitlisyon sirasinda kullanilan kasik gibi temiz
olmayan ekipmanlarin kullanilmasi sonucu meydana gelen kontaminasyon, c. Rekonstitiisyon sirasinda
insanlar tarafindan mamanin kontaminasyonu, d. Kontamine olmus biberonun yetersiz temizlenmesi,
e. Rekonstitiisyon sirasinda kullanilan suyun sicakligi, f. Rekonstitiisyon sonrasinda bakterinin oda
sicakliginda ¢ogalmasi, g. Bebegin midesinde bakterinin canliligini siirdiirmesi ve olasi ¢ogalmasi

Iversen ve Forsythe (2004b), 82 toz bebek mamasi 6rnegini ve 404 gida {iriiniini
Cronobacter spp., Salmonella ve Enterobacteriaceae varligi agisindan incelemislerdir.
Bakteri, 82 mamanin 2’sinden (% 2.4), 49 bebek gidasinin 5’inden (% 10.2), 72 siit
tozunun 3’iinden (% 4.1), 62 peynir {riniiniin 2’sinden (% 3.2) ve 122 bitki ve
baharatin 40’1n1 (% 37.8) kapsayan ¢esitli kuru gida maddelerinden izole edilmistir.
Bebek mamasi, bebek gidasi ve siittozu orneklerinden Salmonella izole edilmemistir.
Mama ve siittozunun, Salmonella kontrolii ile gozlem altinda tutularak hijyenik
tiretiminin ve Enterobacteriaceae sayimmin Cronobacter spp.’yi kontrol altina almadigi
sonucuna varilmigtir. Yapilan bagka bir arastirmada 58 bebek mamasi 6rneginin 8’inde

(% 13.8) Cronobacter spp. belirlenmistir (Leuschner vd. 2004). Shaker vd. (2007),
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bebek mamasi, bebek gidasi, siit tozu, tahil {iriinleri, baharat, seker ve gida iiretim
ortamlar1 olmak tizere 106 6rnekte Cronobacter spp. ve Enterobacter sp. varligim
aragtirmiglardir. Bebek mamasi (2/8), bebek gidasi (2/15) ve tahil iiriinlerinde (1/18)
Cronobacter spp. saptanirken, siit tozu, seker ve gevresel 6rneklerde Cronobacter spp.

belirlenmemistir.

Bebek devam mamalar1 ve bebek gidalarinda C. sakazakii ve diger Cronobacter tiirleri
lizerine yapilan uluslararasi bir arastirmada, 7 farkli iilkeden (Brezilya, Endonezya,
Ingiltere, Israil, Kore, Malezya, Portekiz) toplam 290 6rnek temin edilmistir. Analize
aliman devam mamalarinin % 3 (3/91)’linde, bebek gidalarinin ise % 12 (24/199)’sinde
C. sakazakii belirlenmistir. Arastirma kapsaminda devam mamalarindan C. sakazakii
disinda Acinetobacter baumannii, E. cloacae, K. pneumoniae, C. freundii ve Serratia
ficaria izole edilmistir (Chap vd. 2009). O’Brien vd. (2009a), devam mamalar1 ve
ayrica bebek igeceklerini igeren toplam 470 ornegi C. sakazakii varhigi agisindan
incelemislerdir. Arastiricilar tarafindan siit ve soya bazli devam mamalarinda C. sakazakii
saptanmazken, incelenen iki tahil bazli bebek iceceginde C. sakazakii (0.003-0.013
EMS/g) tespit edilmistir.

2.3 Cronobacter spp.’nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar ve Patojenite

Cronobacter spp. enfeksiyonlar1 bebeklerde hayati tehlike yaratan menenjit, septisemi
ve nekrotizan enterokolit (NEC) vakalarinin onemli bir sebebidir. Ozellikle erken
dogmus (prematiire) ve diisiik kilolu (<2.5 kg) bebekler ile 28 giinden kiiclik olan
bebeklerin daha fazla risk altinda oldugu belirtilmistir. Yetiskinlerde ise ¢ok daha az
sayida Cronobacter spp. enfeksiyonu bildirilmistir ve genellikle enfeksiyonun hayati
tehlike yaratmadigr saptanmustir (Nazarowec-White ve Farber 1997a, Iversen ve
Forsythe 2003, Gurtler vd. 2005, Drudy vd. 2006). Bakteri, en ¢ok yeni dogmus
bebekler ve 3 giinliikk ile 4 yas arasi ¢ocuklarda hastalia neden olarak kendini
gostermistir. Simdiye kadar bebek ve ¢ocuklarda yaklasik 156 adet Cronobacter spp.
enfeksiyonu vakast ve 29 adet oliim (% 19) rapor edilmistir (Kandhai 2010). Ancak,
epidemiyolojik arastirmalarla dogrulanan ¢alismalar, bebek mamasimnin yani sira,

hastane ortamlarinda mamalarin  hazirlanmast i¢cin  kullanilan  arag-gerecleri
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kontaminasyon kaynagi olarak gostermistir (Muytjens vd. 1983, Noriega vd. 1990).
Urmenyi ve Franklin (1961) 1958 yilinda Ingiltere’de gerceklesen, Cronobacter
spp.’nin sebep oldugu ilk iki menenjit vakasini bildirmistir. Ardindan diinya ¢apinda
Cronobacter spp.’nin sebep oldugu menenjit, septisemi, nekrotizan enterokolit vakalari
rapor edilmistir (Cizelge 2.3). Raporlarin ¢ogunun hastane kresleri ve neonatal yogun
bakim {initelerinden oldugu bildirilmistir. Prematiire bebeklerin ve medikal saglik
sorunlar1 olan bebeklerin Cronobacter spp. enfeksiyonuna yakalanma riski daha
yiiksektir. Ancak, Izlanda’da saglikli, zamaninda dogmus bir bebegin, hastaneden
¢ikarilmadan 6nce hasta oldugu ve Cronobacter spp. enfeksiyonunun kalic1 nérolojik

bozukluklara neden oldugu bildirilmistir.

Yeni dogmus bebeklerde enfeksiyon riskini arttirmaya katkida bulunan faktorler,
prematiire dogum ve diisik dogum agirligidir. Bakterinin, yeni dogmus bebeklerin iist
gastrointestenal sistemlerinde diisik pH kosullariyla karsilasmayacagi ve hizla ince
bagirsaklara gegerek enfeksiyona neden olabilecegi belirtilmistir (Iversen ve Forsythe
2003, Gurtler vd. 2005, Drudy vd. 2006). Van Acker vd. (2001), Belcika’da nekrotizan
enterokolit goriilen 12 bebegin etkilendigi bir Cronobacter spp. salgini bildirmislerdir.
Bu salginda Cronobacter spp. toz bebek mamasindan hazirlanan sivi mamadan izole
edilmistir. Belgika’da 2002 yilinda ticari olarak piyasa siiriilmiis bir bebek mamasi
tilketiminin ardindan Cronobacter spp. kaynakli menenjit nedeniyle bir bebek hayatini
yitirmistir. Hastaligin bulastigi bebek mamasinda diisikk degerlerde Cronobacter spp.
belirlenmesinin ardindan {irlin piyasadan toplatilmistir. Haziran 2004’te Yeni
Zelanda’da erken dogan bir bebekte Cronobacter spp. kaynakli menenjit belirlenmis ve
olimle sonuglanmistir. Bunun ardindan yiiriitiilen incelemede neonatal yogun bakim
tinitesinde diger 4 bebegin de bu organizmayr tasidigimi ortaya ¢ikarmig ancak
bebeklerden higbirinin durumu kétiilesmemistir. inceleme sonunda, mikroorganizmanin
kaynaginin kullanilan bebek mamasi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Drudy vd. 2006). Son
olarak 2008 yilinda ABD’nin New Mexico eyaletinde ve Japonya’da kayitlara gegen
Cronobacter spp. enfeksiyonlar bildirilmistir.
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Cizelge 2.3 Diinya iizerindeki neonatal Cronobacter spp. salginlar1 (Kandhai 2010)

Yil Ulke Vaka sayisi Oliim
1961 Ingiltere 2 2
1965 Danimarka 1

1979 ABD 1

1981 ABD 2

1983 Hollanda 8 6
1984 Yunanistan 1

1985 ABD 1

1987 Yunanistan 11 4
1988 ABD 2

1989 Portekiz 1 1
1989 Izlanda 3 1
1989 ABD 4

1990 ABD 1

1991 ABD 1

1994 Almanya 1

1997 Iskogya 1

2000 ABD 1

2000 Brezilya 5

2001 ABD 3

2001 Belcgika 12 2
2001 [srail 2

2002 Israil 3

2002 ABD 20 2
2002 Belcgika 1 1
2003 Brezilya 1

2003 Macaristan 1

2003 ABD 5

2004 ABD 2

2004 Macaristan 1

2004 Yeni Zelanda 5 1
2005 ABD 2

2005 Macaristan 1

2006 ABD 5

2006 Macaristan 1

2006 Fransa 9 2
2007 ABD 9 1
2007 Kanada 1

2007 Hindistan 2 1
2007 Ispanya 1

2007 Fransa 18 4
2008 ABD 3

2008 Japonya 1

Toplam 156 29
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Menenjit, neonatal Cronobacter spp. enfeksiyonlarinda rapor edilen en sik goriilen
durumdur. Cronobacter spp. menenjiti i¢in bebek o6liim orami % 40-80 olup 6liim
genellikle enfeksiyonun birka¢ saati icinde gergeklesmektedir. Hayatta kalanlar icin
stiregelen sorunlarin norolojik rahatsizliklarla sonuc¢lanabildigi bildirilmistir. Pek ¢ok
neonatal Cronobacter spp. menenjiti vakasinin yeni dogmus bebeklerde yaygin olarak
goriilen gastrointestinal bir hastalik olan nekrotizan enterokolitle bir iligkisi olabilecegi
bildirilmistir. Hastalik; yaklasik % 2-5 oraninda prematiire bebegi etkilerken, % 10-
55’inde oOliime yol agmaktadir. Anne siitiiyle beslenmis bebeklere kiyasla, bebek
mamastyla beslenmis bebeklerde nekrotizan enterokolitin 10 kat daha yaygin oldugu

belirtilmistir (Iversen ve Forsythe 2003, Gurtler vd. 2005, Drudy vd. 2006).

Cronobacter spp.’nin patojenik mekanizmasi ve potansiyel viriilens faktorlerine iliskin
¢ok az bilgi bulunmaktadir. Pagotto vd. (2003) fare modelini kullanana kadar,
Cronobacter spp.’nin minimum bulasict dozunu, 6ldiiriicii dozunu veya viriilensligini
belirli bir bicimde gosteren hi¢bir hayvan modeli tanimlanmamistir. Arastirmacilar,
Cronobacter spp.’nin, agiz yoluyla veya intraperitoneal yolla asilanmis fareler igin
patojenik oldugunu bulmuslardir. Arastirmada kullanilan 18 Cronobacter spp.
izolatindan (9 klinik, 8 gida ve 1 standart sus) 4’iinlin enterotoksin iirettigi
belirlenmistir. Baz1 suslarin ise patojenik olmadiklar: tespit edilmistir. Son dénemde
yapilan bir arastirmada ise Cronobacter tiirleri igerisinde yalnizca C. sakazakii, C.
malonaticus ve C. turicensis’in neonatal enfeksiyonlarla iligkili oldugu bildirilmistir
(Kucerova vd. 2010).

Bugiine kadar Cronobacter spp. enfeksiyonu saptanmig neonatal vakalarda bulasici doz
belirlenmemistir. Enfeksiyon dozu ile ilgili yeterli diizeyde epidemiyolojik ¢alismanin
bulunmamasina karsin bakterinin enfeksiyon olusturmasi i¢in gerekli hiicre sayisinin
Neisseria menengitidis, E. coli O157 ve L. monocytogenes 4b gibi patojen bakteriler ile
benzerlik gosterecegi tahmin edilmektedir. Enfektif doz, organizmanin ge¢misi,
konakg¢inin durumu ve gida matriksine bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir (Iversen

ve Forsythe 2003).
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2.4 izolasyon ve identifikasyon Yontemleri

Cronobacter spp.’nin bebek mamalarindaki kontaminasyon diizeyinin (0.36-66 kob/100
g) oldukga diisiik oldugu bildirilmistir. Bu nedenle Cronobacter spp. tespitine yonelik
mevcut yontemlerde bakterinin geri kazanim oranini artirmak i¢in zenginlestirme islemi
uygulanmaktadir. Cronobacter spp.’nin toz bebek mamasindan izolasyonu ve sayimi
icin uygulanan kiiltiirel belirleme yontemlerinden biri olan FDA metodu Cronobacter
spp.’nin sar1 pigment {iretimine dayalidir (Anonymous 2002). Yontem, toplam 333 g
triind (3x100 g, 3x10 g, 3x1 g) analize alan En Muhtemel Say1 (EMS) yaklagimina
dayanmaktadir. Islem, steril saf su ile on zenginlestirme, Enterobacteriaceae
Enrichment Broth besiyerinde selektif zenginlestirme ve Violet Red Bile Glucose
Agarda (VRBG) izolasyon asamalarint kapsar. VRBG Agardan 5 adet olasi
Cronobacter spp. kolonisi segilir ve Tryptic Soy Agarda 25 °C’da 48-72 saat
inkiibasyon sonunda sar1 pigment iiretimi belirlenir. Bunu takiben izolatlar API 20E
biyokimyasal identifikasyon sistemi ve oksidaz testi kullanilarak dogrulanir (Sekil 2.2).
Ancak bu protokol yalnizca Enterobacteriaceae igin secici olup, Cronobacter spp. igin
belirleyici degildir. Ayrica protokoliin tamamlanmasi i¢in 5 giinliikk bir siire
gerekmektedir. Heuvelink vd. (2001), Cronobacter spp. tespitinde 6n zenginlestirme
besiyeri olarak Tamponlanmig Peptonlu Su (TPS) kullanarak 25 g bebek mamasi

Ornegini var/yok yontemiyle analiz etmislerdir (Gurtler vd. 2005).

Toz bebek mamalarinda Cronobacter spp.’nin belirlenmesinde FDA tarafindan 6nerilen
metodun uzun siirmesi ve izolasyonda kullanilan besiyerinin (VRBG Agar) bakteri i¢in
secici ve ayirt edici olmamasi nedeniyle son yillardaki ¢alismalarda Cronobacter spp.
izolasyonu ic¢in kromojenik substratlar iceren besiyeri formiilasyonlart gelistirilmistir.
Cronobacter spp. izolasyonu igin gelistirilen kromojenik besiyerleri Cronobacter
spp.’nin sahip oldugu a-glucosidase aktivitesine dayalidir. Bu 6zellik bakteriyi izole
etmek i¢in gelistirilmis besiyerlerinde diferansiyel reaksiyon i¢in temel olusturmaktadir.
Yeni gelistirilen besiyeri formiilasyonlarinda kromojenik substrat olarak 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-a-D-glucopyranoside ~ (XaGlc)  (Iversen  vd.  2004c), 4-
methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside (MUaGlc) (Leuschner vd. 2004, Oh ve Kang
2004), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-cellobioside (Restaino vd. 2006)
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kullanilmaktadir. Cronobacter spp., a-glucosidase enzimi ile bu substratlar1 hidrolize
ederek farkli renklerde koloni olusmasini saglamakta ve 365 nm uzun dalga boylu

ultraviyole 151k altinda floresan 1s1ma veren lriinlere doniistiirmektedir.

Cronobacter spp. izolasyonu i¢in XaGlc igeren besiyerlerinden en yaygin kullanilanlari
Druggan-Forsythe-Iversen Agar (DFI Agar) ve Enterobacter sakazakii Isolation Agar
(ESIA)’dir. Kromojenik bir substrat olan XaGle, a-glucosidase enzimi ile aglikon ve
bromo-4-chloro-3-indolyl’e pargalanir ve olusan iiriinlerden bromo-4-chloro-3-indolyl,
oksijen varliginda bir pigment olan bromo-chloro-indigo’ya doniisiir. Bu pigment
sayesinde Cronobacter spp. besiyerinde mavi-yesil renkli koloniler olusturur. o-
glukozidaz aktivitesi yalnizca Cronobacter spp. ile sinirli degildir. DFI agarda ESIA
besiyerinden farkli olarak besiyerinde hidrojen siilfiir iiretimi belirlenebilmekte boylece
zayif o-glucosidase aktivitesine sahip olan Proteus tiirlerinin ayrimi mimkiin

olmaktadir (Iversen vd. 2004c).

Iversen vd. (2004c), Cronobacter spp.’nin 95 adet klinik ve gida izolati iizerine
yaptiklar1 caligmalarinda, DFI Agar kullanilarak izlenen yontemin FDA yOntemine

kiyasla daha kisa zamanda sonug verdigini gostermislerdir.

Leuschner vd. (2004) tarafindan, bebek mamasinda Cronobacter spp.’nin belirlenmesi
igin bir besiyeri gelistirilmistir. Bu besiyeri, Cronobacter spp.’yi Enterobacteriaceae
familyasindaki diger tiirlerden ayiran o-glukosidaz enzim aktivitesi {izerine
kurulmustur. Cronobacter spp., 4-methylumbelliferyl a-D-glucoside (a-MUG) eklenmis
Nutrient Agarda UV 15181 altinda floresan 1s1ma veren sar1 koloniler olusturmaktadir.
Bebek mamalarindan izole edilmis olan Acinetobacter sp., Escherichia hermanii,
Cedaceae lepagii, Leclercia acecarboxylata ve E. aglomerans da sar1 pigment iiretmis,
fakat koloniler UV 15181 altinda floresan 1s1ma vermemistir. Besiyeri, toz bebek
mamasinda Cronobacter spp. tespit etmek ic¢in tasarlanmis laboratuvarlar arasi bir
calismada iyi performans gostermistir. Bagka bir ¢alismada, a-MUG igeren kromojenik
besiyerinin Cronobacter spp.’nin ayirt edilmesi ve izolasyonu igin giivenilir oldugu

gosterilmistir (Oh ve Kang 2004, 2005).
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Kandhai vd. (2004b), Tryptic Soy Agar besiyerinde sar1 pigmentli hiicreler tarafindan a-
glucosidaz iiretimine dayali bir kolorimetrik analiz yontemi gelistirmislerdir. Koloni, p-
nitrophenyl-a-D-glucopyranoside iceren ortamda c¢oziilmiis, 37 °C’da inkiibasyona
birakilmis ve sart renkli p-nitrophenyl hidrolizat olusumu spektrofotometrik olarak
incelenmistir. Bu yontemle ii¢ siit tozu iiretim fabrikasindan toplanan 152 g¢evresel

ornegin 18’inden Cronobacter spp. izole edilmistir.

ISO (International Organization for Standardization) ve IDF (International Dairy
Federation) tarafindan 2006 yilinda siit ve siit iriinlerinde Cronobacter spp.’nin
belirlenmesine yonelik standart bir analiz yontemi yayinlanmistir (Anoymous 2006).
Yontemi FDA yonteminden ayiran en onemli 6zellik, izolasyonda Cronobacter spp.
icin belirleyici olan kromojenik besiyerinin kullanimidir. Bu ydntemde &n
zenginlestirme Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS)’da, selektif zenginlestirme modifiye
Lauryl Sulfate Broth (mLST; vankomisin katkili LST)’da ve izolasyon kromojenik kat1
besiyerinde (Enterobacter sakazakii Isolation Agar) gerceklestirilmektedir. Kromojenik
besiyerinde gelisen tipik kolonilerin dogrulanmas i¢in 6ncelikle sar1 pigment olusumu

belirlenmekte ve diger biyokimyasal testler yapilmaktadir (Sekil 2.2).

Son yillarda Cronobacter spp. izolasyonunda varolan yontemlere alternatif daha hizli,
etkin ve giivenilir yontem arayisina gidilmis ve bu konuda arastirmalar yogunluk
kazanmistir. O’Brien vd. (2009b), bebek mamalarindan Cronobacter spp.
izolasyonunda 6n zenginlestirme ve zenginlestirme asamalarinin kombine edildigi tek
bir zenginlestirme (Cronobacter Enrichment Broth, CEB) ve izolasyon (ChromID
Sakazakii) asamalarindan olusan yeni bir protokol gelistirmiglerdir (Sekil 2.2). Tek
asamali zenginlestirme isleminin uygulandigi bu yeni protokol ile standart kiiltiirel
yontemlere gore analiz siiresinin 2 giin kisaldig1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda protokolde
zenginlestirme besiyeri olarak kullanilan Cronobacter Enrichment Broth’un
performansinin  Cronobacter spp. izolasyonunda kullanilan diger zenginlestirme
besiyerlerine kiyasla daha iyi oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda
bazi Cronobacter tiirlerinin modifiye Lauryl Sulfate Broth ve Enterobacteriaceae
Enrichment Broth besiyerlerinde gelismedigi bildirilmistir (Lehner vd. 2006, Iversen ve

Forsythe 2007). Cronobacter spp. tespiti amaciyla ¢ok sayida zenginlestirme ve
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izolasyon besiyerleri gelistirilmis ve bunlarin karsilastirmalar1 {izerine arastirmalar
yapilmistir. Son donemde Cronobacter spp.’nin tespiti i¢in formiile edilen besiyerlerine
ornek olarak Kim-Rhee (KR) Agar ve Al-Holy-Rasco (AR) Broth verilebilir. Formiile
edilen bu besiyerlerinden Kim-Rhee (KR) Agar’in Cronobacter spp. izolasyonunda
yiiksek 6zgiilliik (% 98) ve duyarliliga (% 100) sahip oldugu belirtilmistir (Al-Holy vd.
2011, Kim ve Rhee 2011).

On zenginlestirme On zenginlestirme
1:10 oraninda ornek: TPS

37°C 18+2 saat inkiibasyon

3x1/10/100 g 1:10 oraninda saf su
36°C 24 saat inkiibasyon

| |

Zenginlestirme Selektif zenginlestirme

Zenginlestirme

100 pL 6nzenginlestirme kiiltiir
50/100g 6rnek 450 mL CEB

10 mL 6nzenginlestirme kiiltiirii
90 mL EE Broth

36°C 24 saat inkiibasyon

10 mL mLST Broth-vankomisin

. 37/41.5°C 18+2 saat inkiibasyon
44°C 24 +2 saat inkiibasyon

|

izolasyon

VRBG Agar (0.1mL, 10 pL)

|

izolasyon

Kromojenik agar (10 pL)

|

izolasyon

Kromojenik agar (10 uL)

37°C 12-24 saat inkiibasyon

36°C 24 saat inkiibasyon 44°C 24 £2 saat inkiibasyon

| | !

Identifikasyon identifikasyon identifikasyon

Tipik 5 koloni Tipik 5 koloni

Tipik 5 koloni

TSA 25°C 48-72 saat inkiibasyon TSA 25°C 48-72 saat inkiibasyon

TSA 25°C 48-72 saat inkiibasyon

Sar1 koloniler Sar1 koloniler Sar1 koloniler

API 20E Biyokimyasal identifikasyon Biyokimyasal identifikasyon

(C)) (b) (©)
Sekil 2.2 Cronobacter spp. tespitinde kullanilan protokoller (Healy vd. 2010)
a. FDA, b. ISO/TS 22964, c. O’Brien vd. 2009b
Patojenlerin analizinde kullanilan klasik yontemlerin analiz siirelerinin uzunlugu 6énemli
bir dezavantajdir. Molekiiler teknikler, bakterilerin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve

siniflandirilmasinda biiyliik 6éneme sahiptir. Bu nedenle patojen mikroorganizmalarin

tespitinde son yillarda DNA’ya dayali teknikler olduk¢a 6nem kazanmis ve 6zellikle
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PCR teknigi klasik yontemlerin yerini alabilecek hizli ve duyarl alternatif bir metot

olarak one ¢ikmustir.

Son yillarda Cronobacter spp.’nin genetik tiplendirme ¢alismalarinda tim gen
bolgelerinin analizine imkan saglayan, siniflandirma ve karakterizasyonda oldukga hizl
bir yontem olan PCR temelli teknikler kullanilmaktadir. Ribozomal 16S rRNA geni,
16S ve 23S rRNA genleri arasinda yer alan ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi
ile thdF, rpoA, rpoB, ompA, recN ve gluA gibi hedef genler Cronobacter spp.
tanimlamasinda kullanilan genlerdir (Lehner vd. 2006, Liu vd. 2006, Mohan Nair ve
Venkitarayanan 2006, Hassan vd. 2007, Healy vd. 2008, Iversen vd. 2008,
Krascsenicsova ve Trncikova 2008, Zhou vd. 2008, El-Sharoud vd. 2009, Kuhnert vd.
2009, Stoop vd. 2009).

