T.C.
iISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CESITLI GIDA VE CEVRESEL ORNEKLERDE (Cronobacter spp.)
Cronobacter sakazakii iZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU ve VIRULANS
FAKTORLERIN MOLEKULER YONTEMLE BELIiRLENMESI

DOKTORA TEZI

Ulkii DEMIRCI
(Y1315.710002)

Gida Giivenligi Ana Bilim Dah

Gida Giivenligi Programm

Tez Damsmani: Prof. Dr. Haydar OZPINAR

Nisan, 2018






ONAY FORMU






09/04/2018

T.C.
ISTANBUL AYDIN UNIVERSITESI

FEN BILIMLER ENSTITUSU MUDURLUGU
DOKTORA TEZ ONAY BELGESI

Enstitiimiiz Gida Giivenlifi Ana Bilim Dali, Gida Giivenligi Doktora Programi
Y1315.710002 numaral égrencisi Ulkii DEMIRCI’nin “CESITLI GIDA VE CEVRESEL
ORNEKLERDE CRONOBACTER SPP. ENTEROBACTER SAKAZAKIii IZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE VIRULANS FAKTORLERIN MOLEKULER YONTEMLERLE
BELIRLENMESI” adli doktora tez calismasi Enstitiimiiz Yonetim Kurulunun 10/10/2017
tarih ve 2017/23 sayih karan ile olusturulan jiiri tarafindan ;?j.éaf‘wjf*lle Doktora tezi

olarak Ii-u"!‘%/ .. edilmigtir.

Unvan- Ad-Soyad imza

i
. ﬂ s ,4‘
Danismen Prof. Dr. Haydar OZPINAR [/// M

A
. ; Prof. Dr. Giiner ARKUN .
Uye (TIK) i C\QfL

. . Prof. Dr. Zeynep Dilek HEPERKAN D’\v\r /{/
fiye (TIK) \ e

L1 . - lO 7 ; i
Uye Prof. Dr. Giirhan Raif CIFTCIOGLU ) [ [[((g"z{/
. Prof. Dr. Ozer ERGUN )/ | N
Uye

L

Tezin Savunuldugu Tarih: 09/04/2018

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kuruluw’nun ........iiinininn 1101 R - sayili

karar1 ile onaylanmistir.

Prof. Dr. Yadigar iZMIRLI
(Enstitii Miidiirii Uhdesinde)

Enstitii Miidiirii






Aileme..

vii






ONSOZ

“Cesitli Gida ve Cevresel Orneklerde (Cronobacter spp.) Cronobacter sakazakii
Izolasyonu, Identifikasyonu ve Virulans Faktorlerin Molekiiler Yontemle
Belirlenmesi <> adli doktora calismamin olugmasinda ¢ok degerli goriisleri ve
yonlendirmeleri ile bana yol gosteren saygideger hocam, tez danigmanim Fen
Bilimleri Enstitiisii Miidiirii Sayn Prof. Dr. Haydar OZPINAR’a biitiin igtenligimle
tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez izleme Komitesi Uyeleri Sayin Prof. Dr. Dilek HEPERKAN ve Sayin Prof. Dr.
Gliner ARKUN’a destekleri, elestirileri ve yonlendirmeleri i¢in tesekkiir ederim.
Doktora tez donemimde degerli zamanlarini esirgemeden bana ayiran ve beni
destekleyen; Dr. Ogr. Uyesi Ismail Hakki TEKINER, Dr. Ogr. Uyesi Burcu
CAKMAK, Saym Haluk CAMCI, Gida Teknikeri Muhammed GOKCE, Biyolog
Shila VAHABZADEH ve Arss. Gor. Tugge BAHCECI’ ye tesekkiir ederim.

Tez c¢aligmam boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni hi¢bir zaman yalniz
birakmayan hayattaki en biiyilk sansim olan Aile’me sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim. ..

Nisan, 2018 Ulkii DEMIRCI







ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ..oeiiiiiiiiittt e ix
ICINDEKILER ..ottt Xi
KISALTMALAR .o Xiii
SEKIL LISTEST ...ttt XV
CIZELGE LISTESI ........oooviiieeieeeeeeeeeee e en s Xvii
OZET ..uuetiititiiiet s XixX
ABSTRACT . bbbttt bbb s XXI
1 GIRIS Ve AMAC ..ottt n sttt n ettt n st 1
2 GENEL BILGILER.........c.ccocoiiiiiiiiiiii s 5
2.1  Cronobacter sakazakii (Cronobacter SpPP.) ......ccccevevveevieieieeseeie e 5
2.1.1 C. sakazakii’nin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri............ccocvrvvrirnnnne, 6
2.1.2 C. sakazakii kontaminasyon KaynakIart..........ccccceverereneiienieniininneniennnns 6
2.1.3  Fenotipik ve kiiltlirel 0zelliKIer ..........cocviveiiiiiiiieiicee 9
2.1.4 Cronobacter sakazakii tarafindan biyofilm olusumu............cc.ccoveenen. 13
2.1.5 Cronobacter sakazakii'nin antibiyotik duyarlilig1 ve direnci................. 14
2.2 Cronobacter'in neden oldugu hastaliklar ve salgmlar...........c.c.ceevrvrnnnenn, 15
2.2.1 infantil veya neonatal enfekSiyonlar...........c.cccoeoeurveerercrerserererceerssennnns 15
2.2.2  Nekrotizan enterokolit (NEK)..........cccooieiiiiiiiic e, 17
2.2.3 Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlart ...........ccccovvviriiniiiieniennnn, 18
2.2.4  Yetiskinlerle iligkili enfeksiyonlar............cccocceoiiiiiiiiiiiiic e, 18
2.3 Virulans genleri ve plazmitleri.........ccooiiiiiiiiiiiiee e, 19
2.3.1  OMPA VE OMPX .ttt eeanes 23
2.3.2 P ettt 26
R T B o) PSPPSR RPPR 27
2.3.4 Diger virulans karaKterleri .........ccoocvviiiiiiiiciice 28