Seo ve Brackett (2005), real-time PCR ile Cronobacter spp.’nin makro-molekiiler
(MMS) operon sentezini hedefleyen primerler ve TaqMan prob kullanarak,
sulandirilmis  bebek mamalarinda Cronobacter spp.’yi zenginlestirme islemi
yapilmaksizin 100 kob/mL, 24 saat zenginlestirme sonrasinda ise 0.6 kob/mL diizeyinde
belirleyebilmislerdir. 16S-23S rDNA genini kodlayan ‘‘internal transcrib spacer’ gen
bolgelerinin hedef alinarak yapilan baska bir arastirmada, TagMan Prob ve Sybr Green
olmak iizere iki farkli real-time PCR teknigi ile Cronobacter spp. toz bebek mamasi
orneklerinde 1.1 kob/100 g seviyesinde tespit edilebilmistir (Liu vd. 2006). Gutierrez-
Rojo ve Torres-Chavollo (2007) tarafindan yapilan aragtirmada, direkt PCR yontemi ile
10° kob/mL diizeyinde Cronobacter spp. tespit edilirken, 8 saatlik selektif
zenginlestirme ile yapilan PCR sonucunda 1 kob/mL diizeyinde Cronobacter spp.
saptanmistir. Mohan Nair ve Venkitanarayanan (2006), arastirmalarinda bebek
mamasinda direkt PCR yontemi ile 10° kob/mL diizeyinde ve 8 saatlik zenginlestirme

sonrasinda 0.1 kob/mL diizeyinde Cronobacter spp. belirlemislerdir.

Chen vd. (2009), standart FDA yontemini revize ederek bebek mamalarindan C.
sakazakii’nin tespitinde kromojenik agar ve real-time PCR sisteminin kombine edildigi
yeni bir protokol gelistirmislerdir. Revize edilen yontemin standart yonteme gore daha

duyarli oldugu belirtilmistir.
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Cronobacter spp.’nin belirlenmesinde ticari ti¢ farkli real-time PCR sisteminin (BAX®
System PCR Assay Enterobacter sakazakii, Assurance GDS™ Enterobacter sakazakii,
Foodproof® Enterobacter sakazakii Detection Kit) karsilastirildigi bir g¢alismada,
Foodproof® Enterobacter sakazakii Detection Kit ve Assurance GDS™ Enterobacter

sakazakii sistemlerinin 6zgilligii % 100 olarak belirlenmistir (Feer vd. 2011).

Gida ve gevresel orneklerden izole edilen Cronobacter spp.’nin karakterizasyonunda
PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), MLST (Multi Locus Sequence Typing) ya da ribotyping yontemleri de

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cetinkaya (2011) ¢esitli gidalardan (tahil unlar, bitki caylar1 ve hayvansal gidalar) izole
edilen 54 adet Enterobacter spp. ve Cronobacter spp. izolatlarinin tiir diizeyinde
belirlenmesinde uygun olan molekiiler tiplendirme yontemini belirlemek amaciyla
yaptig1 arastirmada, PFGE, MLST, PCR bazli 16S rRNA dizi analizi ve MALDI-TOF
MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
tekniklerini karsilastirmistir. Aragtirma sonucunda PFGE yontemi ile daha kisa bir
siirede sonu¢ alindigi, MLST ve 16S rRNA dizi analizi yontemlerinin ise suslarin
tanimlanmasinda daha etkili oldugu tespit edilmistir. PFGE, yiiksek ayrim giicii ve
yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelliklerinden dolayr molekiiler tiplendirme yontemleri
arasinda altin standart olarak ifade edilmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu 2011).
Mullane vd. (2007) bebek mamasi {iiretim tesisinde Cronobacter varlhigi iizerine
yaptiklar1 aragtirmalarinda PFGE yontemi kullanmiglardir. FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) yontemi de, bakteri tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Almeida vd. (2009) tarafindan FISH yontemi kullanarak Cronobacter spp.’nin hizl
tespitine yonelik yapilan arastirmada, 8 saatlik zenginlestirme ile toz bebek mamasinda
1 kob/10 g diizeyinde hedef bakteri tespit edilirken, yontemin ozgilliglii ve
duyarliliginin % 100 oldugu belirlenmistir.
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2.5 Termal Diren¢, Ozmotik Ortam ve Depolama Kosullarinda Diren¢

Cronobacter spp. termal direnci bir dizi aragtirma ile belirlenmistir. Termal direng
konusunda 6nemli farkliliklar gézlense de, Cronobacter spp.’nin siit iiriinlerinde diger
Enterobacteriaceae iiyelerinden daha yiiksek termal dirence sahip oldugu goriilmiistiir.
Termal direngte goriilen bu degisikliklerin Cronobacter spp.’nin genetik farkliliklariyla
iligkili olup olmadig1 heniiz ortaya konulamamistir (Nazarowec-White ve Farber 1997c,
Breeuwer vd. 2003, Edelson-Mammel ve Buchanan 2004, Iversen vd. 2004a, Shaker vd.
2008, Al-Holy vd. 2009, Osaili vd. 2009).

Nazarowec-White ve Farber (1997c), sulandirilmis toz bebek mamasindaki
Cronobacter spp.’nin termal inaktivasyon ve direng Ozelliklerini bebek mamasinda
belirlemislerdir. 7 log kob/mL popiilasyonda 5 gida ve 5 klinik izolati1 olmak iizere 10
Cronobacter spp. izolat1 52, 54, 56, 58 ve 60 °C’da isitilmistir. Sonugta elde edilen D
degerleri 5.82 °C’lik bir z degeriyle birlikte sirasiyla 54.8, 23.7, 10.3, 4.20 ve 2.50
dakika olarak bulunmustur. Buna gore, 6-7 log diizeyinde bir azalmanin saglanabilmesi
icin 60 °C’da 15-17.5 dakika 1s1l islem gerekmektedir. Breeuwer vd. (2003) ise duragan
evredeki 5 adet Cronobacter spp. susunun 58 °C’daki D degerlerinin, 0.48 dakikalik bir
ortalamayla 0.30 ile 0.60 dakika arasinda oldugu bildirilmistir. Diger ¢alismalarda
Cronobacter spp.’nin sulandirilmis bebek mamasindaki termal direnci test edilmisken,
bu caligmada disodyum hidrojen fosfat/potasyum dihidrojen fosfat tamponu
kullanilmigtir. Isitma ortami bilesiminin D degerleri {izerinde etkili oldugu, bebek
mamasindaki yag, protein ve karbohidrat iceriginin Cronobacter spp.’yi termal
inaktivasyondan koruyabilecegi, dolayisiyla daha yiliksek D degerlerinin elde edilecegi

sonucuna vartlmistir.

Iversen vd. (2004a) sulandirilmis toz bebek mamasi igindeki Cronobacter spp. i¢in D
degerlerini arastirmiglar ve standart sus icin, 54, 56, 58 60 ve 62 °C’da sirasiyla 16.4,
5.1, 2.6, 1.1 ve 0.3 dakikalik D degerleri bildirmislerdir. Bebek mamasinin yiiksek
sicaklikta kisa siireli (HTST) pastorizasyonu (71.7 °C’da 15 saniye) ile Cronobacter
spp. hiicreleri inaktive edilebildigi belirtilmistir.
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Edelson-Mammel ve Buchanan (2004) tarafindan 12 Cronobacter spp. susunun termal
direncinin incelendigi arastirmada, sulandirilmis bebek mamasi yaklasik 8 log kob/mL
diizeyinde Cronobacter spp. ile asilanmis ve 56, 58, 60, 65 ve 70 °C’da 1s1l iglem
uygulanmustir. Izolatlar arasinda termal direnglilik acisindan yaklasik 20 kata varan
farklar oldugu belirlenmistir. C. muytjensii ATCC 51329 (eski adi ile E. sakazakii
ATCC 51329)’un en diisiik termal dirence sahip sus oldugu, en yiiksek termal dirence

sahip susun ise klinik bir izolat oldugu saptanmustir.

Farkli stres kosullarinin (sogutma, 1sitma, kurutma, besin yetersizligi) Cronobacter spp.
suslarinin termal inaktivasyonuna etkisi konulu arastirmada, kurutma ve sicaklik stres
kosullarinin D degerlerinde dnemli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Stres
kosullar1 uygulanmamis Cronobacter spp. suslarmin 52, 54, 56 ve 58 °C’da D
degerlerinin sirastyla 15.33, 4.53, 2.00 ve 0.53 dakika oldugu belirlenmistir (Shaker vd.
2008).

Osaili vd. (2009), siit ve 6zel amaclh bebek formiillerinde Cronobacter tiirlerinin termal
direnglerini belirlemislerdir. Cronobacter tiirlerinin 52 ve 58 °C’da D degerlerinin yagh
stitte (22.20-0.68 dakika), yagsiz siit (15.87-0.62 dakika) ve diisiik yagh siite (15.30-
0.51 dakika) gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde laktoz igermeyen
bebek formiillerinin (19.57-0.66 dakika), soya proteini iceren bebek formiillerine
(17.22-0.63 dakika) gore daha yiiksek D degerlerine sahip oldugu saptanmistir. z
degerlerinin ise siit ve bebek formiilleri i¢in 4.01-4.39 °C araliginda oldugu

belirlenmistir.

Cronobacter spp. ozmotik ortam ve kurutma gibi stres kosullarina diger
Enterobacteriaceae iiyelerine kiyasla daha direnglidir ve diisiik su aktivitesine (ay)
sahip olan toz bebek mamasinda (0.25-0.5 ay) uzun siire canliligini korumaktadir
(Breeuwer vd. 2003, Edelson-Mammel vd. 2005, Barron ve Forsythe 2007, Osaili ve
Forsythe 2009).

Oda sicakliginda depolanmig toz bebek mamasindaki Cronobacter spp. canliliginin

incelendigi bir arastirmada, 6 kob/g diizeyinde Cronobacter spp. igeren toz bebek
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mamasi 2 yil siire ile depolanmistir. Depolamanin ilk 5 ayinda popiilasyonun 2.4 log
azaldigi, bu siireyi takip eden 19 ay boyunca popiilasyonun 1 log daha azaldigi
belirlenmistir Bu durum, Cronobacter spp.’nin toz bebek mamasinda uzun siire canl
kalabilecegini gostermektedir. Bakterinin bu gibi kosullar altinda 2 yila yakin bir siire
boyunca yasamini siirdiirmesinin, kapsiil olusumuna baglanabilecegi one siiriilmiistiir
(Edelson-Mammel vd. 2005). Caubilla-Barron vd. (2004) ise, Cronobacter spp.’nin 9
klinikk ve 1 gida izolatinin toz bebek mamasinda canlilik diizeyini inceledikleri
calismalarinda depolamanin ilk 6 ay1 icinde 2-4 log diizeyinde, depolamanin sonunda

ise 4-7 log diizeyinde bir azalma oldugunu belirlemislerdir (Gurtler vd. 2005).

Lin ve Beuchat (2007) ve Gurtler ve Beuchat (2007) su aktivitesi ve depolama
sicakliginin Cronobacter spp.’nin bebek tahillar1 (0.3-0.69 a,) ve bebek mamalarinda
(0.25-0.5 ay,) canli kalma diizeyine etkisi lizerine yaptiklar1 aragtirmalarinda, bakterinin 4
°C’da 21 °C ve 30 °C’da depolanan orneklere kiyasla daha uzun siire canliligimi
korudugu belirlenmistir. Su aktivitesi ve depolama sicakligindaki artisin Cronobacter

spp.’nin 6liim oranini artirdigi bildirilmistir.

2.6 Antibiyotiklere Kars1 Direnclilik

Bakteriyel menenjit etkili bir tedavi gerektirdigi i¢in, neonatal Cronobacter spp.
enfeksiyonlarinda antibiyotik duyarlilign biiyiik 6nem tasimaktadir. Cronobacter
spp.’nin, aminoglikozitler, iireidopenisilinler, ampisilin ve karboksipenisilinlere karsi
tipik duyarlilik gostermekle beraber, bazi antibiyotiklere karsi diger Enterobacteriaceae
tiyelerinden daha duyarlidir. Cronobacter spp. tiim makrolidlere, linkomisin,
klindamisin, streptogramin, rifampisin, fusidik asit ve fosfomisine kars1 dogal direnc
gostermektedir. Tetrasiklin, aminoglikozit, birgok B-laktam, kloramfenikol, antifolat ve
kinolonun da i¢inde bulundugu bazi antibiyotiklere karsi duyarlilik gostermektedir.
Cronobacter spp. enfeksiyonlari geleneksel olarak ampisilin-gentamisin ya da
ampisilin-kloramfenikol ile tedavi edilmektedir (Lai 2001, Weir 2002, Gurtler vd. 2005,
Drudy vd. 2006).
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Farmer vd. (1980), test edilen Cronobacter spp. suslarinin gentamisin, kanamisin,
kloramfenikol ve ampisiline duyarli oldugunu; % 87’°si veya daha fazlasinin nalidiksik
asit, streptomisin, tetrasiklin ve karbenisiline duyarli oldugunu; % 71 ve % 67’sinin
sirastyla siilfadiazin ve kolitsine; yalnizca % 13’iiniin sefalotine duyarli oldugunu
belirlemiglerdir. Tiim suslarin penisiline direngli oldugu, test edilen 100’den fazla

sustan yalnizca birinin ¢oklu-antibiyotik direnci oldugu gortilmiistiir.

Muytjens vd. (1986), 25 antibiyotige kars1 test edilen 195 Cronobacter spp. izolatinin %
90’1 icin MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) degerlerinin E. cloacae igin
belirlenen degerlerden en az iki kat daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Nazarowec-
White ve Farber (1999), gida suslarindan 5/8’inin, klinik suslardan da 8/9’unun yalnizca
stilfisoksazol ve sefalotine karsi direngli oldugu belirlemislerdir. Diger klinik susun tiim
ajanlara kars1 duyarlilik gosterdigi, diger li¢ gida izolatinin ise kloramfenikole direngli

oldugu saptanmuistir.

Kuzina vd. (2001), Meksika meyve sineklerinin bagirsaklarindan izole edilen
Cronobacter spp.’nin ampisilin, sefalotin, eritromisin, novobiyosin ve penisiline karsi
direngli oldugunu belirlemislerdir. Muytjens vd. (1983), arastirdiklar1 vakalardaki
Cronobacter spp. izolatlarinin in vitro testlerde ampisilin, gentamisin, kloramfenikol ve
kanamisine duyarlilik gostermesine ragmen, sekiz hastadan altistnin yetersiz cevap

verdigi ve 6ldiigiinii rapor etmislerdir.

2.7 Cronobacter spp. Inaktivasyonu

Son yillarda tiiketicilerin sentetik katki maddeleri ile ilgili 6nyargilart ve katki maddesi
icermeyen iriinlere yonelik artan tiiketici talepleri nedeniyle gida muhafaza
yontemlerinde yeni teknikler ve Ozellikle dogal antimikrobiyel bilesiklere olan ilgiyi
artirmistir.  Cronobacter spp. inaktivasyonunda da o&zellikle dogal antimikrobiyel

bilesiklerin kullanimi1 6nem kazanmustur.

Bebek mamalarinda Cronobacter spp. inaktivasyonu lizerine yapilan bir ¢alismada,

anne ve inek siitiinde dogal olarak bulunan kaprilik asidin monogliserit esterinin
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(monokaprilin)  sulandirilmig  bebek mamalarinda Cronobacter spp. {lizerine
antibakteriyel etkisi incelenmistir. Arastirmada, 0.25 mM ve 50 mM monokaprilin
iceren 10 mL sulandirilmig bebek mamalar1 6 log kob/mL diizeyinde Cronobacter spp.
ile asilanmis ve 4, 8, 23 ve 37 °C sicaklikta inkiibasyona tabi tutulmus ve inkiibasyonun
0., 1., 6., 24. ve 48. saatlerinde canlilik diizeyleri belirlenmigtir. 50 mM monokaprilin
iceren bebek mamalarinda 23 ve 37 °C’da inkiibasyonun 1. saatinde Cronobacter spp.
popiilasyonunda >5 log kob/mL diizeyinde indirgeme saglanmistir. Aragtirma sonunda
monokaprilinin, sulandirilmis bebek mamalarinda Cronobacter spp. inaktivasyonunda
potansiyel olarak kullanilabilecegi ancak duyusal calismalar ile bu uygulamanin
desteklenmesi gerektigi vurgulanmistir (Nair vd. 2004). Bebek mamalarinda
Cronobacter spp. inhibisyonu amaciyla farkli konsantrasyonlarda kaprilik asidin (5, 10,
20 ve 30 mM) diisiik 1s1l islem (45, 50 ve 55 °C) ile kombine edildigi bir arastirmada,
uygulanan kombine sistemin sinerjistik etki ile sicaklik ve kaprilik asit
konsantrasyonundaki artisa da bagli olarak Cronobacter spp. sayisinda hizli bir
indirgeme sagladig: bildirilmistir (Jang ve Rhee 2009). Kim vd. (2009) misket liziimii
ekstraktinin Cronobacter spp. iizerine antibakteriyel etkisini incelemisler ve ekstraktin
icerdigi fenolik bilesiklerin, malik asit, tartarik asit ve tannik asidin Cronobacter
spp.’ye karsi giiclii bir antibakteriyel aktivite gdsterdigini ve 1 saat igerisinde 6 log

kob/mL diizeyinde indirgeme sagladigini belirlemislerdir.

Amalaradjou ve Venkitanarayanan (2009) FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilen ve
tar¢cin kabugundan elde edilen trans-sinnamaldehit ile yaptiklar1 arastirmalarinda, % 0.5
konsantrasyonda trans-sinnamaldehitin Cronobacter spp.’yi 23 ve 37 °C’da 4 saatte, 4
ve 8 °C’da 10 saatte saptanabilir diizeyin altina indirgedigini ve bebek mamalarinda
potansiyel olarak kullanilabilecegini ancak trans-sinnamaldehitin gidalarda duyusal
degisimlere neden olup olmadiginin arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir. Propiyonik
ve asetik asit gibi organik asitlerin ise Cronobacter spp.’nin inaktivasyonunda etkili
oldugu ve koruyucu amagla kullanabilecegi rapor edilmistir (Back vd. 2009). Bebek
mamalarinda laktoperoksidaz uygulamasinin Cronobacter spp.’yi hem inaktive edici
hem de gelisimi Onleyici etkisi oldugu tespit edilmistir (Gurtler ve Beuchat 2007,
Beuchat vd. 2009). Lee ve Jin (2008) tarafindan farkli organik bilesikler (karvakrol,

timol, eugenol, diasetil, sinnamik asid) ilizerine yaptiklar1 arastirmada, karvakrol ve
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timoliin Cronobacter spp.’ye karsi en gii¢lii inhibisyon etki gosteren bilesikler oldugu

belirlenmistir.

Gidalarin 1smlanmasi {irtin kalitesini ve giivenligini koruyan fiziksel bir yontem olarak
kullanilmaktadir. 10 kGy’lik bir 1ginlama ile iirliniin besinsel, duyusal ve toksikolojik
herhangi bir degisiklige neden olmadan saprofit ve patojen mikroorganizmalar elemine
edilebildigi bildirilmistir (Osaili ve Forsythe 2009). Iyonize gama 111 kullanarak toz
bebek mamalarinda Cronobacter spp. inaktivasyonu iizerine de arastirmalar
yapilmaktadir (Lee vd. 2007, Hong vd. 2008, Osaili vd. 2008a). Diisiik dozda gama
1sinlama isleminin (5 kGy) Cronobacter spp.’yi (8-9 log kob/g) tamamen inaktive ettigi
ve bakterinin 1s1nlanan mamalarda rekonstitiisyon sonrasinda 10 °C’da 6 saat depolama

boyunca gelismedigi belirtilmistir (Lee vd. 2007).

Elektromanyetik radyasyonun (2450 MHz) Cronobacter spp. inaktivasyonu iizerine
yapilan bir arastirmada, test bakterileri 5 log kob/mL’lik bir popiilasyonda sulandirilmis
bes farkli toz bebek mamasina asilanmis ve mamalar ilk kaynama belirtilerine kadar
mikrodalga firinda 1sitilip, ardindan sogutulmustur. Bes Ornekten dordiiniin
Cronobacter spp. igin negatif sonu¢ verdigi, bir mama oOrneginin ise 20 kob/mL
diizeyinde Cronobacter spp. i¢erdigi saptanmistir. Mama bilesimlerindeki farkliliklarin,
Cronobacter spp.’nin farkli inaktivasyon oranlarinin nedeni olabilecegi belirtilmistir.
Bebek mamasinin biberonlarda 82-93 °C’da 85-100 saniye boyunca mikrodalgada
isitilmasinin,  Cronobacter spp. sayisinda >4 log kob/mL’lik bir indirgeme
saglayabilecegi bildirilmistir. Mikrodalga uygulamasinin, sagladigi 1s1l islem etkisi
nedeniyle, sulandirilmis bebek mamasinin yeniden 1sitilmasinda geleneksel yontemlerin

yerine mikrodalga kullanilmasi tavsiye edilmistir (Kindle vd. 1996).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bebek mamasi, bebek ek gidasi ve bilesen 6rnekleri

Arastirmada materyal olarak, 100 adet bebek mamasi (baslangi¢, devam), 40 adet bebek
ek gidasi (tahilli, meyveli, sebzeli, karisik), 60 adet bebek mamasi ve ek gida bileseni
(slittozu, peyniralti suyu tozu, 1spanak, brokoli, kabak, pirasa, havug, patates, portakal,
armut, elma ve muz pargaciklari (flake), elma tozu, muz tozu, bugday irmigi, arpa unu,
akdar1 unu, yulaf unu, dar1 unu, misir irmigi, bugday unu, piring unu, ¢avdar unu) olmak
tizere toplam 200 6rnek kullanilmistir. Aragtirmada kullanilan materyaller Ankara ve

cevresindeki market ve {liretim yerlerinden temin edilmistir.

3.1.2 Bakteri kiiltiiri

Bu ¢alismada kontrol bakteri kiiltiirii olarak kullanilan C. muytjensii ATCC 51329 (eski
adi ile E. sakazakii ATCC 51329) liyofilize olarak saglanmistir (MicroBiologics, USA).
Liyofilize kiiltiir, Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyerinde 37 °C’da 24 saat inkiibe
edilerek aktive edilmistir. Bakteri kiiltlirii % 15 gliserol iceren TSB besiyerinde -20
°C’da dondurularak muhafaza edilmis ve arastirma siiresince ayni ¢aligma kosullarinda

aktiflestirilmistir.

3.1.3 Besiyerleri

Cronobacter spp. izolasyonunda; Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS, Merck), Lauryl
Sulfate Tryptose Broth (LST, Merck) ve Druggan-Forsythe-Iversen Agar (DFI, Oxoid)
kullanilmistir. Toplam aerobik mezofil bakteri sayimlarinda; Plate Count Agar (PCA,
Merck), koliform bakterilerin izolasyonunda; Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL,
Merck), Enterobacteriaceae sayiminda; Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG, Merck),
gelisme parametrelerinin belirlenmesi ve termal direng denemelerinde; Tryptic Soy

Agar (TSA, Merck) ve Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyerleri kullanilmistir.
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3.1.4 Enzimler ve kimyasallar

Arastirmada kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Calismada kullanilan Agaroz
Prona; 10X Tris-Borik asit-EDTA tamponu, Tris-EDTA tamponu ve EDTA AppliChem;
DNA izolasyon kiti, PCR bilesenleri, DNA ladder molekiiler agilik belirteci ve 6X
ylkleme boya ¢ozeltisi Fermantas; primerler Thermo; PCR saflagtirma kiti Promega;
vankomisin ve biyokimyasal tani kitleri Oxoid; maximum recovery diluent (MRD),
NaCl, etidyum bromiir, gliserol, etil alkol, metanol, kloroform, fenol, izoamilalkol ve

HCI Merck firmalarindan saglanmaistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Cronobacter spp. izolasyonu

Cronobacter spp. izolasyonu ISO/TS 22964 yontemine gore gerceklestirilmistir (Sekil
3.1). Kromojenik kati1 besiyerinde gelisen koloniler izole edilmis ve biyokimyasal

testlerle tanimlanmistir. (Anonymous 2006).

3.2.2 Toplam aerobik mezofil bakteri, koliform bakteri ve Enterobacteriaceae
sayimi

Analize alinan Orneklerde toplam aerobik mezofil bakteri, koliform bakteri ve
Enterobacteriaceae sayimi standart yontemlerle yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri,
toplam mezofil aerobik bakteri igin 28-30 °C’da 48 saat, Enterobacteriaceae ve
koliform bakteri i¢in 37 °C’da 48 saat siire ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresinin
sonunda olusan koloniler sayilmistir. Elde edilen sonuglar log kob/g olarak ifade

edilmistir (Anonim 2005).
3.2.3 Morfolojik ve biyokimyasal identifikasyon
Izole edilen mikroorganizmalarin saflik kontrolleri yapildiktan sonra mikroskopta

morfolojik yapi, kat1 besiyerinde koloni morfolojisi, Gram reaksiyonu, oksidaz testi gibi

temel tani testleri gerceklestirilmis ve ardindan Microbact 24E (Oxoid) identifikasyon
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sistemi ile biyokimyasal tani testleri yapilmistir. Tanis1 yapilan mikroorganizmalar, %

15 gliserol iceren TSB besiyerinde -20 °C’da dondurularak muhafaza edilmistir.