2.4  Klinik, gida ve genel ortamlarda Cronobacter sakazakii izolasyonu ile ilgili
CAlISINANAT ... 29
241 KHNIK OMAM ..o 29
2.4.2  G1da OTTAMIL...ceuiiiiieiiie ettt sttt e sneeenbeesreens 30
2.4.2.1  Farkli kaynaklar .........ccccoiiiiiiiiiiiii e 30
2.4.2.2  Genel g1da Grinleri........c.ccoiiiiiiiiiieicceeee e 31
2.4.2.3  Toz bebek formulleri........ccccoiriiiiiiiiiiiiiiie e 31
2.5 Cronobacter sakazakii’nin saptama ve tanimlama yontemleri ................... 34
2.5.1 Geleneksel bakteriyolojik KGIHT .........cccoviiiiiiiiiiiii, 34
2.5.2 Molekiiler tabanli algilama protoKolleri...........oovvrvenieiiiiieiincseein, 36
3 GEREC Ve YONTEM .......ccooiviiiiiesieeeeeeee ettt en s en s 39
N R € 1< (!« TSP 39
3.1.1  Omnek hazirlamMa .........coccuiveiiececcieeeeeecee e 39
K 4+ 1115 s SRR 39
3.2.1 Biyokimyasal INCEIEME ..........coviiiieiii it 40
3.2.1.1  lIzolatlarin API 20E hizl1 test kiti ile identifikasyonu..................... 40

Xi



3.2.2  MOleKUIEr INCEIEME .....euvvriiiiii ettt e et e e s e e e s 41

3.2.2.1  Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)..........ccccovenuee. 41
3.2.3  Istatistiksel INCEIEMEIET .........c.vveverrirriiriieiicies e 44
4 BULGULAR ..ottt 45
4.1  C. sakazakii (Cronobacter spp.) varliginin arastirilmast............cccevvvenenne. 45
4.2  C.sakazakii pozitif 6rneklerde API 20E analiz sonuglariin
deZerlendirIIMEST ....vveiiiieiiie it 46
4.3  C. sakazakii pozitif 6rneklerde RT-PZR analiz sonuglarinin
deZerlendirIIMEST ....vveeiiiieiiiie et 47
4.4  RT-PZR sonuglarina gore pozitif 6rneklerde virulans genlerin
KAraKEEIIZASYONU ... vvevieeieciiesieeie ettt sttt esba e et esteeneeraesneeteaneesres 47
4.4.1 C. sakazakii (Cronobacter spp.) pozitif 6rneklerde Ct degerleri............ 52
4411 OmpA izole edilen 6rneklerde Ct degerleri........c.coovvvivviiiiiiiiinnns 52
4412 OmpX izole edilen 6rneklerde Ct degerleri........cc.coevvveriiivinnennnne 53
4413  zpxizole edilen drneklerde Ct degerleri........coooovvniiciiiniinnnn, 54
4414 Cpaizole edilen 6rneklerde Ct degerleri........ccoovviiiiiiiiiinienene, 55
5  TARTISMA Ve SONUCQ ..ottt 57
KAYNAKLAR ..ottt bbbttt 65
L0 Y7€) 0031 | 153 79

Xii



KISALTMALAR

°C

A.B.D
ATCC
BOS

C. sakazakii
Caco-2
CHO

Cpa

DFI

DNA

E. cloacae
ESIA
FAO
FDA

GIS
ICMSF

IMF
KBB
LPS
mLST
MLST
MSS
NEK
OmpA
OmpX
P

Ph

TBF
RT-PZR
spp.
TPS
TSA
TSB
WHO
ZpX

:Santigrat

:Amerika Birlesik Devletleri

:American Type Culture Collection

:Beyin Omurilik Sivisi

:Cronobacter sakazakii

:Kolon Adeno Carcinoma, Kolon Kanseri

:Chinese Hamster Ovary

:Cronobacter plasminogen activator

:Druggan-Forsythe-lversen agar

:Deoksiribo Niikleik Asit

:Enterobacter cloacae

:Cronobacter sakazakii Isolation agar

:Gida ve Tarim Orgiitii

:Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

:Gastrointestinal Sistem

:International Commission on Microbiological
Specifications for Foods

:Infant Milk Formula

:Kan Beyin Bariyeri

:Lipopolisakkarit

:Modified Laurly Sulfate Tryptose Broth

:Multilocus Sequence Typing

:Merkezi Sinir Sistemi

:Nekrotizan Enterokolit

:D1s membran Protein A

:D1s membran Protein X

:Istatiksel P Degeri veya Olasilig

:Cozeltinin Asitlik-Bazlik derecesini belirleyen 6lgii
birimi.