ORNEK l
l TAMB
25 g 6rnek Enterobacteriaceae
l Koliform Bakteri
On zenginlestirme 225 mL TPS 37°C, 18+2 saat

|

0,1 mL 6n zenginlestirme kiiltiirii
+

Selektif zenginlestirme 10 mL mLST Broth
44°C £0.5°C, 24 £ 2 saat

|

DFI Agar 44°C + 1°C, 2442 saat

|

Tipik 5 Koloni

izolasyon

TSA 25°C 48-72 saat

l identiﬂkasyon
Sar1 koloniler

|

Oksidaz testi ve biyokimyasal testler (Microbact 24E)

Sekil 3.1 Cronobacter spp. izolasyonu

3.2.4 Molekiiler identifikasyon

Molekiiler tan1 16S rRNA dizi analizi yontemi ile gerceklestirilmistir. 16S rRNA
yontemi ile bakterilerin tanimlanmasi; DNA izolasyonu, izole edilen DNA’nin hedef
bakteriye 0zgii primer ciftleri kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmasi, ¢ogaltilan DNA’nin baz

dizi swrasimnin belirlenmesi ve elde edilen dizilerin standart veri tabanindaki
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mikroorganizma baz dizileri ile karsilastirilarak degerlendirilmesi asamalarindan

olusmaktadir (Cakir 2003).

Arastirma kapsaminda analiz edilen 6rneklerden izole edilen ve biyokimyasal testlerle
Cronobacter spp. olarak tanisi yapilan izolatlarin (farkli kaynaklardan izole edilen 17
adet izolat) DNA izolasyonu, PCR ve 16S rRNA dizi analizleri Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda yapilmaistir.

3.2.4.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu; bakterilerin lize edilmesi, proteinlerin uzaklastiriimasi, DNA’nin
coktiiriilmesi ve temizlenmesi agamalarindan olugmaktadir (Cakir 2003). Arastirmada
bakteri izolatlarinin DNA izolasyonu asagidaki protokole gore yapilmistir (Ausubel vd.
2003).

1. Kati besiyerinde 14-15 saatlik inkiibasyon sonucunda gelisen hiicreler darasi
almmis 1.5 mL’lik Ependorf tiiplerine alinarak 0.02-0.04 g olacak sekilde
toplanir.

2. Hiicreler 567 uL Tris-EDTA (TE) tamponunda ¢oziiliir.

3. 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanmis lizozim ¢ozeltisinden 141.8 uL eklenerek
37 °C’da 15 dakika inkiibe edilir.

4. % 10’luk SDS ¢ozeltisinden 30 pL ve 20 mg/mL Proteinaz K ¢ozeltisinden 3 puL
eklenip karistirilir ve 37 °C’da 1 saat inkiibe edilir.

5. 100 uL 5M NaCl ve 80 pL CTAB/NaCl eklenir ve 65 °C’da 10 dakika inkiibe
edilir.

6. Esit hacimde kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenip 10000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilir.

7. Ust faz almip esit hacimde fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklenip
10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

8. Ust faz alinip 0.6 pL izopropanol eklenir ve DNA ¢okene dek karistirtlip 15000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.
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9. Siipernatant dokiilerek 50 uL % 70’lik EtOH eklenir ve 5 dakika oda kosulunda
14000 rpm’de santrifiij edilerek DNA yikanir.

10. Tiipler oda sicakliginda kurutularak EtOH uzaklastirilir.

11. Pelet 50-100 uL. TE tamponu igerisinde ¢oziiliir.

12. RNase eklenerek 37 °C’da 45 dakika inkiibe edilir ve RNA’lar uzaklagtirilir.

13. Kullanilincaya kadar -20 °C’da muhafaza edilir.

Arastirmada elde edilen DNA 6rneklerinde miktar ve saflik tayini Nanodrop ND-1000
spektrofotometre cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA’nin saflik kontrolii i¢in

260/280 nm’deki absorbans degeri géz 6niinde tutulmustur.

3.2.4.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), DNA veya RNA iizerindeki secilmis bir veya
birden fazla sayida bdlgenin in vitro kosullarda oligoniikleotit primerler ve Taq DNA
polimeraz enzimi kullanilarak PCR cihazi yardimiyla ¢ogaltilmasi esasina
dayanmaktadir (Temizkan vd. 1999). PCR analizleri i¢in Cronobacter tiirlerine 6zgii
primer ¢iftleri kullanilmis ve 16S rRNA gen bdlgesi PCR’da ¢ogaltilmistir (Apollo
ATC201 Thermal Cycler). PCR iiriinlerinin saflagtirilmasindan sonra 16S rRNA dizi

analizi yontemi ile tanilar1 yapilmistir.

Primerlerin belirlenmesi

PCR analizlerinde kullanilan 16S rRNA spesifik primerler National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda bulunan Cronobacter tiirlerine ait
16S rRNA dizileri ile hizalanarak % 100 homolojiyle uygunlugu belirlenmistir.
Belirlenen primer dizileri ile Cronobacter spp.’nin 16S rRNA gen bolgesinin 929 baz
ciftlik (bg) boliimii ¢cogaltilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan Cronobacter tiirlerine

0zgii primer dizileri ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Cronobacter tiirlerine 6zgii primer dizileri (Lehner vd. 2004)

Primer Dizi
Esak-F (Forward primer) 5" GCT YTG CTG ACG AGT GGC GG 3’
Esak-R (Reverse primer) 5> ATC TCT GCA GGA TTC TCT GG 3’

PCR kosullarinin optimizasyonu

PCR kosullarinin standardizasyonu i¢in dncelikle kullanilan genomik DNA, primer,
tampon, MgCl,, Taq Polimeraz’in farkli konsatrasyonlarini igeren kombinasyonlari 6n
deneylerle optimize edilmistir. PCR reaksiyon karisimi; 250U Taq DNA polimeraz, 25
mM MgCl,, 10X Taq buffer, (NH4)2SO4, 10 mM dNTP mix, 50 uM forward primer
(Thermo) ve 50 uM reverse primerden (Thermo) olugsmaktadir. PCR bilesenleri, karigim

icerisindeki miktar ve son konsantrasyonlari ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 PCR bilesenlerinin miktar ve konsantrasyonlari

PCR bileseni PCR reaksiyon bilesen Son
miktarlan (pL) konsantrasyon
10X Taq buffer, (NH4)2SO4 5.0 1X
10 mM dNTP mix 1.0 0.2 mM
50 uM Forward primer 0.3 0.25 uM
50 uM Reverse primer 0.3 0.25uM
250 U Taq DNA polimeraz 0.3 1.25U0
200 ng Kalip DNA 2.5 10 ng
25 mM MgCl, 2.0 1 mM
Niikleaz igermeyen su 38.6
Toplam Hacim 50

Uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon karigimina 94 °C’da 2 dakika on

denatiirasyonu takiben 94 °C’da 30 saniye, 58 °C’da 30 saniye, 72 °C’da 30 saniye ve
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72 °C

da 5 dakika son uzama olmak iizere 30 ddngiiden olusan bir PCR (Apollo

ATC201 Thermal Cycler) programi uygulanmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 PCR cihazinda ayarlanan dongiilerin sicaklik ve siireleri

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayis1 (adet)
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 2 dakika 1
Denatiirasyon 94 30 saniye 30
Baglanma 58 30 saniye 30
Uzama 72 30 saniye 30
Son uzama 72 5 dakika 1

PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Kolon yontemi ile PCR iiriinlerini saflastirmak i¢in ‘Wizard SV Gel ve PCR Clean-Up

System” kiti (Promega) kullanilmistir. PCR {iriinlerinin saflastirilmasinda izlenen yol

asagida verilmistir.

DNAlarin hacimleri 6lg¢iiliir.

Uzerlerine 1:1 oraninda “membran binding” soliisyonundan eklenir ve pipetleme
ile karigtirilir.

Kolonlar temiz tiipe takilir ve {iizerlerine Ornekler yiiklenir. 1 dakika oda
sicakliginda beklenir.

14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir. Tiipte biriken sivi
dokiiliir.

Kolonlara 700 pL “membran wash” soliisyonu eklenir.

14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir. Tiipte biriken sivi
dokiliir.

“Membran wash” sollisyonundan 500 pL eklenerek islem tekrarlanir. 14000
rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir.

Tiipte biriken sivi dokiildiikten sonra tekrar 14000 rpm’de, oda sicakliginda 2
dakika santrifiij edilir.
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9. Kolonlar temiz tiipe takilip, DNA isimleri tlipe ve kapaga yazilir.

10. Tiiplerin kapagi bistiiri yardimiyla ayrilir. 25 pL “nuclease free water”
membrana degmeden tam ortasina birakilir. 1 dakika bekletilir.

11. 14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilir.

12. Kolonlar atilip, tiiplerin kapaklar1 kapatilir ve 4 °C’da saklanir.

3.2.4.3 Agaroz jel elektroforezi

Izolasyonu yapilan DNA 6rnekleri igin % 1°lik agaroz jeller, PCR sonucunda elde
edilen amplikonlarin analizi i¢in % 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 1s1k altinda goériinmesini saglayan
etidyum bromiir ilave edilerek tarak igeren elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Jel
polimerize olduktan sonra 1X TBE iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir. DNA
ornekleri ve PCR iiriinlerinden 10’ar pL alinarak, 2’ser uL 6X yiikleme boya ¢ozeltisi
(Fermantas) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve ilk kuyucuga yiiklenen
100 bg’lik DNA ladder (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Fermantas) esliginde 90V
elektrik akiminda yaklasik 90 dakika yiiriitiilmistiir. Daha sonra jel, jel goriintiilleme
sistemi ile bilgisayarda incelenerek goriintiileri kaydedilmistir (Gel Logic 200 Imaging

System, Kodak).

3.2.4.4 DNA dizi analizi

DNA dizi analizi, elde edilen PCR iiriinlerinin saflastirildiktan sonra, floresan ile isaretli
niikleotitlerle sonlandirilarak niikleotit dizisinin cihaz tarafindan belirlenmesi esasina
dayanan bir yontemdir (Binnet 2006). Dizi analizi, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii Merkez Laboratuvari Genombilim Birimi’nde Dog. Dr. Hilal Ozdag ve Uzm.
Biyolog Nilgiin Tekin tarafindan modifiye edilen protokole goére gergeklestirilmistir.
Arastirmada elde edilen niikleotit dizilerinin belirlenmesinde GenoLab™ Dye
terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit ve otomatize floresanli DNA dizi
analizi cihaz1 (Beckman CEQ 8000) kullanilmistir. PCR bilesenleri; 8 uL premiks, 0.5-
10 uL DNA, 2 pL primerden (1.6 pmol/uL) ve 0-9.5 pL damitik sudan olusmaktadir
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(toplam hacim 20 pL). Reaksiyon karisimi, PCR cihazina yerlestirilerek 96 °C’da 3

dakika ilk denatiirasyonu takiben 30 dongli olacak sekilde 96 °C’da 20 saniye

denatiirasyon, 55 °C’da 20 saniye baglanma ve 60 °C’de 4 dakikalik uzama reaksiyonu

gergeklestirilmistir. Daha sonra elde edilen dizileme reaksiyonu PCR f{iriinleri EtOH ile

coktiirtilerek temizlenmis ve dizi analizi yapilmistir. Dizi analizinde izlenen yol asagida

verilmistir

1.

o ©» =N bk W

—_
o

11.

12

13.

Ependorf tiiplere sirasiyla 1 puL 3M Na-asetat (pH 5.2), 10 uL dizileme
reaksiyonu PCR fdiriinti, 1 pL 125 mM EDTA (pH 8.0) eklenip hafifge
karigtirilir.

35 pL soguk % 100 EtOH eklenip hafif¢e karistirilir

15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

20 dakika 14000 rpm’de (4 °C) santrifiij edilir.

Siipernatant tamamen uzaklagtirilir.

130 uL % 70’lik soguk EtOH eklenir.

10 dakika 14000 rpm’de (4 °C) santrifiij edilir.

Siipernatant tamamen uzaklagtirilir.

130 puL % 70’lik soguk EtOH eklenerek yikama islemi tekrarlanir.

. Siipernatant uzaklastirilarak tlipler kagit havlu iizerine ters g¢evrilir ve alkoliin

tamamen uzaklagarak peletin kurumasi saglanir.
Pelet iizerine 20 pL Formamid eklenir, hafifce karistirilarak ve pipetleme

yapilarak peletin ¢oziilmesi saglanir.

. Ornekler Beckman Sample Plate’e yiiklenir ve iizerlerine birer damla mineral

yag eklenir.
Beckman Buffer Plate’e kuyularin 3/4’i dolacak sekilde “seperation buffer”
eklenir ve her iki plate cihaza yiiklenir. Elde edilen niikleotit dizileri Gen

Bankasindan kontrol edilir.
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3.2.4.5 16S rRNA sekans dizilerinin gen bankasindaki verilerle karsilastirilmasi

Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)
var olan diger bakteriyel dizilerle karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik oranlari tespit
edilmis ve “MEGA (version 5.0) Bootstrap Test of Phylogeny (neighbor-joining)”

yazilimu ile filogenetik aga¢ olusturulmustur (Tamura vd. 2011).

3.2.5 C. sakazakii suslarinin farklh sicaklik kosullarinda gelisimi

3.2.5.1 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismada C. muytjensii ATCC 51329 standart susu ile bu arastirma kapsaminda izole
edilen ve C. sakazakii olarak molekiiler tanis1 gergeklestirilen 4 adet sus kullanilmigtir
(Cizelge 3.4). -20 °C’da dondurularak muhafaza edilen suglar TSB besiyerine aktarilmis
ve 37 °C’da 18 saat inkiibe edilerek kiiltlirler aktive edilmistir. Arastirmada durma fazi
hiicreleri kullanilmistir. Bunun i¢in deneme oncesinde test bakterilerinin gelisim egrisi

¢ikarilarak durma fazi belirlenmistir.

Cizelge 3.4 Arastirma kapsaminda kullanilmak iizere se¢ilen izolatlar ve kaynaklar1

izolat No Kaynag

Gl Bugday unu
G17 Bugday irmigi
G40 Cavdar unu
G73 Bebek ek gidasi

3.2.5.2 Bebek mamasi o6rnegi

Materyal olarak kullanilan toz bebek mamasi (baslangic), Tiirkiye Atom Enerjisi
Kurumu’nda (TAEK, SANAEM, Ankara) 10 kGy dozda 1sinlanarak sterilize edilmistir.
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3.2.5.3 Bebek mamas1 orneklerinin inokiilasyonu ve farkhh sicakhklarda
depolanmasi

Uretici firmanm hazirlama talimati dogrultusunda 100 mL kapasiteli vida kapakli
siselerde steril su ile 50 mL bebek mamasi hazirlanmistir. Hazirlanan bebek mamalarina
son konsantrasyon ~10°> kob/mL olacak sekilde 18 saatlik aktif kiiltiirler inokiile
edilmistir. Inokiilasyon yapilan bebek mamalar1 4, 10, 20 ve 30 °C olmak iizere dort
farkli sicaklikta inkiibe edilmis ve belirli araliklarla 6rnekler alinmistir. 4 °C’da inkiibe
edilen orneklerden 10 giin siireyle ikigser gilin araliklarla, 10 °C’da inkiibe edilen
orneklerden 10 giin siireyle her giin, 20 ve 30 °C’da inkiibe edilen 6rneklerden 24 saat
boyunca her iki saatte bir 0rnek alinmistir (Nazarowec-White ve Farber 1997b, Lenati
vd. 2008). Aseptik kosullar altinda aliman 6rnekler MRD diliisyon sivisi ile belirli
aralikta seyreltilmistir. Tiim seyreltilerden TSA besiyerine standart yayma plak yontemi
ile ekim yapilmistir. 37 °C’da 24 saat inkiibasyon sonrasinda besiyerinde olusan
koloniler sayilmistir. Elde edilen sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir (Anonim

2005). Deneme iki tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
3.2.5.4 C. sakazakii suslarinin jenerasyon siirelerinin hesaplanmasi
Jenerasyon siiresi, logaritmik donemde bir popiilasyondaki hiicre sayisinin iki katina

¢ikma siiresi olarak tanimlanmaktadir (Tunail 2009). C. sakazakii suslarmin 10, 20 ve

30 °C’da jenerasyon siireleri asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

log2 (t o)
g =
log N —log No
Burada;
g : Jenarasyon siiresi (saat),
t : Logaritmik fazin bitis zamani (saat),
ty : Logaritmik fazin baslangic zamani (saat),

N : tzamandaki bakteri sayisi (kob/mL),
No : tpzamandaki bakteri sayis1 (kob/mL).
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3.2.6 C. sakazakii suslarmin farkh pH kosullarinda gelisimi

3.2.6.1 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Arastirmada durma fazi hiicreleri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri Bolim 3.2.5.1°de

anlatildig1 gibi hazirlanmastir.

3.2.6.2 C. sakazakii suslarinin pH 3.5°de gelisimi

TSB besiyerinin asitligi SN HCI (Merck) ile pH 3.5’e ayarlanmis ve 0.45 um por ¢apl
steril membran filtreden (Sartorius, Germany) gegcirilerek sterilize edilmistir. Asitligi
ayarlanan steril TSB besiyerlerine son konsantrasyon ~10” kob/mL olacak sekilde 18
saatlik kiiltiirlerden inokiile edilerek 37 °C’da inkiibasyona birakilmistir (Edelson-
Mammel vd. 2006). Inkiibasyonun 0., 1., 2., 3., 4., 5., 6. ve 12. saatlerinde 6rnek
almmarak MRD ile belirli aralikta seyreltilmistir. Tiim seyreltilerden TSA besiyerine
standart yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. 37 °C’da 24 saat inkiibasyon
sonrasinda besiyerinde olusan koloniler sayilmistir. Elde edilen sonuglar log kob/mL

olarak ifade edilmistir (Anonim 2005). Deneme iki tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.2.6.3 C. sakazakii suslarimin farkh pH degerlerinde gelisimlerinin
spektrofotometrik yontemle belirlenmesi

TSB besiyerinin asitligi SN HCI (Merck) ile pH 4.5, 5.5 ve 7.0’a ayarlanmis ve 0.45 um
por capli steril membran filtreden (Sartorius, Germany) gecirilerek sterilize edilmistir.
pH’s1 4.5, 5.5 ve 7.0 olarak ayarlanan besiyerlerine son konsantrasyon ~10° kob/mL
olacak sekilde 18 saatlik kiiltiirlerden inokiile edilerek 37 °C’da 24-30 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren her saat aseptik kosullarda &rnekler
alinmis ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) 600 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Olgiilmiistiir (Temiz 1994, Tunail 2009). Denemeler iki tekerriirlii olarak

gergeklestirilmistir.
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3.2.7 C. sakazakii suslarmin termal direncleri

3.2.7.1 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Arastirmada durma fazindaki bakteri kiiltiirleri kullanilmigtir. Bakteri kiiltiirleri Bolim

3.2.5.1°de anlatildig1 gibi hazirlanmistir.

3.2.7.2 Bebek mamasi 6rnegi

Termal inaktivasyon ¢alismasinda kullanilan toz bebek mamasi, Tiirkiye Atom Enerjisi

Kurumu’nda (TAEK, SANAEM, Ankara) 10 kGy dozda 1sinlanarak sterilize edilmistir.

3.2.7.3 Bebek mamasi 6rneklerinin inokiilasyonu ve termal diren¢ denemesi

Uretici firmanin hazirlama talimati izlenerek 100 mL kapasiteli kapakli siselerde steril
saf su ile 50 mL bebek mamasi hazirlanmistir. Onceden 54, 56 ve 58 °C’a 1sitilan bebek
mamalarina ayr1 ayri son konsantrasyon ~10” kob/mL olacak sekilde 18 saatlik aktif
kiiltiirler inokiile edilmistir. Inokiilasyon islemi gergeklestirilmis bebek mamalarina
sicaklik kontrollil bir su banyosu (GFL) yardimiyla 54, 56 ve 58 °C’larda belirli bir siire
ile 1s1l islem uygulanmistir (Bakiniz Ek 1). Tiim 1s1l islem siirecinin sicaklik degisimi,
ayn1 kosullarda hazirlanmig 50 mL bebek mamasi bulunan bir sise icerisinde, kalibre
edilmis bir thermocouple (Oregon Scientific NTS-912) yardimiyla izlenmistir. Termal
inaktivasyon islemi sirasinda belirli araliklarla (Bakiniz Ek 1) alinan 6rnekler aseptik
kosullarda steril tiiplere aktarilmis ve buzlu su banyosuna alinarak hizli bir sekilde
sogutulmustur (Shaker vd. 2008). Daha sonra oOrnekler MRD ile belirli aralikta
seyreltilmistir. Tiim seyreltilerden TSA besiyerine standart yayma plak yontemi ile
ekim yapilmistir. 37 °C’da 24 saat inkiibasyon sonrasinda besiyerinde olusan koloniler
sayillmistir. Elde edilen sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir (Anonim 2005).
Termal inaktivasyon denemeleri her bir sicaklik igin iki tekerriirlii olarak

gerceklestirilmistir.
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3.2.7.4 D ve z degerlerinin hesaplanmasi

D degerleri; her sicaklik i¢in 1sitma siiresine karsit ornekteki canli bakteri sayilarinin
logaritmik degerlerinin grafige aktarilip lineer regresyon modeli uygulanarak elde
edilen matematiksel esitlik (y = ax + b) yardimiyla hesaplanmistir (D degeri = -1/egim).
Z degerleri ise; elde edilen D degerlerinin uygulanan sicaklik derecelerine karsi grafige
aktarilip lineer regresyon modeli uygulanarak elde edilen matematiksel esitlik (y = ax + b)

ile belirlenmistir (z degeri = -1/egim).

3.2.8 Direkt PCR yontemi ile bebek mamalarinda Cronobacter spp. tespiti

3.2.8.1 Bebek mamasi orneklerinin inokiilasyonu

Bu denemede C. muytjensii ATCC 51329 standart susu kullanilmstir. % 15 gliserol
iceren besiyerinde -20 °C’da dondurularak muhafaza edilen bakteri TSB besiyerine
aktarilmis ve 37 °C’da 18 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Materyal olarak
kullanilan toz bebek mamasi, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda (TAEK, SANAEM,
Ankara) 10 kGy dozda 1sinlanarak sterilize edilmistir. Bebek mamasi, iiretici firmanin
hazirlama talimat1 dogrultusunda steril su ile hazirlanmistir. Geri alma c¢aligmalarinda
belirli sayida (10'-10° kob/mL) C. muytjensii ATCC 51329 susu steril bebek mamasi
ortamina katilip homojen bir sekilde karigtirildiktan sonra herhangi bir 6n
zenginlestirme islemi yapilmaksizin buradan almman ornekte hedef bakterinin hangi
sayida geri alinabilecegi tespit edilmeye calisilmistir. Bu belirlemeler DNA izolasyon

kiti kullanilarak ve kaynatma yontemi ile ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir.

Ikinci asamada steril bebek mamas1 drnekleri standart sus ile inokiile edilmis (yaklasik
10%, 10" ve 10* kob/mL) ve 4, 6 ve 8 saatlik 6n zenginlestirme islemi uygulanarak hedef
bakterinin direkt PCR yontemi ile belirlenmesi icin gerekli optimum 6n zenginlestirme

siiresi saptanmistir.
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3.2.8.2 DNA izolasyonu

C. muytjensii ATCC 51329 standart susu inokiile edilmis bebek mamalarindan DNA

izolasyonu iki farkli yontemle gerceklestirilmistir.

A) Bebek mamalarindan C. muytjensii ATCC 51329 DNA izolasyonu Fermantas
Genomic DNA Purification Kit #KO0512 yardimiyla gergeklestirilmistir. DNA

izolasyonunda izlenen yol asagida verilmistir.

1. 5 mL bebek mamas1 6rnegi 12000 xg’de 10 dakika santrifiij edilir (Sigma
3K30). Elde edilen pelet 200 pl TE’de ¢oziiliir.

2. 400 pL “lysis solution” eklenir ve 65 °C’da 10 dakika inkiibe edilir.