:Toz Bebek Formulasi

:Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

:Alt Tir

:Tamponlanmis peptonlu su

:Tyrptone Soy Agar

:Tyrptone Soy Broth

:Diinya Saglik Orgiitii

:Cinko metalloproteaz

Xiii






SEKIL LiSTESI

Sekil 3.1:
Sekil 3.2:
Sekil 3.3:
Sekil 3.4:
Sekil 3.5:
Sekil 4.1:
Sekil 4.2:
Sekil 4.3:
Sekil 4.4:
Sekil 4.5:
Sekil 4.6:
Sekil 4.7:
Sekil 4.8:

Sekil 4.9:

Sayfa
API 20E (BioM¢érieux, Fransa) biyokimyasal dogrulama test 6rnegi........ 40
OmpA real-time PZR termal profili...........cccccovviieiiiiiie e 42
OmpX real-time PZR termal profili..........ccocooiiiiininiee 42
zpx real-time PZR termal profili...........cccooeiviieiiei e 43
Cpa real-time PZR termal profili ..o 43
Orneklerde C. sakazakii goriilme oranlarinimn % dagilimi........................ 46
OmpA amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)..................... 48
OmpA erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol) ..................... 48
OmpX amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)..................... 49
OmpX erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol) ..................... 49
zpx amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)..................... 50
ZpX erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: irmik, PU: Piring
Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)............c.ccccevervrennnn. 50
Cpa amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol) ..................... 51
Cpa erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU: Piring
Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)............c.ccccovevveennnn. 51

XV






CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.1:
Cizelge 2.2:
Cizelge 2.3:

Cizelge 2.4 :
Cizelge 2.5:

Cizelge 2.6:
Cizelge 2.7:
Cizelge 3.1:
Cizelge 4.1:
Cizelge 4.2:
Cizelge 4.3:
Cizelge 4.4:
Cizelge 4.5:
Cizelge 4.6:
Cizelge 4.7:

Sayfa
Cronobacter spp. gruplandirMast...........cccererieeeiienenenese s 5
C. sakazakKii KaynakIari............ccovveriiiieieeie s 8
C. sakazakii ve E. cloacae tiirlerinin ayriminda kullanilan biyokimyasal
TESHIET o 10
C. sakazakii analizinde kullanilan kromojenik agarlar ...............c........ 12
Diinya genelinde Cronobacter enfeksiyonu salginlarinda rol oynayan
Toz Bebek Formiilii (TBF) .....cooveiiiiiiieceec e 17
Cronobacter sakazakii nin karakteristik major virulans faktorleri....... 23
Toz bebek mamalarinda Cronobacter saptama yontemleri ................. 37
Ornek dagilimi.........c.ccovviueviiiiiieieeieeeeeie e 39

Orneklerde C. sakazakii goriilme oranlarinin degerlendirilmesi (n:20) 45
C. sakazakii agisindan incelenen 6rneklerin API 20E analiz sonuglar1 46
C. sakazakii agisindan incelenen 6rneklerin RT-PZR analiz sonuglari. 47

OmpA izole edilen 6rneklerde Ct degerleri ........ccovvrvieiiiiieniniininnnn, 52
OmpX izole edilen drneklerde Ct degerleri..........cvvvvveiveiiiienienienne, 53
zpx izole edilen 6rneklerde Ct degerleri......coovvviiiiiiiiiiicniiiiiienn, 54
Cpa izole edilen orneklerde Ct degerleri.........oocovvvviiiviiiniiniciicen 55

XVii






CESITLI GIDA VE CEVRESEL ORNEKLERDE (Cronobacter spp.)
Cronobacter sakazakii IZZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU ve VIRULANS
FAKTORLERIN MOLEKULER YONTEMLE BELIiRLENMESI

OZET

Cronobacter sakazakii, ozellikle erken dogmus ve disiik dogum agirlikli
bebeklerde hayati risk olusturan enfeksiyonlara neden olan firsatg1 bir
patojendir. Farkli gidalarda ve diger ¢evresel kaynaklarda tespit edilmis
olmasina ragmen, sadece kontamine olmus toz bebek mamalar1 (bebek formulii)
C. sakazakii’nin neden oldugu bebek enfeksiyonlar: ile epidemiyolojik olarak
iligkilendirilmistir. Cevresel ve gida kaynakli C. sakazakii tiirlerine maruz
kalmak insan saghigi a¢isindan ciddi risk tasimaktadir. C. sakazakii tiirlerinin
hizli ve hassas molekiiler yontemlerle tespiti iizerine yeterli sayida c¢alisma
tilkemizde bulunmamaktadir. Molekiiler tanimlama yontemleri gelismekte olan
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda sundugu en onemli yeniliklerden biridir.
Molekiiler tanimlama tekniklerine her gegen giin bir yenisinin eklenmesi, farkli
amaglarla yiriitiilen bilimsel ¢aligmalara biiylikk yarar saglamaktadir. Bu
calismada cesitli gidalar ve ¢evresel Orneklerde Oncelikle C. sakazakii’nin
varliginin tespiti yapilacak ve bu bakteri tizerindeki OmpA, OmpX, zpx ve Cpa
genlerinin varliklar1 incelenecektir. Calisma kapsaminda 2015-2016 yilinda
Istanbul il sinirlar1 iginde temin edilen paketsiz siittozu, paketli nisasta, paketli
pirin¢ unu, paketli irmik, paketli bebek mamas1 ve toz olmak {izere herbirinden
20 adet numune arastirma ic¢in toplanmistir. Toplam 120 adet gida ve toz
orneklerinde biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak hizli test kiti
API 20E (BioM¢érieux, Fransa) ve Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PZR) analizler gerceklestirilmistir. Sonucta; API 20E ile identifiye edilen 7 adet
paketsiz siittozu, 2 adet paketli piring unu, 1 adet paketli irmik, 3 adet ¢evresel
toz Ornegi i¢cin RT-PZR gen karakterizasyonu yapilmistir. Siipheli olan tiim
izolatlarda OmpA, OmpX, zpx ve Cpa virulans genleri saptanmistir. C. sakazakii
varlig1 saptanan farkli 6rnek gruplari arasindaki parametreler incelenmis ve bulgular
15181nda parametreler arasindaki verilerin karsilastirilmasinda Fisher Freeman Halton
testi ile degerlendirme yapilmistir.  Paketsiz siit tozunda C. sakazakii goriilme
orani (%35), paketli nisasta (%0), paketli irmik (%5), paketli piring unu (%10),
cevresel (%15) ve paketli bebek mamasinda (%0) C. sakazakii goriilme
oranlarindan anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bulgular
neticesinde, Tiirkiye agisindan gida ve c¢evresel kaynakli C. sakazakii tiirlerinin
genotipik faktorlerinden virulans ozellik gdsteren OmpA, OmpX, zpx ve Cpa
genlerinin varlig1 ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Cronobacter sakazakii, virulans genler, Real-Time PZR
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF (Cronobacter spp.) Cronobacter sakazakii
VIRULENCE FACTORS FROM VARIED FOODS AND ENVIRONMENTAL
SAMPLES