3. 600 pL kloroform eklenir ve hafifce karistirilarak 12000 xg’de 2 dakika santrifiij
edilir.

4. Ust faz almip 800 pL “precipitation solution” eklenir, hafifce karistirilir ve
12000 xg’de 2 dakika karistirilir.

5. Siipernatant tamamen uzaklastirilir. DNA peleti 100 pL 1.2 M NacCl ‘de ¢oziiliir.
300 pL soguk EtOH eklenir ve -20 °C’da 10 dakika bekletilir.

6. 12000 x g’de 4 dakika santrifiij edilir. EtOH uzaklastirilir. Pelet 50-100uL TE
igerisinde ¢oziiliir.

7. Ekstraktlar kullanilincaya kadar -20 °C’da muhafaza edilir.

B) Bebek mamasi1 0rneginde bulunan bakteriler kaynatma yontemi ile lize edilerek
DNA'’lar1 aciga ¢ikarilmis ve buradan PCR agsamasina gecilerek hedef bakterinin varligi
tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla izlenen yol asagida verilmistir. (Mohan-Nair ve

Venkitanarayanan 2006)

1. 1 mL bebek mamasi 6rnegi 16000 xg’de 10 dakika santrifiij edilir (Sigma
3K30). Elde edilen pelet 1 mL steril damitik suda ¢oziiliir.

2. Blok siticida 100 °C’da 10 dakika kaynatilir (Thermolyne 17600 Dri-Bath ).

3. 5000 xg’de 10 dakika santrifiij edilir.
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4. Siipernatant yeni bir Ependorf tiipiine aktarilir. Elde edilen siipernatanta (10 pL)
PCR islemi uygulanir.

3.2.8.3 PCR amplifikasyonu

PCR analizlerinde kullanilan 16S rRNA spesifik primerlerin se¢imi 3.2.4.2°de
anlatildigr gibi gergeklestirilmistir. Bu spesifik primerlerin oligoniikleotit 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 karigimi; 0.05 U/uL Taq DNA polymerase, 4mM MgSO4, 0.4 mM
dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4 mM dGTP ve 0.4 mM dTTP iceren PCR master mix
(Fermantas), 50 uM forward primer (Thermo) ve 50 uM reverse primerden (Thermo)
olusmaktadir (Cizelge 3.5). Uygun konsantrasyonlardan olusan reaksiyon karisimina
PCR islemi uygulamistir. PCR dongiisii; 94 °C’da 2 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’da
30 saniye, 58 °C’da 30 saniye, 72 °C’da 30 saniye (50 dongii) ve 72 °C’da 5 dakika son

uzama olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5 PCR bilesenlerinin miktarlar

PCR bileseni PCR reaksiyon bilesen miktarlar: (uL)
PCR master mix (1X) 25

Forward primer (0.25 uM) 0.3

Reverse primer (0.25 uM) 0.3

Kalip DNA 10

Niikleaz igermeyen su 14.4

Toplam Hacim 50

3.2.8.4 Agaroz jel elektroforezi

PCR islemi sonrasinda elde edilen PCR firiinlerinin goriintiilenmesi i¢in 3.2.4.3’de

verilen islemler gerceklestirilmistir.
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3.2.9 istatistiksel degerlendirme
Mikrobiyolojik analiz sonuglarina iliskin veriler logaritmik degerlere ¢evrildikten sonra

varyans analizi yapilmis ve farklilik goriilen gruplarda farkliligin hangi diizeyde oldugu

Duncan testi ile belirlenmistir (Diizgiines vd. 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Cronobacter spp. izolasyonu ve Biyokimyasal identifikasyon Sonuclar

Tiirkiye’deki bebek mamalarinin ve bebek ek gidalarinin risk potansiyelini belirlemek
amaciyla toplam 200 ornekte Cronobacter spp., toplam aerobik mezofil bakteri,

koliform bakteri ve Enterobacteriaceae analizleri gergeklestirilmistir.

Analize alinan toplam 100 adet baslangi¢ ve devam toz bebek mamalarinin 25 graminda
Cronobacter spp. belirlenmemistir. Koliform bakteri ve Enterobacteriaceae sayilarinin
1 log kob/g’dan az oldugu, TAMB sayilarinin ise <1-3.29 log kob/g diizeyinde oldugu
saptanmistir. Bebek mamalari i¢in elde edilen bulgular, Tiirk Gida Mevzuat1 Bebek ve
Devam Formiilleri Tebligi (Anonim 2009a, Anonim 2009b) tarafindan bildirilen
mikrobiyolojik kriterlere uygundur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Bebek ve devam formiillerinin mikrobiyolojik 6zellikleri (Anonim 2009a,

2009b)
Mikroorganizma Say1 (kob/g)
Toplam aerobik mezofilik bakteri 1.0x10*
Koliform 2.0x10'
Toplam Maya ve Kiif 1.0x10?
Bacillus cereus 1.0x10?
Escherichia coli Bulunmamali
Salmonella spp. 25 g’da bulunmamali
Staphylococcus aureus Bulunmamali
Cronobacter spp.' 25 g’da bulunmamali
Clostridium perfringens Bulunmamali
Listeria monocytogenes 25 g’da bulunmamali

': Tiirk Gida Mevzuat: Bebek ve Devam Formiilleri Tebligi'nde Enterobacter sakazakii olarak verilmistir.

Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalari, Tirk Gida Mevzuati Bebek ve Kii¢iik Cocuk Ek
Gidalar1 Tebligi kapsaminda islenmis tahil bazli ek gidalar ve tahil bazli olmayan ek
gidalar olmak tizere iki grup altinda toplanmistir (Anonim 2009c). Arastirmada tahil
bazli ve tahil bazli olmayan (meyveli, sebzeli) toplam 40 adet bebek ek gidasi analize

almmistir. Analize alinan bebek ek gidalar igerisinde yalnizca tahil bazli ek gidada
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(BEG 24) Cronobacter spp. belirlenirken (% 2.5), diger ek gidalarda bu bakteriye
rastlanmamustir. Cronobacter spp. ile kontaminasyonun, ek gida {iretiminin bir
asamasinda gidaya dogrudan bulasmasi ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bebek ek
gidalarinin TAMB sayilar1 <1-2.30 log kob/g degerleri arasinda degisirken, koliform
bakteri sayilar1 <1-1.58 log kob/g ve Enterobacteriaceae sayilar1 <1-1.65 log kob/g

degerleri arasindadir.

Analiz edilen bebek ek gidalarinin % 12.5’inin Enterobacteriaceae ve koliform bakteri
ile kontamine oldugu belirlenmistir. Elde edilen bulgular Tiirk Gida Mevzuati Bebek ve
Kiiciik Cocuk Ek Gidalar1 Tebligi’nde belirtilen mikrobiyolojik kriterlere uygundur
(Cizelge 4.2). Uretici firmalar tarafindan ek gidalar, 4-36 aylik bebek ve kiigiik
cocuklarin tiiketimine sunulmaktadir. Tahil bazli ek gidada Cronobacter spp.’nin
belirlenmesi 6zellikle mide asitligi yeterince gelismemis bebekler (< 6 ay) icin bir risk

faktori olabilir.

Cizelge 4.2 Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalari mikrobiyolojik 6zellikleri (Anonim

2009¢)
Mikroorganizma Say1 (kob/g)
Toplam aerobik mezofilik bakteri 1.0x10*
Koliform 2.0x10'
Toplam Maya ve Kiif 1.0x10?
Bacillus cereus 1.0x10°
Escherichia coli Bulunmamali
Staphylococcus aureus Bulunmamali
Clostridium perfringens Bulunmamali
Salmonella spp. 25 g’da bulunmamali
Listeria monocytogenes 25 g’da bulunmamali

Cronobacter spp., pek ¢ok gidada, gevresel ve klinik ornekte tespit edilmis olmasina
ragmen, yenidogan bebeklerde goriilen enfeksiyonlar sebebiyle bebek mamasi ve siit
tozu ile iliskilendirilmis ve bebek mamasinda Cronobacter spp. varligina yonelik ¢ok
cesitli aragtirmalar yapilmistir (Muytjens vd. 1988, Nazarowec-White ve Farber 1997b,
Heuvelink vd. 2001, Iversen ve Forsythe 2004b, Leuschner vd. 2004, Shaker vd. 2007,
Chap vd. 2009, El-Sharoud vd. 2009, Jaradat vd. 2009, O’Brien vd. 2009a).
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Bebek mamasi iiretimi sirasinda uygulanan pastorizasyon isleminin Cronobacter spp.’yi
inaktive etmek i¢in yeterli oldugu ancak iiretimin herhangi bir asamasinda
rekontaminasyonun meydana gelebilecegi belirtilmektedir. Potansiyel kontaminasyonun
bebek mamasi iiretiminde pastdrizasyon sonrasinda isiya duyarli kontamine besin
elementlerinin eklenmesi ile ortaya cikabilecegi bildirilmistir (Healy vd. 2010, Reich
vd. 2010). Yapilan bir arastirmada ise Uretimin 1s1l islem uygulanan sprey kurutma

asamasinda bakterinin canli kalabildigi belirlenmistir (Arku vd. 2008).

Yapilan arastirmalarda bebek mamalarindaki Cronobacter spp. kontaminasyon
diizeyinin oldukg¢a diisiik oldugu (0.36-66 kob/100 g) bildirilmistir. Arastirmada analiz
edilen tahil bazli ek gida 6rnegi (BEG 24) incelendiginde, Enterobacteriaceae igeriginin
<1 log kob/g diizeyinde olmasina karsin 6rnekte Cronobacter spp. belirlenmesi bu

literatiir bilgisini dogrular niteliktedir.

Analize aliman bebek mamasi ve bebek ek gida bilesenlerine iliskin Cronobacter spp.,
toplam aerobik mezofil bakteri, koliform grup bakteri ve Enterobacteriaceae analiz
sonuclar1 ¢izelge 4.3’te verilmistir. Cizelge incelendiginde, bebek ek gidasi bileseni
olarak analize alinan tahil iirtinlerinden bugday irmigi, bugday unu, ¢avdar unu, akdari
unu, piring unu, yulaf unu, arpa unu ve dar1 ununda Cronobacter spp. saptanirken
(14/35); bilesenlerden musir irmigi, siit tozu, peyniraltt suyu tozu, meyve ve sebze
parcaciklarinda Cronobacter spp. belirlenmemistir. Analiz edilen tahil diriinlerinin %
82.9’unun Enterobacteriaceae ile kontamine oldugu, bunlardan % 60’nin Cronobacter
spp., % 32’sinin E. cloacae, % 20’sinin K. pneumoniae ve % 20’sinin E. agglomerans
icerdigi saptanmustir (Cizelge 4.4). Bebek mamasi iiretiminde kullanilan hammadde
orneklerinden Enterobacteriaceae identifikasyonu iizerine yapilan bir arastirmada, E.
cloacae, Pantoea spp. ve K. pneumoniae’nin en sik izole edilen tiirler oldugu
bildirilmistir (Popp vd. 2009).
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Cizelge 4.3 Bebek mamasi ve bebek ek gidasi bilesenlerinin mikrobiyolojik analiz

sonuclar1 (log kob/g)

Ornek Cronobacter spp. TAMB Enterobacteriaceae Koliform
Bugday irmigi 25 g’da var 2.80 1.70 <1
Bugday irmigi 25 g’da yok 3.00 242 2.29
Bugday irmigi 25 g’da var 3.84 3.27 3.21
Bugday irmigi 25 g’da yok 4.40 4.07 4.00
Misir irmigi 25 g’da yok 3.33 1.30 2.18
Misir irmigi 25 g’da yok 3.18 <1 <1
Misir irmigi 25 g’da yok 1.70 1.00 <1
Misir irmigi 25 g’da yok 2.15 2.13 1.93
Bugday unu 25 g’da var 3.75 3.50 3.34
Bugday unu 25 g’da yok 2.85 1.34 1.30
Bugday unu 25 g’da yok 2.65 1.54 <1
Bugday unu 25 g’da var 3.83 3.56 3.38
Cavdar unu 25 g’da var 2.32 2.00 1.78
Cavdar unu 25 g’da yok 2.95 1.67 <1
Cavdar unu 25 g’da yok 3.24 2.02 1.60
Cavdar unu 25 g’da yok <1 <1 <1
Akdar1 unu 25 g’da var 2.30 2.18 2.00
Akdar1 unu 25 g’da var 3.26 <1 <1
Akdar1 unu 25 g’da var 2.32 <1 <1
Akdar1 unu 25 g’da yok 2.21 1.40 1.30
Piring unu 25 g’da yok 3.18 1.90 1.70
Pirin¢ unu 25 g’da yok 2.50 1.30 1.18
Piring unu 25 g’da var 3.16 1.43 2.41
Yulaf unu 25 g’da var 2.90 1.70 <1
Yulaf unu 25 g’da yok 2.16 <1 <1
Yulaf unu 25 g’da yok 3.12 2.98 2.86
Yulaf unu 25 g’da var 3.66 3.32 3.29
Arpa unu 25 g’da yok 2.48 1.54 1.00
Arpa unu 25 g’da var 4.08 3.57 3.54
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Cizelge 4.3 Bebek mamasi ve bebek ek gidasi bilesenlerinin mikrobiyolojik analiz
sonuglar1 (devam)

Ornek Cronobacter spp. TAMB Enterobacteriaceae  Koliform
Arpa unu 25 g’da yok 2.61 <1 <1
Arpa unu 25 g’da var 2.35 1.30 1.30
Dar1 unu 25 g’da yok 3.27 2.98 2.90
Dar1 unu 25 g’da yok 3.15 2.66 1.93
Dar1 unu 25 g’da yok 1.95 1.70 <1
Dar1 unu 25 g’da var 4.29 4.26 4.22
PAS tozu' 25 g’da yok 1.54 <1 <1
PAS tozu' 25 g’da yok 2.26 <1 <1
PAS tozu' 25 g’da yok 1.00 <1 <1
PAS tozu' 25 g’da yok 3.19 <1 <1
PAS tozu' 25 g’da yok 2.04 <1 <1
Siit tozu 25 g’da yok 3.10 <1 <l
Sit tozu 25 g’da yok 3.33 <1 <l
Siit tozu 25 g’da yok 3.21 <1 <1
Siit tozu 25 g’da yok 3.33 <1 <1
Siit tozu 25 g’da yok 3.16 <1 <l
Ispanak parcacigi 25 g’da yok 3.43 <1 <1
Brokoli pargacigi 25 g’da yok 2.43 <1 <1
Kabak parcacigi 25 g’da yok 3.19 <1 <1
Patates parcacigi 25 g’da yok 3.04 <1 <1
Havug pargacigi 25 g’da yok 1.90 <1 <1
Pirasa pargacigi 25 g’da yok 1.81 <1 <1
Portakal pargacigi 25 g’da yok <1 <1 <1
Armut pargacigi 25 g’da yok 1.54 <1 <1
Elma parcacigi 25 g’da yok <1 <1 <1
Muz pargacigi® 25 g’da yok <1 <1 <1
Muz tozu® 25 g’da yok <1 <1 <1
Elma tozu’ 25 g’da yok <1 <1 <1

":PAS: peyniralt1 suyu, *: Muz par¢acig1, elma tozu ve muz tozundan ikiser adet rnek analiz edilmistir.
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Bu arastirma kapsaminda bebek ek gidasi ve bilesenlerden elde edilen 80 adet izolatin
morfolojik yapi, Gram reaksiyonu, oksidaz testi gibi temel tan testleri gerceklestirilmis
ve a-glucosidase (a-GLUC) aktivitesi DFI Agar besiyerinde belirlenip, ardindan
Microbact 24E (Oxoid) identifikasyon sistemi ile biyokimyasal testleri yapilmistir
(Cizelge 4.4). Microbact 24E test kiti ile; Nitrat indirgemesi (NIT), Lisin
dekarboksilasyonu (LYS), Ornithin dekarboksilasyonu (ORN), Hidrojen siilfiir olusumu
(H2S), Glukoz fermantasyonu (GLU), Mannitol fermantasyonu (MAN), Ksiloz
fermantasyonu (XYL), PB-D-galaktosidase (ONPG), Indol olusturma (IND), Ure
hidrolizi (URE), Voges Proskauer test (VP), Sitrat kullanimi (CIT), Triptofan
deaminasyonu (TDA), Jelatin testi (GEL), Maltoz fermantasyonu (MAL), Inositol
fermantasyonu (INO), Sorbitol fermantasyonu (SOR), Ramnoz fermantasyonu (RHA),
Sakkaroz fermantasyonu (SUC), Laktoz fermantasyonu (LAC), Arabinoz
fermantasyonu (ARA), Adonitol fermantasyonu (ADO), Rafinoz fermantasyonu (RAF),
Salisin fermantasyonu (SAL), Arjinin dehidrolaz (ARG) testleri gergeklestirilmistir.

Biyokimyasal identifikasyon sonucunda Cronobacter spp. disinda yaygin olarak
tamimlanan bakteriler, E. cloacae, E. agglomerans ve K. pneumoniae olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4). 35 iilkeden temin edilen 141 toz bebek mamasi Grnegi
lizerine yapilan bir arastirmada, Orneklerin % 52.2’sinin Enterobacteriaceae ile
kontamine oldugunu, bunlardan % 25’inin E. agglomerans, % 21’inin E. cloacae ve %
14’tiniin Cronobacter spp. i¢erdigi tespit edilmistir (Muytjens vd. 1988). Estuningsih vd.
(2006) tarafindan yapilan arastirmada, Endonezya ve Giineydogu Asya’da tiiketime
sunulan toz bebek mamalar1 Enterobacteriaceae varligi agisindan incelenmis ve bebek
mamalarindan Cronobacter spp. de dahil olmak iizere Pantoea spp., E. hermanii, E.
cloacae, K. pneumoniae, Citrobacter spp., Serratia spp. ve E. coli izole edilmistir.
Yapilan bagka bir aragtirmada ise analize alinan devam mamalariin % 3 (3/91)’iinde,
bebek gidalarimin ise % 12 (24/199)’sinde C. sakazakii belirlenmistir. Arastirma
kapsaminda devam mamalarindan C. sakazakii disinda A. baumannii, E. cloacae, K.

pneumoniae, C. freundii ve S. ficaria izole edilmistir (Chap vd. 2009).

49



0S

Cizelge 4.4 Bebek ek gidasi ve bebek mamasi bilesenlerinden izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

TESTLER =
z ) : oz
3 g m 2 £
§ E = E % o) g &
Gl |BGUN - - + + - + | -+ + |+ ]+ -+ |+ -1-]-|+| -+ + |+ ]+ -=1-1+ | + |Cronobacter spp. (% 99.65)
G2 |BGUN - - - + - - -]+ |+ |+ |+ -] -]+ +|-|-|-|+]|+]|+|+|+|+]|-1+1]+ | — |E agglomerans(%96.31)
G3 |BGUN - - + - + | - |+ |+ |+ + |- + |+ -|-|+| -1+ +]|+ |+ |+ -]+ ]| -] + |E. cloacae (%99.99)
G4 [BGUN - - - + + - - + + + + - + + + - - + + + + + + + + + + — | K. pneumoniae (%98.79)
G5 |BGUN - - - + -l -1 -1+/+]|+|+|-/-]+]-/-{-|-|+|+]|+|+|+]|+]-1]-1+ 1 — |E agglomerans (%99.66)
G6 |BGUN - | - + |+ ]+ |+ -]+|+|+]+]-|-1+1+]-|-1-1-1-1+|+1+1]1+]|-1-1+ 1 + |cronobacterspp. (%94.66)
G7 [BGUN | - | - |+ [+ |+ |+ |- +]|+|+]+|-|-[+|+]-|-|-1-|-|+|+|+]+]—-1|-1]+]+ |Cronobacterspp.(%94.66)
G8 |BGUN - - - + + + | -+ |+ |+ -]+ -+ |+ +]| =]+ ] - |+ |E cloacae (%99.99)
G9 [BGUN i -+ ]+ -] -+ | - | + |E cloacae (%99.99)
Gl10 |BGIR - - - + -l -] -]+ |+ +|+| -+ +]+| - -]+ -+ +|+|+]|+]+ ]|+ | -1+ |E-cloacae (%99.99)
G11 [BGIR - - + + - + - + + + + - - + + - + - - - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%96.08)
G12 [BGIR - - + + - + - + + + + - - + + - + + + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%98.41)
GI13 |[BGIR - - + + - + | -+ |+ |+ |+ - -]+ |-+ +|+| -]+ +|+ ]|+ ]| =]+ ] + | + [Cronobacterspp.(%98.41)
Gl14 [BGIR - - + + - + - + + + + - - + + - + + + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%98.41)
Gl15 [BGIR - - - + + - -]+ |+ |+ |+ -+ -+ |+ ]|+ + ]|+ + ] = | = |K pneumoniae (%99.43)
G16 |[BGIR - - - + + - - + + + + - + + - - - + + + + + + + + + + — | K. pneumoniae (%94.36)
Gl7 |BGIR -1 =-1+1+1-1+1-1T+1+]1+1+]-1-1+1+]-1-1-1+1-=-1+1+1+7]+]-1-1+71+ [cronobacterspp. (%99.61)
G18 [BGIR - - + + - + - + + + + - - + + - - - + - + + + + - - + + | Cronobacter spp. (%99.61)
G19 |BGIR -1 -1-71T+71T-1-1-1+71+1+1+1-1-1+]+1-1-1-1+1-1+1-1+1+]-1-1-=1+ |E. agglomerans (%99.66)
G20 |MSIR - - - + + - -]+ |+ |+ |+ -+ ]|+ | =]+ ]+ | = |K oxytoca(%85.34)

*BD UN: Bugday unu; BD IR:

unu; EK GD: Ek Gida.

Bugday irmigi; MS IR: Misir irmigi; PR UN: Piring unui; AR UN Arpa unu; CV UN:Cavdar unu; YL UN: Yulaf unu; AD UN

: Akdar1 unu; DR UN: Dar1
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Cizelge 4.4 Bebek ek gidasi ve bebek mamasi bilesenlerinden izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

TESTLER =

z ) Z z

k= g m g E

S [ 2] O =

= 2|2 éﬁ 3 w |z S5z o |8 m < |2 |2 2 | < o |Q Qs |a|Q 2 ’

Sz |T|5 |8 |&8|2|3|5|5|2|2|E|=5|E|B|5|2(3|E|8|2|2|8|2)2(8| ~

G21 |[MSIR i - |+ S i B I S I -+ |+ - -]+ + |+ |+ |+ ] +] -]+ |+ |+ |E-cloacae(%98.02)
G22 [ MSIR - - - + - + -+ |+ |+ |+ -+ ]+ |+ -] - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ] -]+ |+ | + [|Ecloacae (%99.99)
G23 |MSIR e R R R -1 =-1-=-1-1+1-1-1-1+ |A baumannii (%99.99)
G24 |MSIR - - - + + -l -1+ -+ +|-1+|-1+|-1+1-1-1-/-1-1-1+1-1-1-1+ [|A baumannii (%99.99)
G25 |MSIR -1 -1-1+1+1-1-1T+1-1+«1+1-71+«1-1+1-1+1- -1 =-1-=-1T-1T+1-=-1-1-1+ [A baumannii (%99.99)
G26 | PRUN - - - + + - -]+ + |+ |+ |-+ |+ |+ - -+ +]|+]|+|+|+]|+]| -1+ + | - [|K pneumoniae (%99.89)
G27 |PRUN - - - + S I S I S S I S I R e e B e s - |+ |+ -+ | -1+ | + | + |E. dissolvens (%52.49)
G28 | PRUN - - + + + + - + + + + - - + + - - - + - + + + + - + - + | Cronobacter spp. (%96.27)
G29 | PRUN - - + + + |+ -+ + ]+ |+ - -+ |- - -+ -]+ +|+|+] -]+ |- + |Cronobacterspp. (%96.27)
G30 |PRUN i S s s N S S Nt A A R B B + |+ |+ |+ | +] -]+ |- |+ |E-cloacae(%99.99)

G31 | PRUN - - - + + + | -+ |+ |+ |+ |-+ +|+|-|-|+|-|+|+|+|+]|+]|-1]+1] -1+ |E cloacae (%99.99)
G32 | ARUN - - - + -l -]+ |+ |+ |+ =]+ +|-1-]- + |+ |+ |+ |+ ]| - |+ ]| + | — |E. amnigenus (%65.69)
G33 | ARUN - - + + - -l-!/+|+{+|+{-1-|*+|+|-/-!-|+| -+ +|+]|+]| -+ ]| + | + |Cronobacterspp.(%99.94)
G34 | ARUN - - + + -l -]/ -|+ |+ +|+|-|-|+|+|-|-|-|+|-|+|+|+|+] -1+ |+ | + |Cronobacterspp. (%99.94)
G35 | ARUN - - + + - - + + + + - - + + - - - + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%99.94)
G36 | ARUN - - + + -l -1 -]+ +|+|+|-|-]1+|-|-|-|-|+|-]1+|+|+|+] =11+ — | Cronobacterspp. (%80.87)
G37 | ARUN - - + + - -]+ |+ |+ |+ - -]+ -|--|-|+| -]+ + |+ |+ -1 -1+ — |[Cronobacter spp. (%80.87)
G38 | ARUN - - + + - -l-!/+|+{+|+{-1-/+*/-!-/-!1-\+| -+ +|+]+]|—-1—-1| + | — |Cronobacterspp.(%80.87)
G39 | CVUN - - - + -l -]+ |+ |+ |+ =]+ +|-1-]- + |+ |+ |+ |+ ]| |+ ]| + | — |E. amnigenus (%65.69)
G40 | CVUN - - + + - - - + + + + - - + + - + - + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%99.74)

*BD UN: Bugday unu; BD IR:

unu; EK GD: Ek Gida.