ABSTRACT

Cronobacter sakazakii is an opportunistic pathogen that causes life-threatening
infections, especially in preterm and low birth weight infants. Although it has
been detected in various nutrients and other environmental sources, only
contaminated powder infant formulas have been epidemiologically associated
with infections caused by C. sakazakii. Exposure to environmental and
foodborne C. sakazakii species pose a serious human health risk. A sufficient
number of studies on the detection of C. sakazakii species by rapid and sensitive
molecular methods are not available in our country. Molecular identification
methods are one of the most important innovations of developing technology in
the field of microbiology. The addition of new molecular identification
techniques day by day is of great benefit to scientific studies carried out for
different purposes. The aim of this study was to genotypically identify C.
sakazakii species in various nutrients and environmental samples in a sensitive
and reliable way by using fingerprints of OmpA, OmpX, zpx and Cpa genes
which enable C. sakazakii to easily reach organs and tissues in all mammals.
Within the scope of the study, a total of 120 nutrients and environmental
samples, including 20 unpackaged milk powder, 20 packaged starch, 20
packaged rice flour, 20 packaged semolina, 20 packaged baby formulas and 20
environmental samples, collected in the provincial borders of Istanbul in 2015-
2016, were analysed using the rapid test kit API 20E (BioMérieux, France) and
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) in order to compare the cultural,
biochemical and molecular methods. As a result, RT-PCR gene characterization
was performed for 7 unpackaged milk powder, 2 packaged rice flour, 1
packaged semolina and 3 environmental samples identified with APl 20E.
OmpA, OmpX, zpx and Cpa virulence genes were detected in all suspected
isolates. The parameters between different sample groups in which C. sakazakii
were detected were examined and Fisher Freeman Halton test was used for the
comparison of the data between the parameters based on the findings. Incidence
rate ratio of C. sakazakii in unpackaged milk powder (35%) was significantly
higher than that of starch (0%), semolina (5%), rice flour (%10), environmental
(15%), and baby formula (0%) (p<0.05). Based on the findings, the presence of
OmpA, OmpX, zpx and Cpa genes, which display virulent characteristics, and
are among the genotypic factors of C. sakazakii species of nutrient and
environmental origin were shown.

Keywords: Cronobacter sakazakii, virulence factors, Real-Time PCR
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1 GIRIS ve AMAC

Cronobacter sakazakii, bebeklerde hayati risk olusturan menenjit, septisemi ve
nekrotizan enterokolit enfeksiyonlarina neden olan firsat¢1 bir patojendir
(Huertas ve ark., 2014; Hu ve ark., 2015; Park ve ark., 2016). Enfeksiyonlar,
ozellikle diisiik dogum agirlikli, prematiire bebeklerde risk olusturmakta ve bu
enfeksiyonlardaki bebek 6liim oranlar1 % 40-80 arasinda degismektedir (Bowen
ve Braden, 2006; Shaker ve ark., 2007; Jaradat ve ark., 2014). C. Sakazakii’nin
ilk kez yeni dogan bebeklerle iliskilendirilmesi, 1958 yilinda Ingiltere’de iki
bebegin 6limii ile sonuglanan bir vaka sonucunda yapilmis ve bu bakterinin
menenjit etmeni oldugu belirtilmistir (Urmenyi ve Franklin, 1961; Iversen ve
Forsythe, 2003). Uluslararas1 Mikrobiyolojik Gida Standartlar1 Komisyonu
(ICMSF) 2002 yilinda C. sakazakii’yi, bagisiklik sistemi zayif insanlar igin
yasami tehdit eden bir etken olarak bildirmis ve ardindan su ve gida kaynakli
Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve B ve Cryptosporidium
parvum gibi patojenlerle ayn1 kategoride siniflandirmistir (Iversen ve Forsythe,
2003). Gida ve Tarim Orgiitii ile Diinya Saglik Orgiitii (FAO/WHO) tarafindan
2004 yilinda diizenlenen bir toplantida, toz bebek mamalarinda (bebek
formiillerinde) bulunabilen ve bebeklerde enfeksiyona neden olabilen
mikroorganizmalar, olusturduklar: risklere gore A, B ve C olmak iizere {i¢ gruba
ayrilmistir. Buna gore C. sakazakii, Salmonella enterica ile birlikte A grubuna
siniflandirilmistir (Anonim, 2004). Bebeklerde goriilen C. sakazakii kaynakli
enfeksiyonlarda riskli gida grubunu bebek mamalar1  (formiilleri)
olusturmaktadir (Hunter ve Bean, 2013; Jaradat ve ark., 2014). Bu nedenle
tilkemizde Tiirk Gida Kodeksi’nde 2008 yilinda yapilan degisiklikle bebek
formiilleri ve devam formiillerinde C. sakazakii analizinin yapilmasi zorunlu
hale getirilmistir. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ne
gore bebek formiilleri ve devam formiillerinin (6zel tibbi amacgli diyet gidalar
dahil) 25g veya 25 mL’sinde C. sakazakii bulunmamalidir (n=10, c=0, m= 0/25
M=0/25g-mL) (Anonim, 2011).