Bugday irmigi; MS IR: Misir irmigi; PR UN: Piring unui; AR UN Arpa unu; CV UN:Cavdar unu; YL UN: Yulaf unu; AD UN: Akdari unu; DR UN: Dari
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Cizelge 4.4 Bebek ek gidasi ve bebek mamasi bilesenlerinden izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

TESTLER =

z ) : oz

3 g m 2 £

§ E = E % o) g &
G41 |CVUN - - + + - e e e T A A I S I S S A S + | + | + [ Cronobacter spp. (%99.74)
G42 |CVUN - - - + - - -]+ + |+ |+ -] -]+ +|-|-|+| -]+ +|+|+|+]|-1-1-1 - [|E agglomerans(%98.86)
G43 |CVUN - - + + -+ |+ |+ |+ ]| - + |+ -|-|+| -1+ +]+|+|+]| -]+ ]| -] + |E. cloacae (%99.99)
G44 | CVUN - - - + S T N N A I NN A (N N I AN N N S (N S S O O B = + | — | + |E.cloacae (%99.99)
G45 |CVUN - - - + + + | -]+ + |+ |+ |-+ +|+|-|-|+| -]+ +|+|+]|+]| -]+ -1+ |E cloacae (%99.99)
G46 | YLUN - - + + - e A i A S N S A A S I N (N S B S R S S + | + | + [ Cronobacter spp.(%99.74)
G47 | YLUN - - + + - - - + + + + - - + + - + - + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%99.74)
G48 | YL UN - - + + - e A i A S N S A A S I N (N S B S R S S + | + | + [ Cronobacter spp. (%99.74)
G49 | YLUN - - - + + -] -+ |+ ]+ |-+ ]+ |- -+ +]+]|+|+]+ + | — | + |E.cloacae (%98.33)
G50 | YLUN - - + + -l -1 -]+ |+ +|+|-|-|+|+|-|-|-|+|-|+|+|+|+] -]+ |+ | + |Cronobacterspp. (%99.88)
G51 | YLUN - - - + + - -]+ |+ |+ ||+ -]+ -|-|-|+|+|+|+ ]|+ +|+]+]+ ]|+ | - |K oxytoca(%91.67)
G52 | YLUN - - - + + - -]+ |+ |+ |+ |-+ |+ |+ - -+ + ]|+ +|+|+]|+]|+ ]|+ ]+ | - |K pneumoniae (%94.36)
G53 | ADUN - - - + - e T A A A N S S S A A S I N S (S S R S + | + | — |[S.ficaria (%99.86)

G54 | ADUN - - + + - -l -!/+|+{+|+{-1 -+ +| -+ -+ -+ +|+]|+]|] -+ ]| + | + |Cronobacterspp.(%99.74)
G55 |ADUN - - + + - e A i A S N S A A S I N (N S B S R S S + | + | + [ Cronobacter spp. (%99.74)
G56 | ADUN - - - + - - |-+t |+t |+ -1 -]+ - - - -+ ]+ -]+~ - | + | — |E.agglomerans (%89.82)
G57 | ADUN - - + + -l -1 -]+ +|+|+|-|-|+|-|-|-|-|+|-]|+|+|+|+]—-1]-1+ | + |Cronobacterspp. (%80.87)
G58 | ADUN - - + + - - - + + + + - - + - - - - + - + + + + - + + | Cronobacter spp. (%80.87)
G59 | ADUN - - + + - -l-!/+|+{+|+{-1-/*+/-!-{-!1-\+| -+ +|+]+]—-1—-1| + | + |Cronobacterspp.(%80.87)
G60 | AD UN - - + + - e e T I e S i I A I N A (N S I S R S S + | + | + [ Cronobacter spp. (%99.65)

*BD UN: Bugday unu; BD IR:

unu; EK GD: Ek Gida.

Bugday irmigi; MS IR: Misir irmigi; PR UN: Piring unui; AR UN Arpa unu; CV UN:Cavdar unu; YL UN: Yulaf unu; AD UN: Akdar1 unu; DR UN: Dar
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Cizelge 4.4 Bebek ek gidasi ve bebek mamasi bilesenlerinden izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

TESTLER =
z ) : oz
k- £ o g 2
=) = ©n @] = o
= <12 ét . » |z Sz |2 |8 5| < |2 |2 v < |oluls|Q|l=|2lg g
Sl |T|s |8 |B|2|2|5|E|e|8|B|s|5|B|E|E|8|B|E|5|2|2|2|27|2| °
G61 | AD UN - - + + - i i e i -+ !-!1-!/-!1-/+! -+ +|+]+] -1+ ] + | + |Cronobacter spp. (%99.65)
G62 | ADUN - | - -+ - -|-|+|+|+|+]-|-|+|-|-|-|-|+|+|+|+]|+|+]-1]+ ]|+ | - |E agglomerans (%88.80)
G63 | AD UN - - + -l -1 -1+/+]|+|+|-/-]1+]-/-{-|-|+|+]|+|+|+]|+] -]+ |+ | — |E agglomerans (%38.80)
G64 | DR UN - - - + + - - + + + + - + + + - - + + + + + + + - + + K. pneumoniae (%99.89)
G65 | DR UN - - - + + -] -]+ |+ ]|+ |+ -+ +]+| - -]+ +|+]+]|+|+|+] -1+ |+ | — |K pneumoniae (%99.89)
G66 | DR UN - - - + - - -]+ + |+ |+ -] -]+ +| - -+ +|+|+|+|+]|+]|-1]-1+ | + |E cloacae (%97.56)
G67 | DRUN - | - -+ - -] -]+ |+ |+ - -+ +] - -+ +|+|+|+|+]|+]|~-1]-1]+ |+ |E -cloacae(%97.56)
G68 | DR UN - - - + - - -]+ + |+ |+ -] -]+ +| - -+ +|+|+|+|+]|+]|-1]-1+ | + |E cloacae (%97.56)
G69 | DR UN - - + + - + - + + + + + - + + - - + + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%99.99)
G70 | DR UN - - + + -+ |-+ |+ |+ |+ + |-+ +| - -+ *+| -]+ +|+|+] -]+ |+ | + |Cronobacter spp. (%99.99)
G/l [DRUN | - [ - [ -1+ +1+-1+1+1+]+1+1-1+1-1-1-1-1-1+"1+1-1+1+1-1+1- E. coli (%99.50)
G72 |DRUN - - - + + + -1+ |+ |+ |+ |+ -+ -1-1-1-1-1+1+1-1+]+1-1+1-1- [|E coli(%99.50)
G73 | EKGD - - + + - - -]+ |+ |+ |+ - -]+ +|--|-|+| -]+ +|+]|+]| =1+ ] + | + [Cronobacter spp. (%99.94)
G74 | EKGD - - + + - - -]+ |+ |+ |+ - -]+ +|-|-|-1+] -]+ +|+ ]|+ ]| -1+ 1]+ | + [Cronobacterspp.(%99.94)
G75 | EKGD - - + + - - -]+ + |+ |+ - -]+ +| - -+ -]+ + |+ ]| +]| -1+ ]+ | + [Cronobacterspp. (%99.94)
G76 | EKGD - - + + - - - + + + + - - + + - - - + - + + + + - + + + | Cronobacter spp. (%99.94)
G77 | EKGD - - + + -l -] -]+ |+ + |+ +| -]+ +|-|+|+]| -+ +]|+ |+ +]-1]-1-1 - |E agglomerans (%99.99)
G78 | EKGD - - + + - - - + + + + + - + + - + + - + + + + + - - - E. agglomerans (%99.99)
G79 | EKGD - - + + - - -+ |+ |+ |+ |+ | -]+ |-+ +| -]+ +|+|+|+]|-1-1]-1 - [|E agglomerans(%99.99)
G80 | EKGD - - + + - -l -]+ ]+ |+ |+ |+ -+ |+ -+ + |-+ |+ = - E. agglomerans (%99.99)
*BD UN: Bugday unu; BD IR: Bugday irmigi; MS IR: Misir irmigi; PR UN: Piring unui; AR UN Arpa unu; CV UN:Cavdar unu; YL UN: Yulaf unu; AD UN: Akdari unu; DR UN: Dari

unu; EK GD: Ek Gida.




4.2 Molekiiler Identifikasyon Sonuglar

Molekiiler biyoloji alanindaki bir¢ok c¢alismanin temelini genetik tiplendirme
olusturmaktadir. Genetik tiplendirme c¢aligmalart mikroorganizmalarin tiir ve alt tiir
seviyesinde ayrilabilmesi ve aralarindaki cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasini olanakli
kilmaktadir. Son yillarda mikroorganizmalarin genetik tiplendirme ¢alismalarinda tiim
gen bolgelerinin analizine imkan saglayan, siniflandirma ve karakterizasyonda oldukca

hizli bir yontem olan PCR temelli teknikler kullanilmaktadir.

Giliniimilizde yapilan tiir tayinlerinin biiyiik bir kism1 16S rRNA’y1 kodlayan DNA
fragmentinin sekans dizisinin belirlenmesine dayanmaktadir. 16S rRNA dizilerinin
kiyaslanmast mikroorganizmalar arasindaki filogenetik ve evrimsel yakiligin
belirlenmesi icin kullanilan gii¢lii bir aractir. Bakterilerin siniflandirilmasinda yaygin
olarak kullanilan gen bolgesi 16S rRNA’dir. 16S rRNA geni, yapisinda tiim bakteri
genomunda olan degigsmeyen bolgelerle birlikte, her bakteri genomunda kendine 6zgii
olan degisken bolgeler bulundurur. Bakteri teshisinde degisken bolgeler kullaniliyor
olup, 16S rRNA geninde 8 adet korunmus degismeyen bolge ile 9 adet benzersiz
degisken bolge bulunmaktadir. Korunmus bolgeler primer c¢ogaltma teknikleri igin
biiylik 6lciide uygulanabilir baslangi¢c bolgeleri saglarken, benzersiz degisken bolgeler
de bakteriler arasi filogenetik yakinligi belirlemede kullanilir. 16S rRNA gen dizisi
acisindan % 95’den fazla benzerlik bulunan bakterilerin ayni cinse ait tiirler oldugu

kabul edilmektedir (Cakir 2003, Acar 2009).
4.2.1 DNA izolasyonu sonuclari
Aragtirma kapsaminda analiz edilen 6rneklerden izole edilen ve biyokimyasal testlerle

Cronobacter spp. olarak tanis1 yapilan 17 izolat ile kontrol C. muytjensii ATCC 51329

susuns ait DNA Orneklerinin agaroz jel goriintiileri sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Cronobacter spp. izolatlarindan elde edilen DNA &rneklerinin agaroz jel
goriintiileri

M: Marker (100 bp DNA ladder), 1: C. muytjensii ATCC 51329, 2:G1, 3: G6, 4: G12, 5: G17, 6: G28,
7: G33, 8: G36, 9: G40, 10: G46, 11: G50, 12: G54, 13: G58, 14: G60, 15: G62, 16: G69, 17: G73, 18:
G77

4.2.2 PCR analiz sonuglari

PCR analizleri i¢in Cronobacter tiirlerine 6zgii primer ¢iftleri kullanilmis ve bakterinin
16S bolgesindeki 929 be¢’lik boliimii PCR’da ¢ogaltilmis, ardindan saflagtirma islemi
gerceklestirilmistir. Spesik primerler ile yapilan PCR sonucunda beklenen boyuttaki
DNA bantlarinin belirgin olarak saptanabildigi goriilmistiir. Elde edilen PCR

tiriinlerinin agaroz jel goriintiileri sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Cronobacter spp. izolatlarina ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri

M: Marker (100 bp DNA ladder), 1: C. muytjensii ATCC 51329, 2:G1, 3: G6, 4: G12, 5: G17, 6: G28,
7: G33, 8: G36, 9: G40, 10: G46, 11: G50, 12: G54, 13: G358, 14: G60, 15: G62, 16: G69, 17: G73, 18:
G77

4.2.3 DNA dizi analizi sonuclari

Cronobacter spp. izolatlarinin DNA dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotit dizileri
NCBI veri tabanlarinda BLAST programi kullanilarak diger bakteriyel 16S rRNA gen
dizileri karsilastirllmis ve benzerlik oranlar tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Sekans
dizilerine gore tanist yapilan Cronobacter spp. izolatlarinin GenBank’tan alinan
referans Cronobacter spp. dizileri ile akrabalik dereceleri MEGA 5 Bootstrap Test of
Phylogeny (neighbor-joining) yazilimi (Tamura vd. 2011) ile olusturulan filogenetik
agag ile belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5 Cronobacter spp. izolatlarina ait biyokimyasal identifikasyon ve 16S rRNA

dizi analizi sonuglari

izolat No  Kaynag Microbact 24E ID (%) 16S rRNA Dizi Analizi (%)
Gl Bugday unu Cronobacter spp. (99.65) C. sakazakii (100)

G6 Bugday unu Cronobacter spp. (94.66)  C. sakazakii (100)

G12 Bugday irmigi Cronobacter spp. (98.41)  C. sakazakii (99)

G17 Bugday irmigi Cronobacter spp. (99.61)  C. sakazakii (100)

G28 Piring unu Cronobacter spp. (96.27)  C. sakazakii (100)

G33 Arpa unu Cronobacter spp. (99.65)  C. sakazakii (100)

G36 Arpa unu Cronobacter spp. (80.87)  C. sakazakii (100)

G40 Cavdar unu Cronobacter spp. (99.74)  C. sakazakii (100)

G46 Yulaf unu Cronobacter spp. (99.74)  C. sakazakii (99)

G50 Yulaf unu Cronobacter spp. (99.88)  C. sakazakii (99)

G54 Akdar1 unu Cronobacter spp. (99.74)  C. sakazakii (99)

G5s8 Akdar1 unu Cronobacter spp. (80.87)  C. sakazakii (100)

G60 Akdar1 unu Cronobacter spp. (99.65)  C. sakazakii (100)

G62 Akdar1 unu E. agglomerans (88.80) C. sakazakii (100)

Go09 Dar1 unu Cronobacter spp. (99.99) C. muytjensii (99)

G73 Bebek ek gidast  Cronobacter spp. (99.94)  C. sakazakii (100)

G77 Bebek ek gidas1  E. agglomerans (99.99) Enterobacteriaceae bacterium (99)

Sekil 4.3 Cronobacter spp.’nin a-glucosidase aktivitesi sonucu DFI Agar ve TSA’da
olusturdugu tipik koloniler
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Cizelge 4.5 incelendiginde, Microbact 24E (Oxoid) identifikasyon sistemi ile
gerceklestirilen biyokimyasal identifikasyon sonuglarinin, iki izolat disinda 16S rRNA
sekans analizi sonuglar1 ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Tahil iiriinlerinden izole
edilen ve biyokimyasal analiz sonucunda Cronobacter spp. olarak belirlenen 14 izolat
sekans analizi sonucunda C. sakazakii olarak tanimlanmistir. Buna karsin dar1 unundan
izole edilen ve Cronobacter spp. (% 99.99) olarak tanimlanan G69 kodlu izolat ise 16S
rRNA sekans analizi sonucu % 99 olasilikla C. muytjensii olarak belirlenmistir. Akdari
unundan izole edilen G62 kodlu izolat DFI Agarda tipik renkte Cronobacter kolonisi
olusturmasina kargin biyokimyasal testler sonucu E. agglomerans (% 88.80) olarak
belirlenmis, ancak yapilan sekans analizi sonucu bakterinin C. sakazakii (% 100) oldugu

saptanmigtir.

Cronobacter spp. a-glucosidase pozitif olup, Cronobacter spp.’nin hassas tespiti igin
kromojenik bir besiyeri olan DFI Agar, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glucopyranoside
(XaGlc) kullanilarak tespit edilen a-glukosidaz aktivitesine dayanmaktadir. Bu 6zellik
Cronobacter spp.’yi izole etmek igin gelistirilmis DFI Agar gibi kromojenik
besiyerlerinde diferansiyel reaksiyon i¢in temel olugturmaktadir. Bakteri, a-glucosidase
aktivitesi sonucu TSA besiyerinde de sar1 renkli koloni olusturur (Sekil 4.3). Ancak, a-
glucosidase aktivitesi yalnizca Cronobacter spp. ile sinirli degildir. Yapilan bir
calismada Cronobacter spp. disinda E. vulneris, Pantotea spp. ve C. koseri’nin de DFI
Agarda mavi-yesil renkli tipik koloniler olusturdugu belirlenmistir (Iversen vd. 2004b).
Bebek ek gidasindan izole edilen G77 kodlu izolat bu bilgiyi dogrular nitelikte
reaksiyon vermistir. G77 kodlu izolat DFI Agarda tipik renkte koloni olusturmasina
karsin biyokimyasal testler sonucunda E. agglomerans (% 99.99) olarak tanimlanmustir.
Benzer sekilde sekans analizi sonucunda bakteri, Enterobacteriaceae bacterium (% 99)

olarak belirlenmis ve herhangi bir cinse dahil edilememistir (Cizelge 4.5).

Sekans dizilerine gore tiir tayini yapilan Cronobacter izolatlarinin akrabalik dereceleri
sekil 4.4’de verilmistir. Diziler, Clustal W programi ile hizalanip Neighbor-joining
yontemi kullanilarak filogenetik agaci ¢izilmistir. Agag ¢izimi sirasinda bootstrap degeri

2000 olarak secilmistir (Sekil 4.4).
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ﬁl Acl

Cronobacter sakazakii fmb11
A Gs

|A G17

—— A G50

A G62

Cronobacter sakazakii G3976

A G28
] E’— A G12
Cronobacter sakazakii G4080

— A G73
A G33
A G36
A G40
A Gs6
A G54
A Gs8
A G60
— Cronobacter dublinensis E798
Cronobacter dublinensis E791
I Cronobacter turicensis E609
94 Cronobacter turicensis E688

A G77

87

79 88

A Ge9

Cronobacter muytjensii E888
Cronobacter muytjensii E769
Cronobacter muytjensii E793

98
64

0.002

Sekil 4.4 Tans1 yapilan Cronobacter izolatlari ile referans bakterilerin 16S rRNA dizileri
temel alinarak olusturulan filogenetik agag¢ (Bootstrap 2000)

Cronobacter cinsine ait bazi tiirlerin akrabalik derecelerini gosteren filogenetik agaca

gore 17 izolattan 15’1 C. sakazakii tiriiyle ayn1 grup altinda toplanirken diger 2 izolat
(G69 ve G77) C. muytjensii ile ayn1 dali paylagsmaktadir.
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Cronobacter tiirleri arasindaki farkliliklarin  belirlenmesi ve aynmi zamanda
epidemiyolojik ¢alismalara katki saglamak amaciyla son doénemde Cronobacter
izolatlarinin genotipik ve fenotipik karakterizasyonu {izerine yapilan arastirmalar
yogunluk kazanmistir (El-Sharoud vd. 2009, Jaradat vd. 2009, Terragno vd. 2009,
Kucerova vd. 2010, Miled-Bennour vd. 2010, Turcovsky vd. 2011).

Miled-Bennour vd. (2010), bebek mamasi, bebek mamas1 iiretim alanlar1 ve klinik
ornekler gibi farkli kaynaklardan izole edilen Cronobacter spp. izolatlarin1 PFGE,
otomatize ribotyping ve 16S rRNA sekans analizi yoOntemlerini kullanarak tiir
diizeyinde belirlemislerdir. Yapilan baska bir arastirmada ise bebek gidalar1 ve {iretim
alanlarindan izole edilen 64 izolattan 13’1 (% 20) 16S rRNA sekans analizi sonucu C.

sakazakii olarak tanimlanmistir (Cawthorn vd. 2008).

Jaradat vd. (2009) Cronobacter tiirleri arasindaki fenotipik farkliliklar nedeniyle,
yalnizca tek bir yontemin ya da Cronobacter tiirlerine 6zgii tek bir primerin
kullanilmast ile gerceklestirilen bakteri identifikasyonunun yeterli olmadigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar gida ve c¢evresel Orneklerden izole ettikleri olasi 56
Cronobacter spp. izolatinin identifikasyonunda; farkli kromojenik besiyerleri (a-MUG,
DFI ve ESPM), biyokimyasal testler (API 20E) ve molekiiler teknikleri (ITS bolgesi,
16S rRNA, zpx, gluA, gluB ve ompA hedef genlerine yonelik PCR analizleri ve 16S
rRNA sekans analizi) karsilastirmali olarak test etmislerdir. API 20E kiti ile olas1 56
Cronobacter spp. izolatindan 42’si (% 75) oldukea yiiksek identifikasyon orani ile (%
80-99) Cronobacter olarak belirlenirken, 16S rRNA sekans analizi sonucu 42 izolatin
yalnizca 29’u Cronobacter spp. olarak tanimlanmistir. Cronobacter izolatlarinin
tanimlanmasinda 16S rRNA sekans analizinin ayirt edici giliciiniin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Daha 6nce yapilan aragtirmalarda da API 20E identifikasyon kitinin sinirl
sayida biyokimyasal test igermesi nedeniyle Cronobacter spp. tanimlanmasinda sahte

negatif sonuclara yol agabildigi bildirilmistir (Iversen 2004c, 2007).
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4.3 C. sakazakii Suslarimin Farkh Sicakhik Kosullarinda Gelisimi

C. sakazakii suglarimin farkli sicaklik kosullarinda (4 °C, 10 °C, 20 °C ve 30 °C)
gelisimine iliskin grafikler sirasiyla sekil 4.5 - 4.8”de verilmistir. C. sakazakii suslarinin
4 °C, 10 °C, 20 °C ve 30 °C’da gelisimine iliskin sayisal veriler ise Ek 2’de

sunulmustur.

Arastirma sonuglari incelendiginde, analize alinan C. sakazakii suslarinin rekonstitiie
bebek mamasinda 4 °C’da gelisim gostermedigi belirlenmis ve 10 giinliik depolama
siiresi boyunca bakteri sayilarinda 0.74-1.83 logaritmik birim diizeyinde azalma
gozlenmistir (Sekil 4.5, Ek 2). 4 °C’da depolamada soguga en duyarli susun C.
muytjensii ATCC 51329 oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Nazarowec-White ve Farber
(1997b) tarafindan yapilan arastirmada Cronobacter spp. suslarinin minimum gelisme
sicakligimin 5.5-8 °C oldugu; suslarin 4 °C’da iiremedigi ve bu sicaklikta depolama

stiresi boyunca canliliklarini kaybettikleri bildirilmistir.

log kob/mL

Siire (giin)
Gl (e), G17 (0), G40 (0), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.5 C. sakazakii suslarinin 4 °C’daki gelisimi
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C. sakazakii suslarinin timii 10 °C’da gelisim gostermistir (Sekil 4.6). 10 giinliik
depolama siiresince bakteri sayisinda ~ 5 logaritmik birim artis ger¢eklesmistir (Ek 2).
Yapilan aragtirmalar, bir¢ok ev tipi buzdolabinin 7-10 °C sicaklik aralifinda calistigini
ve bu sicakligin Cronobacter spp.’nin gelisimi i¢in uygun ortam sagladigini gostermistir
(Nazarowec-White ve Farber 1997b, Iversen 2004a, Lenati vd. 2008). Kindle vd.
(1996), Cronobacter spp. ve K. pneumoniae’nin rekonstitiie bebek mamasinda test
edilen diger mikroorganizmalara gore (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, M. terrae ve C.
albicans) daha hizli gelistiklerini tespit etmislerdir. Bu durum g6z 6niine alindiginda,
hazirlanmis bebek mamasinin ev tipi buzdolab1 sicakliginda 24 saatten daha uzun siire

bekletilmesi bebek sagligi agisindan risk olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

10

log kob/mL

Siire (giin)

G1 (e), G17 (), G40 (), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.6 C. sakazakii suslarinin 10 °C’daki gelisimi
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log kob/mL

log kob/mL

10

O I I I I I I
0 4 8 12 16 20 24 28
Siire (saat)
G1 (e), G17 (o), G40 (o), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)
Sekil 4.7 C. sakazakii suslarinin 20 °C’daki gelisimi
2 _
0 I I I I I I
0 4 8 12 16 20 24 28

Siire (saat)
G1 (e), G17 (0), G40 (o), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.8 C. sakazakii suslarinin 30 °C’daki gelisimi
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Cronobacter spp.’nin gelisme sicakligi araligi Farmer vd. (1980) tarafindan 57 susta
aragtirilmistir. Buna gore, 4 ve 50 °C’da gelisme olmazken, suslarin ¢ogu 47 °C’da
gelisim gdstermistir. Iversen vd. 2004a), alt1 klinik ve gida susunun 6-45 °C arasinda ve
en iyi 37-43 °C’da gelistigini belirlemislerdir. Yapilan baska bir arastirmada, bakterinin
rekonstitiie bebek mamasinda 8-47 °C’da gelistigi tespit edilmistir (Kandhai vd. 2006).
Oasili vd. (2009b), Cronobacter tiirlerinin 4 °C’da bebek mamasi ortaminda gelisim
gostermedigini, buna karsin 20-45 °C sicaklikta depolamanin ilk 2 saatinde
Cronobacter sayisinda belirlenebilir bir artis oldugunu saptamiglardir. Aragtirmamizda
incelenen tiim suslarda 20 °C’da depolamanin ilk 6 saatinde baslangic sayisina gore
ortalama 1.23 logaritmik birim artis gerceklesirken, 30 °C’da depolamanin ilk 6
saatinde ortalama 3.32 logaritmik birim bir artis belirlenmistir (Ek 2). C. sakazakii

suslarinin 30 °C’da gelisme hizinin 20 °C’a kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmustir.
4.4 C. sakazakii Suslarinin Jenerasyon Siireleri

C. sakazakii suglarmin 10 °C, 20 °C ve 30 °C’da jenerasyon siireleri gizelge 4.6’da

verilmigtir.

Cizelge 4.6 C. sakazakii suslarinin jenerasyon siireleri'

Jenerasyon siiresi (saat)

Sicaklik (°C) Gl G17 G40 G73 ATCC 51329
10 11.1340.45%%  8.83+0.14%% 8.17+0.03%° 9.55+0.32%° 8.86+0.114%
20 1.06£0.018%  1.13£0.01%% 1.11£0.01%* 1.10+£0.01%* 1.07+0.02%°
30 0.51£0.01°  0.49+0.01® 0.50+0.01® 0.49+0.01® 0.53+0.01¢*

': Ayni satirdaki farkli harfler (a-c) ve ayni siitundaki farkli harfler (A-C) ile gosterilen gruplar arasindaki
fark istatiksel olarak onemlidir (p<0.05). Jenerasyon siireleri aritmetik ortalama +standart hata seklinde
verilmigtir.

*: C. muytjensii ATCC 51329
Gl1, G17, G40, G73 ve kontrol suslarinin logaritmik fazda 10 °C, 20 °C ve 30 °C’da

ortalama generasyon siirelerinin sirastyla 9.31+1.13 (8.17-11.13), 1.09+0.03 (1.06-1.13)
ve 0.51+£0.02 (0.49-0.53) saat oldugu belirlenmistir. Sicaklik artisina bagli olarak
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gelisme hizinin arttig1 ve suslarin jenerasyon siirelerinin kisaldigi saptanmistir (p<0.05).
Sus bazinda incelendiginde, 10 °C’da en kisa jenerasyon siiresine sahip susun G40
oldugu, 20 °C’da ise G1 ve C. muytjensii ATCC 51329’un jenerasyon siirelerinin diger
suslara kiyasla daha kisa oldugu tespit edilmistir. 30 °C’da C. muytjensii ATCC 51329
disinda analiz edilen C. sakazakii suslarinin jenerasyon siireleri arasinda istatistik agidan

bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Cronobacter spp. i¢in jenerasyon ve lag siirelerinin, diger Enterobacteriaceae iiyeleri
icin rapor edilen silirelere yakin oldugu, fakat siit iriinlerinde bulunan diger
organizmalardan daha kisa oldugu bildirilmistir. Bakterinin 10 °C ve 23 °C’da lag
stirelerinin sirasiyla 2-3 saat ve 19-47 saat araliginda oldugu belirlenmistir (Nazarowec-
White ve Farber 1997b). Cronobacter spp. jenerasyon siiresinin 10 °C’da muhafaza
edilmis bebek mamasinda yaklasik 10 saat oldugu buna karsin oda sicakliginda (21 °C)
bu siirenin yalnizca 75 dakika oldugu bildirilmistir (Iversen ve Forsythe 2003). Yapilan
basgka bir aragtirmada ise bakterinin ortalama jenerasyon siiresinin 10 °C’da 4.98 saat,
23 °C’da ise 40 dakika oldugu belirlenmistir. Baslangicta 1 kob/mL diizeyinde
Cronobacter spp. igeren, oda sicakliginda muhafaza edilmis bebek mamasinda bakteri
sayisinin 7 log kob/mL’ye ulagmasi i¢in en az 10 saatlik bir siirenin gerekli oldugu ve
mamanin 35-37 °C’da tutuldugu takdirde bu siirenin daha da kisa olacag: belirtilmistir
(Nazarowec-White ve Farber 1997b). Iversen vd. (2004a) bebek mamasinda alt1 klinik
ve gida susunun gelisme hizi {izerine yaptiklari arastirmada, jenerasyon siiresinin 37

°C’da 19-21 dakika araliginda oldugunu belirlemislerdir.

Arastirma kapsaminda elde edilen jenerasyon siireleri, Iversen ve Forsythe (2003) ve
Iversen vd. (2004a) tarafindan bildirilen degerlere yakin bulunurken, Nazarowec-White
ve Farber (1997b)’1n elde ettigi degerlere gore daha yiiksek bulunmustur. Kullanilan sus
ve gelisme ortaminin jenerasyon siirelerinde goriilen farkliliklarin nedeni olacag: agiktir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda, C. sakazakii’nin hizli gelisiminin, yeni dogmus
bebeklerde hastaneden kaynaklanan ve patojenle ilgili enfeksiyonlarin nedeni

olabilecegi beklenebilir.
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4.5 C. sakazakii Suslarimin Farkh pH Kosullarinda Gelisimi

C. sakazakii suslarmin pH 3.5’de gelisim durumlarn g¢izelge 4.7 ve sekil 4.9’da

verilmigtir.

Cizelge 4.7 C. sakazakii suslarinin pH 3.5’deki gelisimi (log kob/mL)

Siire (saat) G1 G17 G40 G73 ATCC 51329'
0 7.54+0.05  7.48+0.02  7.52+0.03  7.43+0.01  7.29+0.03
1 6.5140.07  6.54+0.01  6.57+0.03  6.85+0.02  4.18+0.07
2 6.04£0.04  5.98+0.02  5.99+0.04  6.27+0.07  2.73+0.05
3 4.84+0.06  4.8740.03  5.07£0.07  5.28+0.04  1.45+0.15
4 3.79+0.03  3.05+0.02  3.83+0.02  4.02+0.02 <1
5 2.75£0.07  2.17+0.06  2.41+0.05  2.43+0.03 <1
6 1.39+0.09  1.32+0.02  1.24+0.06  1.35+0.05 <1
12 <1 <1 <1 <1 <1

': C. muytjensii ATCC 51329

Cizelge incelendiginde, C. muytjensii ATCC 51329 standart susu disinda analiz edilen
diger dort susun 6 saat saat boyunca pH 3.5°de canli kaldiklar1 belirlenmistir. C.
muytjensii ATCC 51329 susu 4. saatin sonunda tespit edilebilir limitin altinda bir degere
indirgenmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda asit toleransi en diisiik susun C.
muytjensii ATCC 51329 oldugu saptanmistir. Edelson-Mammel vd. (2006), HCI ile pH
3.0 ve 3.5’¢ ayarlanmis TSB besiyerinde 12 Cronobacter spp. susunun canli kalma
diizeylerini incelemislerdir. On iki sustan onunun, 37 °C’da pH 3.5’de 5 saatten fazla
bir slirede 1 logaritmadan az diisiis gosterdigi, pH 3.0’da TSB’deki indirgemenin 4.9-
>6.3 log kob/mL diizeyinde oldugu belirtilmistir. Bulgular karsilastirildiginda incelenen
suslarin asit direncinin Edelson-Mammel vd. (2006) tarafindan incelenen suslara kiyasla
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumun sus farkliligindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
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log kob/mL

Siire (saat)

G1 (e), G17 (o), G40 (), G73 (m),C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.9 C. sakazakii suslarinin pH 3.5’deki gelisimi

C. sakazakii suglarmin pH 4.5, pH 5.5 ve pH 7.0’daki gelisim egrileri sekil 4.10’da
verilmistir. Gelisim egrileri incelendiginde, C. sakazakii suslarinin analiz edilen tiim pH
degerlerinde (pH 4.5, 5.5 ve 7.0) gelisim gosterdigi ancak suslarin lag siirelerinin asit
pH degerlerinde (pH 4.5, 5.5) uzadig1 goriilmektedir. Cronobacter spp.’nin gelisebildigi
en diisiik pH degerinin 37 °C’da pH 3.9-4.1 oldugu bildirilmistir (Dancer vd. 2009).
Buna karsin Richards vd. (2005) tarafindan yapilan arastirmada, elma suyu ile
rekonstitiic edilen piring unlarinda (pH 4.39) Cronobacter spp.’nin gelisemedigi tespit
edilmistir. Yapilan baska bir arastirmada ise Cronobacter spp. suslarinin 25 °C’da elma
(pH 3.9) ve cilek (pH 3.6) sularinda gelisim gdsteremedigi, domates (pH 4.4), karpuz
(pH 5.0) ve kavun (pH 6.8) sularinda gelisim gosterdigi belirlenmistir (Kim vd. 2005).
Arastirma bulgulart dogrultusunda genel olarak C. sakazakii suslarmin asit pH’ya
onemli Olgiide direng gosterdigi ve pH 4.5 ve iizerindeki pH degerlerinde iireyebildigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.10 C. sakazakii suslarinin pH 4.5, pH 5.5 ve pH 7.0’daki gelisim egrileri
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4.6 C. sakazakii Suslarimin Termal Direncleri

C. sakazakii’nin 6liim kinetigi lineer regresyon analizi kullanilarak modellenmis ve ii¢
sicaklik (54 °C, 56 °C ve 58 °C) i¢in regresyon egrilerinin R? degerleri >0.95
bulunmustur. C. sakazakii suslarinin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’daki D ve z degerlerine
iligskin veriler ¢izelge 4.8’de, C. sakazakii suslarinin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’daki termal

inaktivasyonu grafikleri ise sirasiyla sekil 4.11 - 4.13°de verilmistir.

Cizelge 4.8. C. sakazakii suslarmin D ve z degerleri'

D degeri (dakika)
Sicaklik (°C) G1 G17 G40 G73 ATCC 51329
54 6.55+0.18"" 6.62+0.15™" 5.85+£0.06*° 12.21£0.3** 2.96+0.03*¢
56 1.54+0.01%° 1.83+0.02%" 1.80+0.03%" 4.27+0.05%* 1.10+0.02%¢
58 0.43£0.01<°  0.39+0.01° 0.32+£0.01°Y  1.19+0.04“* 0.29+0.01

z-degeri (°C) 0.65£0.01° 0.64+0.01° 0,72+0.01°>  0.36+0.01¢  1.50+0.01°

': Ayni satirdaki farkli harfler (a-¢) ve ayni siitundaki farkli harfler (A-C) ile gosterilen gruplar arasindaki
fark istatiksel olarak dnemlidir (p<0.05). Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.

2 C. muytjensii ATCC 51329

Analize alinan C. sakazakii suslarinin farkli sicakliklardaki termal direnglerinin
degiskenlik gosterdigi saptanmistir (p<0.05). D degerlerinin 54 °C’da 2.96-12.21
dakika, 56 °C’da 1.10-4.27 dakika, 58 °C’da 0.29-1.19 dakika araliginda oldugu
belirlenmistir. z degerlerinin ise 0.36-1.50 °C degerleri arasinda oldugu tespit edilmistir.
Uygulanan tiim sicakliklarda C. muytjensii ATCC 51329’un en diisiik termal dirence
sahip sus oldugu, en yiiksek termal dirence sahip susun ise G73 kodlu izolat oldugu
saptanmigtir (p<0.05). D degerlerindeki bu degisimin sus farkliligindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. G73 kodlu izolat proses sirasinda 1sil islem gdrmiis bir {iriin olan
bebek ek gidasindan izole edilmistir. Buna karsin diger ii¢ izolat ise herhangi bir 1s1l
islem uygulanmamis ek gida bilesenlerinden (bugday unu, bugday irmigi ve cavdar
unu) izole edilmistir. Normal kosullarda C. sakazakii’nin toz bebek mamasi ya da ek
gida tliretiminin pastorizasyon asamasinda canli kalamadig1 ancak iiriiniin pastdrizasyon

islemi sonrasinda 1siya duyarli katkilarin eklenmesi sirasinda kontamine olabilecegi
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belirtilmektedir. Buna karsin bakterinin iiretimin 1s1l islem uygulanan sprey kurutma
asamasinda canli kalabildigi belirlenmistir (Arku vd. 2008). Bu bilgiler dogrultusunda
ek gidadaki C. sakazakii varlig: iiretim sirasindaki yetersiz pastorizasyon islemi ya da

proses sonrast meydana gelen kontaminasyon ile agiklanabilir.

Yapilan arastirmalarda Cronobacter spp.’nin termal direnci konusunda Onemli
farkliliklar gbzlense de diger Enterobacteriaceae liyelerine kiyasla daha yiiksek bir
termal dirence sahip oldugu ve bu durumun bakterinin bebek mamalarinda daha yaygin
olmasini acgiklayabilecegi belirtilmistir. Termal direngte goriilen bu degisikliklerin
Cronobacter spp.’nin genetik farkliliklariyla iliskili olup olmadigi heniiz ortaya
konmamistir (Nazarowec-White ve Farber 1997c¢, Breeuwer vd. 2003, Iversen vd.
2004a, Edelson-Mammel ve Buchanan 2004, Osaili vd. 2008b, Shaker vd. 2008, Al-
Holy vd. 2009, Osaili vd. 2009).

Nazarowec-White ve Farber (1997¢) Cronobacter spp.’ye iliskin D degerlerini 52-60
°C’da 54.79-2.50 dakika, Edelson-Mammel ve Buchanan (2004) 56-70 °C’da 21.05-
0.07 dakika ve Iversen vd. (2004a) 54-62 °C’da 16.4-0.3 dakika olarak bildirmistir.

Farkli stres kosullarinin (sogutma, 1sitma, kurutma, besin yetersizligi) Cronobacter spp.
suslarinin termal inaktivasyonuna etkisi konulu bir arastirmada, kurutma ve sicaklik
stres kosullarinin D degerlerinde 6nemli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
Stres kosullari uygulanmamis Cronobacter spp. suslarinin 52, 54, 56 ve 58 °C’da D
degerlerinin sirasiyla 15.33, 4.53, 2.00 ve 0.53 dakika oldugu belirlenmistir (Shaker vd.
2008).

Osaili vd. (2008b), Cronobacter spp.’nin termal inaktivasyonu iizerine yaptiklari
aragtirmada 54-58 °C’da D degerlerini 5.34-0.56 dakika araliginda, z degerini ise 4.12
°C tespit etmiglerdir. Yapilan baska bir arastirmada, C. sakazakii’nin 52 °C ve 58 °C’da
D degerlerinin yagl siitte (22.20-0.68 dakika), yagsiz siit (15.87-0.62 dakika) ve diisiik
yagh siite (15.30-0.51 dakika) gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde
laktoz icermeyen bebek formiillerinin (19.57-0.66 dakika) soya proteini igeren bebek
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formiillerine (17.22-0.63 dakika) gore daha yiiksek D degerlerine sahip oldugu
saptanmistir (Osaili vd. 2009).

Arastirma kapsaminda elde edilen D degerleri Nazarowec-White ve Farber (1997c¢),
Edelson-Mammel ve Buchanan (2004) ve Iversen vd. (2004a) tarafindan Cronobacter
spp. icin bildiren D degerlerine kiyasla diisiik bulunurken, Breeuwer vd. (2003), Shaker
vd. (2008), Osaili vd. (2008b) ve Osaili vd. (2009) tarafindan bildirilen D degerleri ile
benzerlik gdstermektedir. Mikroorganizmalarin termal direnci iizerine birgok faktoriin
etkili oldugu bildirilmistir. Isitma ortaminin bilesimi 6zellikle yag, kuru madde ve seker
igeriginin mikroorganizmalarin termal direncini biiylik 6lgiide etkiledigi belirtilmistir
(Osaili vd. 2009). Ayrica kullanilan susun da D degerlerinde goriilen farkliliklarin

nedeni olabilecegi diistiniilmektedir.

C. sakazakii suslarinin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’daki termal inaktivasyon denemesi

sonucu elde edilen sayisal veriler Ek 1°de verilmistir.

log kob/mL

0 5 10 15 20 25 30 35
Siire (dakika)

G1 (e), G17 (0), G40 (o), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.11 C. sakazakii suslarinin 54 °C’da termal inaktivasyonu
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log kob/mL

log kob/mL

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Siire (dakika)
G1 (), G17 (0), G40 (0), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)
Sekil 4.12 C. sakazakii suslariin 56 °C’da termal inaktivasyonu
1 2 3 4 5 6 7

Siire (dakika)

G1 (e), G17 (0), G40 (), G73 (m), C. muytjensii ATCC 51329 (A)

Sekil 4.13 C. sakazakii suslariin 58 °C’da termal inaktivasyonu
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4.7 Direkt PCR Yontemi ile Bebek Mamalarinda Cronobacter spp. Tespiti

4.7.1 Bebek mamalarindan Cronobacter spp. tespitinde direkt PCR yonteminin
duyarhhgi

Geri alma ¢alismalarinda belirli sayida (10'-10° kob/mL) C. muytjensii ATCC 51329,
bebek mamasi ortamina katilip homojen bir sekilde karistirildiktan sonra buradan alinan
ornekte direkt PCR yontemi ile hedef bakterinin hangi sayida geri alinabilecegi 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 goriintileri sekil 4.14’te verilmistir. Bu yontem ile bebek
mamalarinda en diisiik 10° kob/mL diizeyinde izolasyon gergeklestirilirken, 10" kob/mL

diizeyinde jelde bant gézlenmemistir.

M PK 10¢ 105 104+ 10*° 102 10! NK

Sekil 4.14 Rekonstitiie bebek mamasinda direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp.
tespiti (DNA izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilen yontem)

M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA’sindan
¢ogaltilmig PCR iiriinii), NK: Negatif Kontrol
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Belirli sayida C. muytjensii ATCC 51329 standart susu ile kontamine edilmis bebek
mamalarindan kaynatma yontemi ile de DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve bu
orneklerde spesifik primerler kullanilarak PCR analizi yapilmistir. Bu 6rneklere ait PCR
tirtinlerinin jel goriintiisii sekil 4.15°te verilmistir. Uygulanan bu yontem ile bebek
mamalarinda Cronobacter spp. tespitinde limit deger 10* kob/mL olarak belirlenmistir.
10", 10* ve 10° kob/mL diizeyinde jelde 6zgiin bant gdzlenmemistir. Sonuglar
incelendiginde; direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp. tespitinde, DNA izolasyon kiti

ile uygulanan yontemin kaynatma yontemine gore daha duyarl oldugu goriilmektedir.

106 105 10¢¢

Sekil 4.15 Rekonstitiie bebek mamasindan direkt PCR yontemi ile Cronobacter spp.
tespiti (kaynatma yontemi)

M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA’sindan
cogaltilmig PCR {iriinii), NK: Negatif Kontrol
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Arastirma kapsaminda PCR analizlerinde kullanilan, Cronobacter tiirlerine 6zgii 16S
rRNA gen bolgesinin 929 baz ciftlik DNA fragmentini ¢ogaltan primerlerin spesifikligi
belirlenmistir (Sekil 4.16). Bu amagla C. muytjensii ATCC 51329 standart susu disinda
arastirmamiz sirasinda bebek mamasi ve ek gida bilesenlerinden yaygin olarak izole
edilen ve tanimlanan bakteriler ile 6zellikle bebeklerde potansiyel enfeksiyon etkeni
bakteriler referans olarak kullamlmustir. 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 i¢in jelde bant gozlenmemis ve kullandigimiz primerlerin

Cronobacter spp. i¢in spesifik oldugu belirlenmistir.

MESPRES] S 52 T SEATS B OB 7aie S0 1 0881118 51 28130 N K

929 bg

500 be

Sekil 4.16 Cronobacter tiirlerine 6zgii primerlerin spesifikliginin tespiti

M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA’sindan
¢ogaltilmis PCR iriinii),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
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4.7.2 Direkt PCR yontemi ile bebek mamalarindan 6n zenginlestirme islemi ile
Cronobacter spp. tespiti

Aragtirma kapsaminda bebek mamas1 6rneklerinde, selektif olmayan 6n zenginlestirme
ortaminda (rekonstitiie bebek mamasi) 37 °C’da 4, 6 ve 8 saatlik inkiibasyon siireleri
kullanilarak yaklasik 10°, 10" ve 10* kob/mL seviyesindeki hedef bakterinin direkt PCR

yontemi ile belirlenmesi i¢in gerekli en kisa 6n zenginlestirme siiresi saptanmuistir.

Belirli sayida bakteri ile kontamine edilmis ve 6n zenginlestirme islemine tabi tutulmus
bebek mamas1 Orneklerinden DNA izolasyon kiti ve kaynatma yontemi ile DNA
izolasyonu yapilmig, ardindan PCR islemi gerceklestirilmistir. Bu 6rneklere ait PCR

irlinlerinin agaroz jel goriintiileri sekil 4.17 ve sekil 4.18°de verilmistir.

M PK NK 10°10!' 102 NK 10° 101102 NK 10°10!' 10> NK

929 bg —p

500 bg—»

Sekil 4.17 Rekonstitiie bebek mamasindan 6n zenginlestirme sonrasi direkt PCR
yontemi ile Cronobacter spp. tespiti (DNA izolasyon kiti kullanilarak
gerceklestirilen yontem)

M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA’sindan
cogaltilmig PCR {iriinii), NK: Negatif Kontrol
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Sekil 4.18 Rekonstitiie bebek mamasindan 6n zenginlestirme sonrasi direkt PCR
yontemi ile Cronobacter spp. tespiti (kaynatma yontemi)

M: Marker (100 bp DNA ladder), PK: Pozitif Kontrol (C. muytjensii ATCC 51329 DNA’sindan
¢ogaltilmig PCR iiriinii), NK: Negatif Kontrol

Kontamine edilmis bebek mamalarinda yalnizca 4 saatlik 6n zenginlestirme isleminin
uygulanmasi ile 1 kob/mL seviyesinde Cronobacter izole edilebilmistir (Sekil 4.17).
Buna karsin kaynatma yontemi uygulanarak gerceklestirilen direkt PCR yontemi ile 4
saatlik On zenginlestirme islemi sonrasinda 10 kob/mL seviyesinde Cronobacter
belirlenebilirken, 6 saatlik on zenginlestirme sonrasinda Cronobacter tespitinde limit
deger 1 kob/mL olarak saptanmustir (Sekil 4.18). On zenginlestirme islemi sonrasi
direkt PCR yontemi ile Cronobacter tespitinde, DNA izolasyon kiti ile gergeklestirilen
yontemin (4 saatlik bir 6n zenginlestirme ile 1 kob/mL duyarlilikta tespit) kaynatma
yontemine gore daha duyarli oldugu ve bu yontemde daha kisa bir 6n zenginlestirme
siiresine ihtiya¢ duyuldugu saptanmistir. Buna karsin analiz maliyeti g6z Oniine
alindiginda 6 saatlik bir 6n zenginlestirme ile kaynatma yonteminin (1 kob/mL

duyarhilikta) daha avantajli bir yontem oldugu belirlenmistir.
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Klasik kiiltiirel yontemle Cronobacter spp. izolasyonu ve biyokimyasal identifikasyonu
icin 5 giinlik bir zaman dilimine ihtiyag¢ duyulmaktadir. 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
sonug alinabilmektedir. Biyokimyasal izolasyon ve tani yontemleri kullanilarak yapilan
kiiltiire dayali yontemlerin bazi dezavantajlar1 vardir. Bunlar; izolasyon ve tani igin
uzun zaman gereksinimi, tiir diizeyinde kesin tani yapilmasinda karsilagilan yanlis
negatif sonuclar ve belki de en Onemlisi hasar gérmiis mikroorganizmalarin kiiltiirel
yontemlerle gelistirilmesinde meydana gelen zorluklardir. Bu ve benzeri nedenlerle
gidalardan patojen mikroorganizmalarin aranmasinda direkt PCR yOnteminin
kullanilmast son zamanlarda iizerinde ¢ok durulan bir konudur. Klinik mikrobiyolojide
patojenlerin izolasyonunda PCR temeline dayali yontemler patojen aranmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerin diger bazi avantajlar1 da canli fakat kiiltiirii
yapilamayan (VBNC) mikroorganizmalarin da belirlenmesine olanak saglamakta, ayni
anda cok sayida ornek ile calisilmasina olanak tamimaktadir. Yiiksek duyarlilik ve
secicilik gibi avantajlarinin yani sira, hizli ve otomasyona uyum saglayan bir yontem

olarak kabul edilmektedir (Cakir ve Cakmake1 2005).