C. sakazakii kaynakli infeksiyonlarin prevelansi ya da insidansi {izerine Diinya
tizerinde yeterli ve doyurucu bilgi mevcut degildir. Bu gergegin arkasinda yatan
temel nedenler infeksiyon vakalarinin sik géziikmemesi ve birgok iilkede rapor
edilmemesidir (Telli ve Giiner, 2011). C. sakazakii, tim yas gruplarinda
hastaliga yol acabilmektedir. Literatiir bilgilerine bakildiginda goriilme
sikliginin 6zellikle yeni doganlar ve bir yasin altinda olan c¢ocuklar ile bir
nedenle bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde oldugu bilinmektedir. C.
sakazakii‘nin ana kolonizasyon alaninin; enterositlerle internalizasyonlarindan
veya lamina propria yoluyla sistemik kan akisina gegisinden Once ilk olarak
mukus membranlarinda, gastrik ve bagirsak epitelyal veya endotelyal dokularda
kolonilestigi ve ardindan beyinde envazyon gergeklestirildigi diisiiniilmektedir
(Hunter ve Bean, 2013). Yenidogan, infant ve bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde klinik semptomlar1 ventrikiilitis, beyin apseleri, serebral infarkt ve kist
olusumu ile komplike menenjitis, bakteriyemi, nekrotik enterokolitis, ince ve
kalin bagirsak iltihab1 ve septisemiyi kapsamaktadir (Holy ve Forsythe, 2014).
Organizma sistemik dolasima girdiginde, MSS’ne dogru yonelir; bu yolla diisiik
kiloyla dogmus yenidoganlarda ve bebeklerde menenjite neden olma meyilini
arttirirken, yiiksek kiloyla dogmus bebek ve yetiskinlerde bakteriyemi veya
sepsise neden olur. Patojen, KBB'yi gectiginde ve beyne girdiginde; beyinde
asirt miktarda serebrospinal sivinin (SSS) olustugu hidrosefaliye doniisebilecek
kist ve beyin apselerine ve ventrikiilite yol agabilir. SSS'nin orantisiz birikimi,
beyindeki ventrikiil adl1 bosluklarin anormal bir sekilde genislemesine yol acar.
Genisleyen ve i¢i SSS ile dolu ventrikiiller, potansiyel anlamda beyin
dokularindaki kafatas1 basincinin artmasina yol acabilen SSS iiretimi ve emilimi

arasindaki dengenin bozuldugu bir durum olusturur (Fakruddin ve ark, 2014).

Aragtirmalar C. sakazakii’nin dis yiizeyini kaplayan Protein A (Outer
Membrane Protein A; OmpA) ‘nin en belirgin virulans karakter 6zelligi gosteren
potansiyel biyomarkdr oldugunu gostermistir. Potansiyel biyomarkér OmpA
geni neredeyse tiim memelilerde C. sakazakii’nin en hayati organlar ve dokulara

ulagsmasini saglamakta 6nemli rol oynamaktadir (Zimmerman ve ark, 2014).

Cronobacter tiirleri iizerine yapilan arastirmalarda selektif besiyerinden izole
edilen bakterinin hizla, kolaylikla, diisiik maliyetlerle ve en 6nemlisi dogrulukla

tanimlanmas1 gerekmektedir. C. sakazakii, D- sorbitolii fermente edememekte,



DNaz enzimi iiretimi daha ge¢ olmaktadir. Kat1 besiyerinde diizgiin ve parlak
veya lastigimsi ve mat yapida iki farkli morfolojide koloni olusturmaktadir.
Tripton soy agar (TSA), BHI agar ve kanli agarda 48-72 saat igerisinde sar1
pigmentli koloniler olusturmaktadir. Genis bir sicaklik aralifinda iireyebilen
bakterinin (6-47°C) farkli suslarinin ireyebildigi en diisiik sicakliklar 3.4°C,
5.5°C ve 5.7°C olarak tespit edilmistir. Minimal infektif doz olarak Escherichia
coli O157:H7 ve Listeria monocytogenes 4b gibi patojenlerle ayni infektif doz
(1000 bakteri hiicresi) kabul edilmektedir (Holy ve Forsythe, 2014). Enzim
aktiviteleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda C. sakazakii’nin diger Enterobacter
tirlerinden farkli olarak o-glukosidaz ve tween esteraz aktivitesi gosterdigi,
buna karsin diger tiirlerde goriilen fosfoamidaz enzimi iliretmedigi bildirilmistir

(Holy ve Forsythe, 2014).