Cronobacter spp. tespitinde PCR yonteminin, kiiltiirel belirleme yontemlerine gore
etkinligi, bir¢ok arastirmaci tarafindan karsilagtirmali olarak aragtirllmis ve PCR
yonteminin, kiiltiirel belirleme yontemlerine oranla daha hizli ve daha duyarlilikta sonug
verdigi bildirilmistir (Liu vd. 2006, Mohan Nair ve Venkitanarayanan 2006, Gutierrez-
Rojo ve Torres-Chavollo 2007, Krascsenicsova ve Trncikova 2008, Zhou vd. 2008, Ye
vd. 2008). Gutierrez-Rojo ve Torres-Chavollo (2007) tarafindan yapilan arastirmada,
direkt PCR yontemi ile 10° kob/mL diizeyinde 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 6rnekte
pozitif olarak dogrulanmistir. 16S-23S rDNA genini kodlayan ‘‘internal transcrib
spacer’’ gen bolgelerinin hedef alinarak yapilan bagka bir aragtirmada, TagMan Prob ve

Sybr Green olmak iizere iki farkli real-time PCR teknigi ile Cronobacter spp. toz bebek
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mamasi orneklerinde 1.1 kob/100 g seviyesinde tespit edilebilmistir (Liu vd. 2006).
Mohan Nair ve Venkitanarayanan (2006), arastirmalarinda bebek mamasinda direkt
PCR yontemi ile 10° kob/mL diizeyinde ve 8 saatlik zenginlestirme sonrasinda 0.1
kob/mL diizeyinde Cronobacter spp. belirlemislerdir. Yapilan baska bir arastirmada
real-time PCR ile Cronobacter spp.’nin makro-molekiiler (MMS) operon sentezini
hedefleyen primerler ve TagMan prob kullanilarak, sulandirilmis bebek mamalarinda
zenginlestirme islemi yapilmaksizin 100 kob/mL, 24 saat zenginlestirme sonrasinda ise

0.6 kob/mL diizeyinde Cronobacter spp. belirlenebilmistir (Seo ve Brackett 2005).
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5. SONUC

Bu calismadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Arastirmada 200 adet bebek mamasi, bebek ek gidasi ve bilesenleri incelenmistir.
Baslangig ve devam bebek mamalarinda C. sakazakii belirlenmezken, koliform ve
Enterobacteriaceae sayilarinin 1 log kob/g’dan az oldugu tespit edilmistir. Ek gidalar
icerisinde yalnizca tahil bazli ek gidada C. sakazakii belirlenmistir. Bebek gidalarinda
hammadde olarak kullanilan tahil {irtinlerinin ise % 82.9’unun Enterobacteriaceae ile

kontamine oldugu, bunlardan % 60’nin C. sakazakii icerdigi saptanmustir.

2. Biyokimyasal identifikasyon sonucunda analize alinan orneklerde C. sakazakii
disinda yaygin olarak tanimlanan bakteriler, E. cloacae, E. agglomerans ve K.
pneumoniae olarak belirlenmistir. Microbact 24E ile gerceklestirilen biyokimyasal
identifikasyon sonuglarinin, iki izolat disinda 16S rRNA sekans analizi sonuglari ile
uyumlu oldugu tespit edilmistir. Biyokimyasal testlerle Cronobacter spp. olarak tanisi
yapilan izolatlar, 16S rRNA sekans analizi sonucunda C. sakazakii ve C. muytjensii

olarak belirlenmistir.

3. C. sakazakii suglarinin rekonstitiie bebek mamasinda 4 °C’da gelisim gostermedigi ve
depolama siiresince bakteri sayilarinda azalma oldugu gozlenmistir. Suslarin logaritmik
fazda ortalama jenerasyon stirelerinin 10 °C, 20 °C ve 30 °C’da sirasiyla 9.31 saat, 1.09
saat ve 0.51 saat oldugu belirlenmistir. C. sakazakii’nin hizli gelisimi yeni dogmus
bebeklerde patojenle ilgili olasi enfeksiyonlarin nedeni olabilir. Hazirlanan bebek
mamalarmin oda sicakliginda uzun siire bekletilmesi bebek sagligi agisindan risk
olusturabilmektedir. Bu nedenle, bebek mamasi tiiketim 6ncesinde 4 °C’da muhafaza

edilmeli ve 24 saat i¢inde kullanilmalidir.

4. Genel olarak C. sakazakii suslarinin asit pH’ya 6nemli 6lglide direng gosterdigi, 4.5
ve tizerindeki pH degerlerinde iireyebildigi tespit edilmistir. C. muytjensii ATCC 51329
disinda incelen diger C. sakazakii suslar1 6 saat boyunca pH 3.5’de canli kalabilmislerdir.

Analize alinan C. sakazakii suslarimin farkli sicakliklardaki termal direnglerinin ise
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degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Uygulanan tiim sicakliklarda C. muytjensii ATCC
51329 susunun en diisiik termal dirence sahip oldugu belirlenmistir. Buna karsin en
yiiksek termal dirence sahip susun proses sirasinda pastorizasyon islemi uygulanmis

olan tahil bazli ek gidadan izole edilen G73 kodlu izolat oldugu tespit edilmistir.

5. Arastirma kapsaminda, Cronobacter spp. tespitinde klasik kiiltiirel yonteme gore daha
kisa siirede ve yliksek duyarlilikta sonu¢ veren PCR bazli 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 mamalarmin Cronobacter spp. ile kontaminasyon diizeyinin olduk¢a diisiik
oldugu (0.36-66 kob/100 g) goz Oniine alindiginda kisa siireli bir zenginlestirme islemi
ile kombine ederek uygulanan PCR ydnteminin bebek mamalarinda Cronobacter spp.

tespitinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi gdsterilmistir.

6. Bebekler ve kii¢iik ¢ocuklar, gidadan kaynaklanan enfeksiyonlara karsi ¢ok hassastir.
Bu nedenle, bebek ve devam mamalarinin mikrobiyolojik gilivenligi ¢ok 6nemlidir.
Bebek mamasi gibi iirlinlerin, iiretim, dagitim ve kullanimi sirasinda yiiksek diizeyde
mikrobiyolojik kalite kontroliinden ge¢meleri gerekmektedir. Dolayisiyla, bebek
mamasinin hazirlanmas1 ve kullanimi, hem {ireticinin hem de ev veya hastane
ortamindaki  kullanicinin ~ 6zenini  gerektirmektedir.  Hastanelerin ~ yenidogan
tinitelerindeki bakicilar, bebek mamasinin steril bir iiriin olmadigi ve bu nedenle
hazirlama esnasinda hijyenik Onlemler alinmasinin gerekli oldugu konusunda
uyarilmalidir. Hastane c¢alisanlar1 ve bakicilar arasinda Cronobacter enfeksiyonu
bilincinin artirtlmasi ve mikroorganizmanin potansiyel tehlikelerine karsi tim bakicilara

stirekli egitim verilmesi, yiiksek risk altindaki bebeklerin korunmasi i¢in 6nemlidir.

7. Cronobacter spp.’nin neden oldugu enfeksiyon vakalarinin sikligi son yillarda artis
gostermesine ragmen lilkemizde halen bu bakteri ile ilgili ¢calismalar olduk¢a sinirlidir.
Arastirma kapsaminda elde edilen bulgularin bundan sonra yapilacak arastirmalar igin
katki saglayacagi diistiniilmektedir. Ancak iilkemizde bebek mamas1 kaynakl
Cronobacter enfeksiyonuna karst duyarliligin artirilmasi i¢in konu ile ilgili daha fazla

aragtirmaya gereksinim vardir.
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EK 1 TERMAL INAKTIVASYON SONUCLARI

Cizelge 1 Gl kodlu izolatin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’da termal inaktivasyonu (log

kob/mL)
G1
Siire 54 °C Siire 56 °C Siire 58 °C
(dakika) (dakika) (saniye)

0 7.40+0.02 0 7.23+0.03 0 7.39+0.07
3 6.86+0.04 1 6.68+0.02 15 6.50+0.05
6 6.36+0.10 2 6.01+£0.04 30 5.74+0.04
9 5.73+0.04 3 5.32+0.03 45 5.184+0.02
12 5.14+0.03 4 4.28+0.03 60 4.61+0.06
15 4.54+0.03 5 3.99+0.02 75 4.11£0.06
18 4.44+0.05 6 3.16+0.09 920 3.47+0.02
21 4.11+0.03 7 2.91+0.08 105 3.04+0.04
24 3.45+0.07 8 2.18+0.08 120 2.69+0.03
27 2.86+0.05 9 1.29+0.11

30 2.71+0.03

33 2.43+0.03

Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.

Cizelge 2 G17 kodlu izolatin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’da termal inaktivasyonu (log

kob/mL)
G17
Siire 54 °C Siire 56 °C Siire 58 °C
(dakika) (dakika) (saniye)
0 7.58+0.02 0 7.53+0.03 0 7.46+0.03
3 7.19+0.06 1 7.16+£0.03 15 6.94+0.03
6 6.71+£0.05 2 6.51+£0.06 30 6.26+0.04
9 6.10+0.02 3 6.00+£0.04 45 5.62+0.06
12 5.39+0.04 4 5.11+0.04 60 5.01+0.05
15 5.01+0.05 5 4.14+0.02 75 4.55+0.06
18 4.77+£0.04 6 3.75+0.03 920 3.63+0.06
21 4.11£0.07 7 3.37+£0.04 105 3.07+0.06
24 3.68+0.04 8 3.02+0.06 120 2.23+0.03
27 3.41+0.05 9 2.55+0.04
30 3.10+0.03 10 2.20+0.05
33 2.71£0.04 11 1.79+0.05

Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
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Cizelge 3 G40 kodlu izolatin 54 °C, 56 °C ve 58 °C’da termal inaktivasyonu (log

kob/mL)
G40
Siire 54 °C Siire 56 °C Siire 58 °C
(dakika) (dakika) (saniye)
0 7.16+0.02 0 7.30+0.03 0 7.03+0.03
3 6.95+0.02 1 6.97+0.03 15 6.38+0.02
6 6.55+0.05 2 6.61+0.06 30 5.24+0.06
9 5.95+0.03 3 6.17+0.02 45 4.37+0.04
12 5.08+0.03 4 5.44+0.08 60 3.37+0.10
15 4.50+0.08 5 4.87+0.03 75 2.71£0.08
18 4.09+0.02 6 4.11+£0.03 90 2.23+0.05
21 3.72+0.07 7 3.424+0.02 105 1.78+0.04
24 3.15+0.09 8 2.95+0.03 120 0.67+0.07
27 2.62+0.02 9 2.56+0.03
30 2.36+0.04 10 2.00+0.07
33 1.77+0.04 11 1.80+0.10
Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
Cizelge 4 G73 kodlu izolatin 54 °C, 56 °C, ve 58 °C’da termal inaktivasyonu
G73
Siire 54 °C Siire 56 °C Siire 58 °C
(dakika) (dakika) (saniye)
0 7.25+0.03 0 7.49+0.04 0 7.254+0.07
3 7.224+0.07 2 7.12+0.06 0.5 6.68+0.09
6 7.01+0.12 4 6.97+0.02 1 6.27+0.05
9 6.86+0.10 6 6.42+0.03 1.5 5.68+0.03
12 6.62+0.02 8 5.86+0.02 2 4.94+0.04
15 6.47+0.02 10 5.13+0.04 2.5 4.58+0.04
18 6.31+0.03 12 4.67+0.05 3 4.12+0.02
21 5.91+0.04 14 4.04+0.03 35 3.82+0.03
24 5.65+0.05 16 3.724+0.09 4 3.61+0.03
27 5.14+0.05 18 3.49+0.06 4.5 3.29+0.07
30 4.97+0.03 20 3.224+0.04 5 2.79+0.04
33 4.66+0.21 5.5 2.50+0.03
6 2.80+0.04

Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
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Cizelge 5 C. muytjensii ATCC 51329 susunun 54 °C, 56 °C ve 58 °C’da termal
inaktivasyonu (log kob/mL)

C. muytjensii ATCC 51329

Siire 54 °C Siire 56 °C Siire 58 °C
(dakika) (dakika) (saniye)

0 7.29+0.03 0 7.20+0.04 0 7.344+0.07
2 6.70+0.04 1 6.09+0.04 15 5.84+0.09
4 5.894+0.05 2 5.33+0.03 30 4.62+0.06
6 5.62+0.09 3 4.33+0.06 45 4.19+0.04
8 5.29+0.03 4 3.45+0.09 60 3.30+0.14
10 4.69+0.08 5 2.63+0.08 75 2.44+0.04
12 3.584+0.05 6 1.65+0.05 90 1.904+0.05
14 2.49+0.04

16 1.69+0.06

Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
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EK 2 FARKLI SICAKLIK KOSULLARINDA GELISME SONUCLARI

Cizelge 1 C. sakazakii suslarinin 4 °C’da gelisimi (log kob/mL)

Siire (giin) Gl G17 G40 GT3 ATCC 51329
0 3.4240.02  3.3740.01  3.31£0.04  3.24+0.02 3.22+0.05
2 3.36£0.05  3.3240.02  2.98+0.05  3.18+0.03 2.82+0.07
4 3.21£0.08  3.20£0.03  2.87+0.02  3.13+0.02 2.58+0.05
6 2.9240.02  2.95+0.05  2.58+0.06  2.89+0.05 2.17+0.04
8 2.3540.05  2.63+0.06  2.30£0.04  2.74+0.06 1.93+0.03
10 2.14£0.06  2.34+0.05  1.81£0.03  2.50+0.02 1.39+0.09

': C. muytjensii ATCC 51329, Degerler aritmetik ortalama *standart hata seklinde verilmistir.

Cizelge 2 C. sakazakii suslarinin 10 °C’da gelisimi (log kob/mL)

Siire (giin) Gl G17 G40 G73 ATCC 51329'
0 3.47+£0.02  3.36£0.01  3.11x0.03  3.46+0.02  2.78+0.02
1 3.70£0.05  3.62+0.03  3.43:0.03  3.64+0.07  2.93+0.07
2 4.15£0.02  4.27+0.04  4.17£0.05  4.16x0.03  3.57+0.04
3 4.85+0.02  5.18+0.03  5.10£0.03  5.12+0.06  4.37+0.05
4 5.61+£0.06  6.00£0.04  6.08+0.03  6.01+0.04  5.19+0.05
5 6.14£0.06  6.73+0.08  7.08+0.03  6.85+0.04  6.11+0.04
6 6.95£0.04  7.7120.06  7.85+0.10  7.43x0.10  7.01%0.03
7 7.38+0.02  8.06+0.04  8.02+0.06  7.89+0.02  7.53+0.03
8 7.85£0.05  8.24+0.08  8.14+0.03  8.15+0.02  7.94+0.03
9 8.06£0.02  8.43+0.04  8.22+0.05  8.37+0.04  8.03+0.06
10 8.14+0.02  8.48+0.03  8.40+0.04  8.52+0.04  8.15+0.09

': C. muytjensii ATCC 51329, Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
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Cizelge 3 C. sakazakii suslarinin 20 °C’da gelisimi (log kob/mL)

Siire (saat) Gl G17 G40 G73 ATCC 51329'
0 3.29+0.01 3.22+40.02  3.10+0.04  3.21+0.01 2.99+0.02
2 3.46+0.04  3.42+0.01 3.37+£0.06  3.43+0.07 3.09+0.05
4 3.78+0.08  3.86+0.04  3.82+0.05 3.82+0.03 3.47+0.09
6 4.53+0.05  4.42+0.03  4.41+0.02  4.41+0.07 4.20+0.06
8 5.05£0.03  4.99+0.05 5.00£0.02  5.04+0.04 4.69+0.07
10 5.78+0.10  5.60+0.08  5.46+0.07  5.65+0.03 5.24+0.09
12 6.23£0.09  6.11£0.09  6.06+0.02  6.08+0.04 5.73£0.07
14 6.66+0.04  6.68+0.05 6.44+0.03 6.54+0.08 6.27+0.06
16 7.19+£0.02  7.07+£0.04  7.09+0.03 7.09+0.04 6.84+0.05
18 7.58+0.08  7.39+0.07  7.32+0.05 7.56+0.05 7.284+0.10
20 7.88+0.03 7.60+0.05 7.46+0.03 7.72+0.03 7.5240.06
22 7.97+0.13 7.82+0.02  7.86+0.05 7.82+0.04 7.90+0.03
24 8.24+0.04  8.13+0.05 8.07+0.03 8.09+0.02 8.13+0.02

' C. muytjensii ATCC 51329, Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.

Cizelge 4 C. sakazakii suslarinin 30 °C’da gelisimi (log kob/mL)

Siire (saat) Gl G17 G40 G73 ATCC 51329
0 3.47+£0.02  3.40£0.03  3.07£0.03  3.25+0.04  3.05+0.03
2 4.11+£0.04 4.03+0.03 4.00+£0.07 4.01+£0.03 4.09+0.03
4 524+0.11  5.45+0.03  5.24+0.06  5.38+0.05  5.32+0.06
6 6.71+£0.03 6.47+0.04 6.59+0.03 6.60+0.06 6.46+0.04
8 7.71£0.02  7.69£0.04  7.60£0.06  7.66+0.08  7.49+0.06
10 8.23+£0.02  830+£0.03  821+0.03  8.13+0.02  8.10+0.02
12 8.55+0.06  8.48+0.02  8.59+0.05 8.48+0.03  8.41+0.04
14 8.65+0.05 8.71+0.03 8.77+£0.04 8.68+0.02 8.79+0.08
16 8.88+0.03  8.87+0.03  8.92+0.03  8.95+0.03  8.85+0.05
18 9.01+0.04 9.05+0.06 9.08+0.03 9.12+0.08 8.95+0.03
20 9.10£0.04  9.11£0.08  9.23+0.11  9.22+0.03  9.08+0.03
22 9.15£0.05  9.23+0.03  9.28£0.08  9.28+0.05  9.17+0.02
24 9.25+0.10  9.34+0.02  9.33+0.10  9.36+0.06  9.28+0.04

': C. muytjensii ATCC 51329, Degerler aritmetik ortalama +standart hata seklinde verilmistir.
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EK 3 ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI

Tryptic Soy Broth (TSB, Merck)

Bilesimi, Peptone from casein 17.0 g/L; Peptone from soymeal 3.0 g/L; D(+) Glucose
2.5 g/L; NaCl 5.0 g/L; KoHPO4 2.5 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 30 g/L olacak
sekilde damitik su i¢inde ¢oziliir ve otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi renkte olup, 25 °C’da pH’s1 7.340.2”dir.

Tryptic Soy Agar (TSA, Merck)

Bilesimi, Peptone from casein 15.0 g/L; Peptone from soymeal 5.0 g/L; NaCl 5.0 g/L;
Agar-agar 15.0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 40 g/L olacak sekilde damitik su
icinde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edilir ve steril Petri
kutularina 12.5’er mL dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi kahve renktedir.

Sterilizasyon sonrast 25 °C’da pH’s1 7.3+0.2°dir.

Plate Count Agar (PCA, Merck)

Bilesimi, Peptone from casein 5.0 g/L; Yeast extract 2.5 g/L; D(+) Glucose 1.0 g/L;
Agar-agar 14.0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 22.5 g/L olacak sekilde damitik su
icinde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edilir ve steril Petri
kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak, ¢cok acik sarimsi renktedir ve 25 °C’da

pH’s17.0+0.2"dir.

Tamponlanmis Peptonlu Su (TPS, Merck)

Bilesimi, Peptone 10.0 g/L; NaCl 5.0 g/L; Na,HPO4.12H,0 9 g/L; K,HPO4 1.5 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 25.5 g/L. olacak sekilde su i¢inde gerekirse hafifce
sitilarak eritilir, 500 mL erlenlere 225°er mL olacak sekilde dagitilir ve otoklavda 121
°C’da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sar1 renklidir. Otoklav

sonras1 25 °C’da pH 7.0+0.2"dir.
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Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL, Merck)

Bilesimi, Peptone from meat 7.0 g/L; Yeast Extract 3.0 g/L; Lactose 10.0 g/L; NaCl 5.0
g/L; Ox Bile (Bile Salt Mixture) 1.5 g/L; Neutral Red 0.03 g/L; Crystal Violet 0.002
g/L; Agar-agar 13.0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 39.5 g/L olacak sekilde damitik
su i¢inde karistirilarak kaynatilir ve kaynama basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha
kaynama sicakliginda tutulup, soguyunca steril Petri kutularina 12.5’er mL dokiiliir.
Sterilizasyon sonrast 25 °C’da pH’st 7.4+0.2°dir. Hazirlannis besiyeri parlak ve

karanlik kirmizi renklidir.

Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG, Merck)

Bilesimi, Peptone 7.0 g/L; Yeast extract 3.0 g/L; D(+) Glucose 10.0 g/L; NaCl 5.0 g/L;
Ox bile (Bile salt mixture) 1.5 g/L; Neutral red 0.03 g/L; Crystal violet 0.002 g/L; Agar-
agar 13.0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 39.5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde
karistirtlarak kaynatilir ve kaynama bagladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama
sicakliginda tutulup, 45-50 °C’a soguyunca steril Petri kutularina 12,5’er mL dokdiliir.
Hazirlanmis besiyeri parlak ve koyu kirmizi-kahve renklidir, pH’s1 25 ©°C’da
7.3+0.2°dir.

Lauryl Sulfate Tryptose Broth (LST, Merck)

Bilesimi, Tryptose 20.0 g/L; Lactose 5.0 g/L; NaCl 5.0 g/L; Sodium Lauryl Sulfate 0.1
g/L; K2HPO4 2.75 g/L; KH2PO4 2.75 g/L; L-Trytophane 1.0 g/L; MUG 0.1 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri, 36.5 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritilir, i¢inde
Durham tiipi bulunan tiiplere 10’ar mL dagitilip otoklavda 121 °C’da 15 dakika
sterilize edilir. Sterilizasyon sonras1 25 °C’da pH’s1 6.8+0.2°dir. Hazirlanmis besiyeri

berrak ve sarimsi renktedir.
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Druggan-Forsythe-Iversen Agar (DFI, Oxoid)

Bilesimi, Tryptone 15.0 g/L, Soya peptone 5.0 g/L, Sodium chloride 5.0 g/L, Ferric
ammonium citrate 1.0 g/L, Sodium desoxycholate 1.0 g/L, Sodium thiosulphate 1.0 g/L,
Chromogen 0.1 g/L, Agar 15.0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri, 43.1 g/L olacak
sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121 °C’da 15 dakika sterilize edilir
ve steril Petri kutularina dokiiliir. Sterilizasyon sonrasi besiyeri pH’st 25 °C’da

7.3£0.2°dir
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EK 4 ARASTIRMADA KULLANILAN COZELTILER

CTAB/NaCl ¢ozeltisi: 4,1 g NaCl 80 ml saf suda ¢dziiliir. Uzerine 10 g CTAB ilave

edilir ve karistirilarak 65 °C’a 1sitilir. Hacim, saf su ile 100 mL’ye ayarlanir.

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1

mL izoamilalkol karistirilarak hazirlanir. -20 °C’da muhafaza edilir.

Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 mL izoamilalkol

karistirilarak hazirlanir -20 °C’da muhafaza edilir.

5M NaCl c¢ozeltisi: 29.22 g NaCl damitik suda ¢oziilerek toplam hacim 100 mL’ye

tamamlanir.

Etidyum bromiir cozeltisi: 1 g etidyum bromiir 100 mL damitik su igerisinde

magnetik karistirict kullanilarak ¢oziiliir ve karanlik kosullarda 4 °C’da muhafaza edilir.
1XTE (10 mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,24 g Tris ve 0,074 g EDTA saf
su igerisinde ¢oziiliir ve pH’s1 8’e ayarlanir Son hacim 200 mL’ye tamamlanarak

otoklavda sterilize edilir.

1XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu: 100 ml 10XTBE (0.9M Tris, 0.9M Borik

Asit ve 0.02M EDTA)’nin hacmi steril damitik su 1 litreye tamamlanarak hazirlanir.

3M sodyum asetat (pH 4.8): 12,3 g sodyum 40 mL suda ¢oziiliir ve pH’s1 glasiyel

asetik asit ile 4.8’e ayarlanarak ve hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanir.

% 10’luk SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS’in 100 ml saf su igerisinde ¢oziinmesiyle hazirlanir.
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EK 5 DNA DiZi ANALIZi SONUCLARI

G1 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|JF330137.1] Cronobacter sakazakii strain fmbll 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1483, Score = 1537 bits (832), Expect = 0.0, Ildentities = 832/832
(100%), Gaps = 0/832 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGA 60

NN RN RRN RNy
Sbjct 106 TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGA 165

Query 61  CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 120

EEEERERR e e e e e e e e e e el
Sbhjct 166 CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 225

Query 121 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 180

FELRELRE R e e e e e e e el
Sbjct 226 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 285

Query 181 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 240

RN niyey
Sbjct 286 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 345

Query 241 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 300

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 346 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 405

Query 301 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGCTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGC 360

IR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 406 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGCTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGC 465

Query 361 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 420

FEREER LR e e e e e e e e e el
Sbjct 466 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 525

Query 421 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 480

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 526 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 585

Query 481 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 540

PR e e e e e e e e e nntl
Sbjct 586 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 645

Query 541 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 600

FEEERELE R e e e e e e e e e el
Sbjct 646 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 705

Query 601 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 660

FELREEE e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 706 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 765

Query 661 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG 720

ELEELE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 766 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG 825

Query 721 CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC 780

RN NN NN RN RANRaNy
Sbjct 826 CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC 885

Query 781 AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 832

CEEERERRR R e e e e e e e e el
Sbjct 886 AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 937
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G6 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|JIN592601.1] Cronobacter sakazakii strain IARI-T-5 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1338, Score = 1543 bits (835), Expect = 0.0, Ildentities = 835/835
(100%), Gaps = 0/835 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGA 60

CELRERRE e e e e e e e e e e el
Sbjct 36  TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGA 95

Query 61  CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 120

. FEEEEEREE e e e e e e e e e e el
Shjct 96  CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 155

Query 121 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 180

FELEREL R e e e e e e e e e e el
Sbjct 156 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 215

Query 181 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 240

. PR e e e e e e e e el
Sbjct 216 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 275

Query 241 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 300

EELRELRE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 276 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 335

Query 301 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGC 360

. EELREER e e e e e e e e e el
Sbjct 336 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGC 395

Query 361 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 420

EEEEERR e e e e e e e e el
Sbjct 396 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 455

Query 421 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 480

EELREEE R e e e e e e e e e e el
Sbhjct 456 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 515

Query 481 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 540

PR e e e e e e e e e nnitl
Sbjct 516 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 575

Query 541 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 600

EEERELE R e e e e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 576 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 635

Query 601 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 660

FELREEE e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 636 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA 695

Query 661 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG 720

ELLEE R e e e e e e e e e el
Sbjct 696 TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG 755

Query 721 CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC 780

RNy NN NNy
Sbjct 756 CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC 815

Query 781 AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGC 835

FEEERERRR R e e e e e e e el
Sbhjct 816 AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGC 870
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G12 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880364.1] Cronobacter sakazakii strain G4080 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1441, Score = 1537 bits (832), Expect = 0.0, ldentities = 844/849, (99%),
Gaps = 3/849 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 60

CEEERERR R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 102 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 161

Query 61  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 120

. CELREER LR e e e e e e e e e el
Sbjct 162 TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 221

Query 121 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 180

EEEERERR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 222 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 281

Query 181 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240

. RN RN NN RN RN NN
Sbjct 282 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 341

Query 241 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 300

IR e e e e e e e e el
Sbjct 342 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 401

Query 301 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTT 360

. CELEEEREEE e e e e e e e e e e el
Shjct 402 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTT 461

Query 361 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 420

ELLRERR e e e e e e e el
Sbjct 462 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 521

Query 421 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG 480

R e e e e e e e e el
Sbhjct 522 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG 581

Query 481 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 540

FELRELR R e e e e e e e ey el
Sbjct 582 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 641

Query 541 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGACGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG 600

IELLRERR R e e e ey e e e e el
Sbhjct 642 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG-CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG 700

Query 601 CGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAATAGCGTGGGGAGCAAACA 660

FEEEER e e e e e e e e el
Sbjct 701 CGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA-AGCGTGGGGAGCAAACA 759

Query 661 GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTGACTTGGAGGTTGTGCCCTT 720

IEEEREE R e e e e e ey vl
Sbhjct 760 GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC-GACTTGGAGGTTGTGCCCTT 818

Query 721 GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG 780

PELREERE e e e e e e e e e e el
Sbjct 819 GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG 878

Query 781 TTAAAACTCAAATCAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG 840

EREERELRE e e e e e e e e e e el
Sbhjct 879 TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG 938

Query 841 ATGCAACGC 849

I
Sbjct 939 ATGCAACGC 947
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G17 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|JIN592601.1] Cronobacter sakazakii strain IARI-T-5 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1338, Score = 1568 bits (849), Expect = 0.0, Ildentities = 849/849
(100%), Gaps = 0/849 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 60

EEEERER R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 30  GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 89

Query 61  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 120

. CELREER LR e e e e e e e e e el
Sbjct 90  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 149

Query 121 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 180

CEEERERR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 150 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 209

Query 181 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240

. RN RN NN NN
Sbjct 210 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 269

Query 241 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 300

R e e e e e e el
Sbjct 270 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT — 329

Query 301 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTT 360

. CELEEEEEE R e e e e e e e e el
Sbjct 330 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTT 389

Query 361 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 420

ELLRERR R e e e e e e e e e el
Sbjct 390 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 449

Query 421 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 480

. FELEEEEEE e e e e e e e e el
Shjct 450 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 509

Query 481 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 540

LRy
Sbjct 510 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 569

Query 541 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 600

IEELRERE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 570 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 629

Query 601 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 660

LN NNy
Sbjct 630 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 689

Query 661 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 720

IREERERE e e e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 690 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 749

Query 721 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 780

PELREEE e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 750 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 809

Query 781 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG 840

EELREEEE L e e e e e e e e e el
Sbjct 810 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG 869

Query 841 CAACGCGAA 849

LHHLLTLT
Sbjct 870 CAACGCGAA 878
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G28 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|GU252269.1] Cronobacter sakazakii strain KYU127 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1110, Score = 1533 bits (830), Expect = 0.0, Ildentities = 830/830
(100%), Gaps = 0/830 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 60

EEEERER R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 75  GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 134

Query 61  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 120

CELREER LR e e e e e e e e e el
Sbjct 135 TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 194

Query 121 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 180

FEEERER e e e e e e e e e e e el
Sbjct 195 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 254

Query 181 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240

FEEREEE e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 255 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 314

Query 241 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 300

IR e e e e e e e e el
Sbjct 315 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 374

Query 301 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTT 360

CELEEER R e e e e e e e e e e el
Shjct 375 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTT 434

Query 361 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 420

EELRERE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 435 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 494

Query 421 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG 480

FELEEEEEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 495 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG 554

Query 481 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 540

CEEERERRE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 555 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 614

Query 541 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 600

FELREEE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 615 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 674

Query 601 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 660

CEELRERR R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 675 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 734

Query 661 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 720

EEEEEEE R e e e e e e e e e el
Sbjct 735 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 794

Query 721 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 780

PELEREE e e e e e e e e el
Sbjct 795 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 854

Query 781 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 830

. FELRELEEE LR e e e e el
Shjct 855 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 904
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G33 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>emb|FN401364.1] Cronobacter sakazakii partial 16S rRNA gene, isolate PHLTA-37

Length=1419, Score = 1554 bits (841), Expect = 0.0, Ildentities = 841/841
(100%), Gaps = 0/841 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 60

R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 82  CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 141

Query 61  ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 120

. FELEERR e e et e e e e e el
Sbjct 142 ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 201

Query 121 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 180

RN RN RNy
Sbjct 202 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 261

Query 181 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 240

. EELEEER R e e e e e e e e e e el
Sbjct 262 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 321

Query 241 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 300

CEEERELR e e e e e e e e el
Sbjct 322 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 381

Query 301 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCCG 360

EEERERE e e e e e e e e e e el
Sbhjct 382 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCCG 441

Query 361 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 420

EELEEEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 442 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 501

Query 421 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 480

CEEERELEE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 502 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 561

Query 481 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 540

Ny RNRNniyy
Sbjct 562 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 621

Query 541 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 600

R e e e e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 622 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 681

Query 601 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 660

RNy
Sbjct 682 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 741

Query 661 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 720

IRELRER R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 742 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 801

Query 721 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT 780

RN RN RN RNy
Sbjct 802 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT 861

Query 781 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG 840

RN RN RNy
Sbjct 862 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG 921

Query 841 841

[eL_X@]

Sbjct 922 922
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G36 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880405.1] Cronobacter sakazakii strain G4083 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1462, Score = 1520 bits (823), Expect = 0.0, Ildentities = 823/823
(100%), Gaps = 0/823 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACG 60

EELREREE e e e e e e e e e el
Sbjct 126 ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACG 185

Query 61 GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA 120

. FELEEERE R e e e e e e e e e el
Shjct 186 GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA 245

Query 121 GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG 180

RN RN NNy
Sbjct 246 GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG 305

Query 181 CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC 240

. RN RN NNy
Sbjct 306 CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC 365

Query 241 ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA 300

EEERELRE e e e e e e el
Sbjct 366 ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA 425

Query 301 AAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCC 360

. FELEELEEEE e e e e e e e e e el
Shjct 426 AAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCC 485

Query 361 GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG 420

RN NN RN RNy
Sbjct 486 GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG 545

Query 421 TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAAT 480

. EELEELE LR e e e e e e e e e e e el
Shjct 546 TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAAT 605

Query 481 CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG 540

RN NN RNy
Sbjct 606 CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG 665

Query 541 GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG 600

RN RN NN NN RNy
Sbhjct 666 GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG 725

Query 601 GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 660

PR e e e e e e e e e e el
Sbjct 726 GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 785

Query 661 GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT 720

EEEERELEE e e e e e e e e e e el
Shjct 786 GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT 845

Query 721 GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC 780

RNy
Sbjct 846 GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC 905

Query 781 TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 823

FEEEEELEE R e e e e el
Sbjct 906 TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG 948
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G40 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880310.1] Cronobacter sakazakii strain G4037 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1466, Score = 1539 bits (833), Expect = 0.0, ldentities = 833/833
(100%), Gaps = 0/833 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 60

RN NN RNy
Sbjct 125 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 184

Query 61  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 120

EELRELE R e e e e e e e e el
Sbjct 185 TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 244

Query 121 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 180

FELEEEE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 245 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 304

Query 181 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240

EEELRERE e e e e e e e e e e el
Sbjct 305 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 364

Query 241 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 300

PR e e e e e e e el
Sbjct 365 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT — 424

Query 301 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTT 360

R e e e e e e e e e el
Sbjct 425 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTT 484

Query 361 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 420

FELREEE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 485 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 544

Query 421 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 480

R e e e e e e e el
Sbjct 545 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 604

Query 481 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 540

FEERELR R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 605 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 664

Query 541 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 600

EELLEER e e e e e e e e e e el
Sbjct 665 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 724

Query 601 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 660

FEERELE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 725 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 784

Query 661 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 720

RN NN RN RN NaNny
Sbjct 785 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 844

Query 721 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 780

. LNy
Shjct 845 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 904

Query 781 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 833

CEELREREE L e e e e e e el
Sbjct 905 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA 957
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G46 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880405.1] Cronobacter sakazakii strain G4083 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1462, Score = 1504 bits (814), Expect = 0.0, Ildentities = 824/828
(99%), Gaps = 3/828 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTAC 60

NN RN NN RN Riny
Sbjct 125 AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTAC 184

Query 61  GGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT 120

IR e e e e e e e e e e el
Sbjct 185 GGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT 244

Query 121 AGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA 180

PR e e e e e e e e e e el
Sbjct 245 AGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA 304

Query 181 GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG 240

NNy
Sbjct 305 GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG 364

Query 241 CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT 300

FELEEER R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 365 CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT = 424

Query 301 AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACC 360

RNy R RNy
Sbjct 425 AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACC 484

Query 361 CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC 420

RN NN RN RNy
Sbjct 485 CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC 544

Query 421 GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAA 480

IR e e e e e e e e e e el
Sbjct 545 GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAA 604

Query 481 TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGG 540

LRy NN NN RN NN RNy
Sbjct 605 TCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGG 664

Query 541 GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA 600

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 665 GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA 724

Query 601 GGCGGCCCCCTGGTACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAATAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 660

PELRELREEnn e P e e e e e e PRl
Sbjct 725 GGCGGCCCCCTGG-ACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAA-AGCGTGGGGAGCAAACAGGA 782

Query 661 TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 720

PR e e e e e ey ven e e el
Sbjct 783 TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC-GACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 841

Query 721 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCTAGGTTA 780

. PELRELEEE e e e e e e e e e e ey il
Shjct 842 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 901

Query 781 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG 828

PEELRERRT LR e e e e e e
Sbjct 902 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG 949
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G50 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|GU227670.1] Cronobacter sakazakii strain KYU49 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1461, Score = 1550 bits (839), Expect = 0.0, Ildentities = 841/842
(99%), Gaps = 0/842 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 60

IR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 108 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 167

Query 61  ACCAAAGTGGGGGGCCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 120

. FELEERRR R R e e e e e e e el
Shjct 168 ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 227

Query 121 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 180

ELLRELRE R e e e e e e el
Sbjct 228 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 287

Query 181 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 240

. CELEEER R e e e e e e e e e e el
Sbjct 288 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 347

Query 241 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 300

CEEERERR e e e e e e e e el
Sbjct 348 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 407

Query 301 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCG 360

. FELREERREE e e e e e e e e e el
Sbjct 408 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCG 467

Query 361 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 420

R e e e e e e el
Sbjct 468 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 527

Query 421 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 480

. LN RN RN NN NANRANY
Shjct 528 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 587

Query 481 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 540

RN NNy
Sbjct 588 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 647

Query 541 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 600

RN RNy
Sbhjct 648 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 707

Query 601 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 660

RNy RN RNy
Sbjct 708 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 767

Query 661 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 720

IEELRER R e e e e e e e e e e el
Shjct 768 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 827

Query 721 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT 780

RN RN RNy
Sbjct 828 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT 887

Query 781 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG 840

R RN RN ARy
Sbhjct 888 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG 947

Query 841 CG 842

1
Sbjct 948 CG 949
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G54 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|GU122201.1] Cronobacter sakazakii strain 05CHPL48 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1507, Score = 1519 bits (822), Expect = 0.0, Ildentities = 824/825
(99%), Gaps = 0/825 (O%),Strand=Plus/Plus

Query 1 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 60

IR e e e e e e e e e e el
Sbjct 126 CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGG 185

Query 61  ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 120

RN RN NNy
Sbjct 186 ACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG 245

Query 121 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 180

RN RN RNy
Sbhjct 246 TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC 305

Query 181 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 240

FELEEER R e e e e e e e e e e el
Sbjct 306 CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA 365

Query 241 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 300

EEEERELR e e e e e e e e e e el
Sbhjct 366 CAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA 425

Query 301 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCCG 360

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 426 AGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCCG 485

Query 361 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 420

R e e e e e e et
Sbjct 486 CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT 545

Query 421 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 480

LR NNaNy
Sbjct 546 TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATC 605

Query 481 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 540

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 606 CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGG 665

Query 541 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 600

ELEEER R e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 666 TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG 725

Query 601 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 660

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 726 CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG 785

Query 661 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 720

EEEEEE R e e e e e e e el
Sbjct 786 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG 845

Query 721 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCTAGGTTAAAACT 780

EERERERE e e e e e e e e e e il
Sbjct 846 GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT 905

Query 781 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 825

R e e e e e e el
Sbjct 906 CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT 950
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GS58 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880405.1] Cronobacter sakazakii strain G4083 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1462, Score = 1557 bits (843), Expect = 0.0, Ildentities = 843/843
(100%), Gaps = 0/843 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACG 60

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 126 ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACG 185

Query 61  GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA 120

R e e e e e e el
Sbjct 186 GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA 245

Query 121 GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG 180

NN RN RNy
Sbjct 246 GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG 305

Query 181 CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC 240

EEELEERE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 306 CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC 365

Query 241 ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA 300

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 366 ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA 425

Query 301 AAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCC 360

FELERERE R e e e e e e e e e el
Sbjct 426 AAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTTACCC 485

Query 361 GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG 420

PR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 486 GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG 545

Query 421 TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAAT 480

EREERELE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 546 TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAAT 605

Query 481 CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG 540

FELREEE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 606 CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG 665

Query 541 GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG 600

IEELEERR e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 666 GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG 725

Query 601 GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 660

PR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 726 GCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA 785

Query 661 GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT 720
Ll
Sbjct 786 GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT 845
Query 721 GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC 780
i PRREREERRER e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 846 GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC 905
Query 781 TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC 840
Ll
Sbjct 906 TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAAC 965
Query 841 GCG 843

1l
Shjct 966 GCG 968
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G60 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880327.1] Cronobacter sakazakii strain G4062 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1459, Score = 1563 bits (846), Expect = 0.0, Ildentities = 846/846
(100%), Gaps = 0/846 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 60

RN NN RNy
Sbjct 122 GGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC 181

Query 61  TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 120

EELRELE R e e e e e e e e el
Sbjct 182 TACGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA 241

Query 121 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 180

FELEEEE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 242 GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGA 301

Query 181 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 240

EEELRERE e e e e e e e e e e el
Sbjct 302 CCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 361

Query 241 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 300

PR e e e e e e e el
Sbjct 362 TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT 421

Query 301 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTT 360

R e e e e e e e e e el
Sbjct 422 TGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTGTGGTTAATAACCGCAGCGATTGACGTT 481

Query 361 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 420

FELREEE R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 482 ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCA 541

Query 421 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 480

R e e e e e e e el
Sbjct 542 AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTG 601

Query 481 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 540

FEERELR R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 602 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAG 661

Query 541 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 600

EELLEER e e e e e e e e e e el
Sbjct 662 GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC 721

Query 601 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 660

FEERELE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 722 GAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG 781

Query 661 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 720

RN NN RN RN NaNny
Sbjct 782 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAG 841

Query 721 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 780

. LNy
Shjct 842 GCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 901

Query 781 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG 840

EELREREE R e e e e e e e el
Sbjct 902 AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG 961

Query 841 CAACGC 846

Ly
Shjct 962 CAACGC 967
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G62 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|GU227670.1] Cronobacter sakazakii strain KYU49 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1461, Score = 1498 bits (811), Expect = 0.0, Ildentities = 811/811
(100%), Gaps = 0/811 (0%),Strand=Plus/Plus

Query 1 GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGAC 60

RN RN RN RNy
Sbjct 110 GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTACGGAC 169

Query 61  CAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTA 120

EEER LR e e e e e e e e el
Sbjct 170 CAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTA 229

Query 121 GGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA 180

FELRELE R e e e e e e e el
Sbjct 230 GGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA 289

Query 181 CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA 240

EEEREEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 290 CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA 349

Query 241 ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG 300

NN RNy
Sbjct 350 ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG 409

Query 301 TACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCA 360

CELERRLEE e e e e e e e e e e nintl
Sbjct 410 TACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCA 469

Query 361 GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA 420

FEEREER R e e e e e e e e e e el
Sbjct 470 GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA 529

Query 421 ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCC 480

IR e e e e e e el
Sbjct 530 ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCC 589

Query 481 CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTA 540

FELREER R e e e e e e e e e el
Sbjct 590 CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTA 649

Query 541 GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG 600

RN RN NN RNy
Sbjct 650 GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG 709

Query 601 GCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 660

PR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 710 GCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 769

Query 661 ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC 720

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 770 ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC 829

Query 721 TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA 780

. NN NNy
Shjct 830 TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA 889

Query 781 AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG 811

EELEERRR et
Sbjct 890 AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG 920
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G69 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|GU122214.1] Cronobacter dublinensis strain O05CHPL64 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Length=1508, Score = 1543 bits (835), Expect = 0.0, Ildentities = 837/838
(99%), Gaps = 0/838 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 CCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC 60

RN NN RN RNy
Sbjct 129 CCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACC 188

Query 61  AAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAG 120

NN RN NNy
Sbjct 189 AAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAG 248

Query 121 GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC 180

IRLLRERE e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 249 GTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC 308

Query 181 ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA 240

LN RN RNy niny
Sbjct 309 ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA 368

Query 241 TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 300

EELLRELEE e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 369 TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT 428

Query 301 ACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGGTTAAGGTTAATAACCTTGATCATTGACGTTACTCGCAG 360

PR e e e e e e e e Pl
Sbjct 429 ACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGGTTAAGGTTAATAACCTTAATCATTGACGTTACTCGCAG 488

Query 361 AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA 420

ELERELEE e e e e e e e e e el
Sbjct 489 AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAA 548

Query 421 TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC 480

RN NNy
Sbjct 549 TCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC 608

Query 481 GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAG 540

IELRERE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 609 GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAG 668

Query 541 AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 600

RN NN RN NN RNNiyy
Sbjct 669 AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG 728

Query 601 CCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 660

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 729 CCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA 788

Query 661 CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCT 720

PR e e e e e e e e el
Sbjct 789 CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCT 848

Query 721 TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA 780

RN NN RNy
Sbjct 849 TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA 908

Query 781 ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC 838

NNy RN RNy
Shjct 909 ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC 966
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G73 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|HQ880402.1] Cronobacter sakazakii strain G3943 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1462, Score = 1194 bits (646), Expect = 0.0, Ildentities = 646/646
(100%), Gaps = 0/646 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTGCGGA 60

FELEEEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 129 TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTGCGGA 188

Query 61  CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 120

EEEERERE e e e e e e e e e e el
Sbjct 189 CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT 248

Query 121 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 180

FELREREE R e e e e e e el
Sbjct 249 AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC 308

Query 181 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 240

RNy
Sbjct 309 ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 368

Query 241 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 300

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 369 AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAA 428

Query 301 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGC 360

IR e e e e e e e e e e el
Sbjct 429 GTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGC 488

Query 361 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 420

FEEREEE R e e e e e e e e el
Sbjct 489 AGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT 548

Query 421 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 480

EELRERE R e e e e e e e e e e el
Sbjct 549 AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCC 608

Query 481 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 540

PR e e e e e e e e e el
Sbjct 609 CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGT 668

Query 541 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 600

FEEERRLEE R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 669 AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGC 728

Query 601 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG 646

PR e e e e e e
Sbjct 729 GGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG 774
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G77 kodlu izolata ait 16S rRNA kismi sekans dizisinin gen bankasi niikleotit blast sonucu

>gb|EF088374.1] Enterobacteriaceae bacterium v422 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=1447, Score = 1537 bits (832), Expect = 0.0, Ildentities = 834/836
(99%), Gaps = 0/836 (0%), Strand=Plus/Plus

Query 1 AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA 60

ELERELRE TR e e e e e e e e e el
Sbjct 55  AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA 114

Query 61  AGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT 120

. FEEREEEE R e e e et e e e e e el
Shjct 115 AGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT 174

Query 121 AGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA 180

RN RNy
Sbjct 175 WGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA 234

Query 181 GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG 240

. NN NN R RN NNy
Shjct 235 GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG 294

Query 241 CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT 300

CEEEEEL R e e e e e e e e e e il
Sbjct 295 CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT — 354

Query 301 AAAGTACTTTCAGTGAGGAGGAAGGCATGATGCTTAATACGCATCGTGATTGACGTTACT 360

. FELREEREE e e e e e e e e e el
Sbjct 355 AAAGTACTTTCAGTGAGGAGGAAGGCATGATGCTTAATACGCATCGTGATTGACGTTACT 414

Query 361 CACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC 420

CEEERERR e e e e e e e i e e e et i
Sbjct 415 CACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCRAGC 474

Query 421 GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAA 480

. EELEEER e e e e e e e e e e e el
Shjct 475 GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAA 534

Query 481 TCCCCGGGCTCAACCCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGG 540

RN RN RNy
Sbjct 535 TCCCCGGGCTCAACCCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGG 594

Query 541 GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA 600

LR e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 595 GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAA 654

Query 601 GGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT 660

PR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 655 GGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT 714

Query 661 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG 720

FEEERELE R e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 715 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG 774

Query 721 TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA 780

CELREER e e e e e e e e e e el
Sbjct 775 TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA 834

Query 781 CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT 836

IR e e e e e e e e el
Sbhjct 835 CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT 890
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