C. sakazakii, insan ve hayvan bagirsaginin normal florasinda bulunmamasi
nedeniyle, gidalarin primer kontaminasyon kaynaklarinin toprak ve su oldugu
ifade edilmektedir. 1ikincil bir kontaminasyon yolunun da sinekler ve
kemirgenler gibi vektorler olabilecegi belirtilmektedir. Analiz yontemlerinin
gelistirilmesi ve bu bakteri iizerinde yapilan arastirmalarin artmasi ile C.
sakazakii 'nin peynir, fermente ekmek, tofu, eksi ¢ay, kiirlenmis ve fermente et
iriinleri, kiyma vb. gibi iirlinlerden izole edildigi bildirilmektedir (Holy ve

Forsythe, 2014).

Cevresel ve gida kaynakli C. sakazakii tiirlerine maruz kalmak insan sagligi
agisindan ciddi risk tagimaktadir. C. sakazakii tiirlerinin hizli ve hassas
molekiiler yontemlerle tespiti lizerine yeterli sayida calisma iilkemizde
bulunmamaktadir. Molekiiler tanimlama yoOntemleri gelismekte olan
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda sundugu en O6nemli yeniliklerden biridir.
Molekiiler tanimlama tekniklerine her gecen giin bir yenisinin eklenmesi, farkl
amaclarla yiiriitiilen bilimsel c¢aligsmalara biiyiik yarar saglamaktadir. Bu

yontemlerden tiim diinyada yaygin sekilde yararlanilmaya baslanmistir.

Bu calismada toplanacak c¢esitli gidalar ve ¢evresel drneklerde tiim memelilerde
organ ve dokulara C. sakazakii’nin rahatlikla ulagmasini saglayan OmpA,
OmpX, zpx ve Cpa geninin parmak izi olarak kullanilarak C. sakazakii tiirlerinin

genotipik olarak hassas ve giivenilir sekilde tespiti amaglanmistir






2 GENEL BILGILER

2.1 Cronobacter sakazakii (Cronobacter spp.)

Farmer ve ark. tarafindan 1980°li yillarin basina kadar Enterobacter cloacae
olarak bilinen bu bakteri Japon bakteriyolog Richi Sakazakii’nin g¢alismalar1
sonucu DNA-DNA hibridizasyonu, biyokimyasal reaksiyonlar, sari pigment
olusturan koloniler ve antibiyotik duyarliligindaki farkliliklardan dolay1
Cronobacter sakazakii (C. sakazakii) adiyla yeni bir tiir olarak tekrar
tanimlanmistir (Togay ve ark. 2008; Koluman, 2011). 2007 yilinda daha ileri
polifazik taksonomik yaklasimlar (16s rRNA, ribotipleme ve DNA-DNA
hibridizasyonu) sayesinde tanimlanmis 16 adet C. sakazakii biyotipik gruplarin
taksonomik siniflandirilmast degistirilerek Cronobacter cinsi altinda tekrar
ifade edilmistir (FAO/WHO, 2008). Cronobacter ismi bu bakterinin yeni
doganlarda sebep oldugu oOlim oraninin ylksekligi nedeniyle Yunan
mitolojisindeki yeni dogan bebekleri yutan “Cronos” adindaki tanridan
esinlenerek verilmistir (Iversen ve ark. 2008). Giinlimiiz literatiiriinde bu cinse
ait bakteriler ifade edilirken Cronobacter spp. ve C. sakazakii isimleri birlikte
kullanilmaktadir (Koluman, 2011). Cronobacter familyasina ait alt tiirler
Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter turicensis, Cronobacter dublinensis, Cronobacter universalis ve

Cronobacter condimenti’den olusmaktadir (Jaradat ve ark. 2014).

Cizelge 2.1: Cronobacter spp. gruplandirmasi (Forsythe, 2010)

Cronobacter spp. 168 kiime grubu Biyotipler MLST
C. sakazakii 1 1,2, 3,4,7,8,11,13 1,3,4,8,9,12-18
C. malonaticus 1 5914 7,10,11
C. turicensis 2 16 -
C. muytjensii 3 15 -
C. dublinensis 4 6,10,12 -
4 16 i

Genom turleri 1




2.1.1 C. sakazakii’nin morfolojik ve fizyolojik ozellikleri

C. sakazakii, Enterobacteriaceae ailesi iiyesi gram negatif, peritrik flagellali,
hareketli, sporsuz, fakiiltatif anaerob firsat¢i patojen bir basildir (Giiltekin ve
Demirel, 2006; Koluman, 2011). C. sakazakii, D- sorbitolii fermente
edememekte, DNaz enzimi iretimi daha ge¢ olmaktadir. Kati besiyerinde
diizgiin ve parlak veya lastigimsi ve mat yapida iki farkli morfolojide koloni
olusturmaktadir. Tripton soy agar (TSA), BHI agar ve kanli agarda 48-72 saat
icerisinde sar1 pigmentli koloniler olusturmaktadir. Genis bir sicaklik araliginda
tireyebilen bakterinin (6-47°C) farkli suslarinin tireyebildigi en diisiik sicakliklar
3.4°C, 5.5°C ve 5.7°C olarak tespit edilmistir. Minimal infektif doz olarak
Escherichia coli O157:H7 ve Listeria monocytogenes 4b gibi patojenlerle ayni
infektif doz (1000 bakteri hiicresi) kabul edilmektedir (Holy ve Forsythe, 2014).
Enzim aktiviteleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda C. sakazakii’nin diger
Cronobacter tiirlerinden farkli olarak a-glukosidaz ve tween esteraz aktivitesi
gosterdigi, buna karsin diger tiirlerde goriilen fosfoamidaz enzimi iiretmedigi

bildirilmistir (Holy ve Forsythe, 2014).

2.1.2 C.sakazakii kontaminasyon kaynaklari

C. sakazakii’nin insan ve hayvanlarin sindirim sisteminden izole edilemedigi,
baslica kontaminasyon kaynaklarinin toprak, su ve sebzeler oldugu, ayrica
kemirgenler ve sineklerin de tasiyici olabilecegi belirtilmektedir (Iversen ve

Forsythe, 2003).

C. sakazakii bir¢ok gidada tespit edilmis olmakla birlikte bebeklerde neden
oldugu enfeksiyonlarin 6zellikle kontamine olmus toz bebek mamalarindan
kaynaklandigi belirtilmektedir (Jaradat ve ark., 2014). Bebek mamalarinin C.
sakazakii ile kontaminasyonu dogrudan ve dolayli olmak iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Dogrudan kontaminasyon, bakterinin iiretimin herhangi bir
asamasinda bebek mamasina bulagsmasindan, dolayli kontaminasyon ise bebek
mamasinin hazirlanmas1 sirasinda kullanilan ve hijyenik olmayan kasik,
biberon, mama tabagi gibi malzemelerden kaynaklanmaktadir. Toz bebek
mamas1 lreten isletmelerde iiretimin yapildigi hat boyunca ve s6z konusu
isletmelerin toprak, su gibi ¢evresel kaynaklarinda C. sakazakii’ye farkli

diizeylerde rastlanildigi belirtilmektedir (Craven ve ark., 2010; Reich ve ark.,



2010; Fu ve ark., 2011; Fang ve ark., 2015). Reich ve ark., (2010) toz bebek
mamasi Ureten bir isletmenin vakumlu temizleyicileri, doldurma makineleri ve
doldurma hattindan topladiklar1 o6rneklerden sirasiyla %28, %5,3 ve %8
oraninda Cronobacter spp. tespit ettiklerini bildirmislerdir. Toz bebek
mamalarinin disinda C. sakazakii’nin tespit edildigi bazi1 gidalar ve igecekler
arasinda peynir, yumurta, balik, siit, tavuk eti, sucuk, kabuklu deniz iiriinleri,
karides, arpa, kahvaltilik gevrek, baharatlar, marul, piring, ¢cay ve domatesin

bulundugu da ifade edilmektedir (Beuchat ve ark., 2009).

C. sakazakii'nin dogal yasam alani heniiz bilinmemektedir. C. sakazakii,
cevrede ve gidalarda bulunmakta olup en olast gida kaynaklari su, toprak ve
sebzelerdir. Organizmanin fizyolojik ozelliklerinden bazilarina dayali olarak,
dogal yasam alaninin bitki materyali ilizerinde bulunmasi olasidir (Kandhai ve
ark., 2004). Bu fizyolojik oOzellikler organizmanin ortamda sag kalmasina
yardime1 olup bunlar kapsaminda, giines 1s18inda hiicreyi UV 1sinlarina karsi
koruyan sar1 pigment iiretebilme kabiliyeti, diger hiicre tipleri de dahil olmak
lizere ylizeylere tutunmaya yardimci olan kapsiil ve fimbria olusturma, ve uzun
kuru donemlerde kuruma direnci olusturma O6zellikleri yer alir. Bu durum ayni
zamanda organizmanin, kuru otlar ve bitkiler de dahil olmak iizere baz1 bitki
kokenli {irlinlerden ve bilesenlerden nasil izole edildigini aciklamaktadir
(Iversen ve ark., 2004a). Bu ozellikler ayrica, organizmanin bebek mamalari,
iiretim ve ev ortamlar: i¢erisindeki persistan yapisina katki sagliyor da olabilir.
Kandhai ve ark., (2004) siit tozu {liretim tesisleri ve ev amach elektrikli
siiplirgeler dahil olmak iizere, incelenen ortamlarin neredeyse tiimiinden C.
sakazakii izole etmistir. Dokuz tesisin sekizinde numuneler pozitif olup 16
haneden 5'i de C. sakazakii yoniinden pozitif bulunmustur. Bu kanit, bu patojen
organizmanin yaygin niteligini teyit etmektedir. Buna ilave olarak, bebek
mamas1 hazirlamak icin kullanilan kontamine olmus aletler, blendirlar ve
kasiklar, ve bunun yani sira rekonstitiie edilmis bebek siitii formiillerinin sise
siticilar igerisinde uzun siire saklanmasi, bebeklerde C. sakazakii enfeksiyonu
ile iliskilendirilmistir (Bar-Oz ve ark., 2001; Noriega ve ark., 1990; lversen ve
ark., 2004b). Cronobacter sakazakii ayni1 zamanda siit tozlari, peynir triinleri ve
bebek mamalar1 gibi siit iirlinlerinden de izole edildigine dair ¢aligmalar vardir

(Leclercq ve ark., 2002). Ayrica bu organizma dana kiymasindan, sucuk etinden



ve sebzelerden de kiiltiirlenmistir (Muytjens ve Kollee, 1990). C. Sakazakii'yi,
ylizey suyu, toprak, camur, ¢iirlimiis tahta, tahil, kus pislikleri, evcil hayvanlar,
sigir ve inek siitii dahil olmak {iizere diger cevresel ve dogal ortamlardan
kiiltiirlemek i¢in gegmiste ¢esitli girisimlerde bulunulmustur (Biering ve ark.,
1989). Bu ortamlardan higbirinde organizma tespit edilmemistir. Her ne kadar
bulasma sekli her zaman belirgin olmasa da, kontamine bebek siitii formiilleri,
C. sakazakii'nin bilinen bir kaynagidir ve yeni dogan bebekler i¢in ciddi bir
enfeksiyon riski teskil etmektedir (Himelright ve ark., 2002; Pagotto ve ark.,
2003; Healy ve ark., 2009).

Literatiirde tespit edilen ¢alismalar ve kaynaklar Cizelge 2.2°de sunulmaktadir.

Cizelge 2.2: C. sakazakii kaynaklar1 (Giiltekin ve Demirel, 2006)

Eaynak Dretalar Referansiar
Menenji Uzmemiyi we Frnim | 1961, Maytjers ve Kollee (1953), Bienng
ve i 1989, Clask veark. (15940}, Bar-de ve asc. (3001}, La
(2001}
Yeri Baicterisemi Wiommoe ve Tt {1979), Clark ve ark. (195%0), Barddz ve ok
[ogmlar £
Kangmene vol agan hafmsak 1kdat Von A ke ve arke. (3001
Vam, apandis it, koajon ot 1l ahabe Rema veark. | 1565)

Jurneemee v Crimnemesn o 192 ), Priby] veark. (1985), Maomray, Wekh

Vet ghimder Balmerisemi ve Kbl  1990), Hawiome ve agc. {1991, La (2001), Dennison ve
Wharis (30002)
Verd dofanlir igin w8 iom Fammner ve aric. { 1980}, Postopa ve Aldova (1984), Block ve o,

{19EE), Smreats veark { 1998), Be-Oeve a, (2001}, Hazveling
ve @i (3001 ), Himel nghe ve ark. (2002)

¥l L Loy g ol ar (e, ke gita ) Block ve ark {1985, Clark ve ok {1990), Smeasts ve ok
{1995}, Bar-U ve ok {2001}

St toom Postopa ve Aldova {1984), Manvtiers ve aric. { 15965), Hamve limk
we k. (3K

Sa, bam bam & bofilm PBamakeai, Pariand, Westll, Gadin, Goerzoni (1995),

TT'::H AlHadid ve Al-Edam (1995), Oliver (1997}
EES Hicimt anma | s Miomso, de b Roma, Vivar, Msdina (1554)

Pirimg Comyn ve . (2001)

Bira hardsh Schanedler ve Mez (19%)

T e i Wannahe ve Exski (1954

Femmenie ekme Cramsam {1999

LEE Seriama, Rica, Mol ve Mans: (2001)

Tafa Na, Pagk, Lee, Heang, Mevem (2002)
Tanvara, Ko, Ormon, Naba, Mivagaea, Wang ve

B i gay { sowr iea) oo {1995)

Peyer, kryma, soats, seheeler Lec lema, Wane goe ve Baylac (30K02)

Haware bavasm Wik veark. (2001}

Klimik malzameleri Thorer ve Ok (198%), Janicks, Kan, Ulsosska,
Krazrska ve Wajda | 1999)

Smekler Krma ve ok {2001}

Smle Cralozya, Kyule, Casvara ve Karsek (2001)

Gevmal Topmk Naslam, Nawaz ve Rizuedsing 1957)

Rzosfer Erralard, Lajmancvich ve Gonzaler {2001)

Baisklik Epead e v W 12001

blemarres ey gk Asradi ve Mabar {1991)




2.1.3 Fenotipik ve Kkiiltiirel 6zellikler

C. sakazakii, enterik organizmalari izole etmek i¢in kullanilan besiyerlerde
yetigir ve besiyere ve susa bagli olarak mat veya parlak koloniler olusturabilir
(Iversen ve Forsythe, 2003). Yeni izole edilmis C. sakazakii suslari, iki ayri
morfolojiye sahip koloniler tiretebilir (Farmer ve ark. 1980). Birinci tip, kuru ya
da mukoid tirtillt (¢entikli veya tarakli) olarak tarif edilmekte olup bir metal 6ze
ile dokunuldugunda lastiksi 6zellik gosterir ve koloni agara geri dondiiglinden
cok az bir kitle ¢ikarilabilir. Ikinci tip, tipik diiz bir koloni olup, bir metal 6ze
ile kolaylikla cikarilabilir. Farmer ve ark. (1980), birinci tiire ait 6zellikleri
meydana getiren kolonilerin, alt kiiltiirleme sonrasi ikinci tip 6zelliklere ayrisma

egiliminde olduklarini gdézlemlemistir.

C. sakazakii'nin, 48 ila 72 saat sonra 25°C'de Triptik Soya Agari (TSA)
tizerindeki kolonileri, C. sakazakii'nin tamimlanmasinda siklikla gecen bir
Ozellik olan "dagilmaz bir sar1 pigment" meydana getirir. Famer ve ark.,
36°C'de daha zay1f bir sar1 pigment gozlemlemistir. Sar1 pigmentin olugmasi, alt
kiltirleme sonras1 kaybolabilir (Krieg ve Holt, 1984). Keyser ve ark. (2003),
yukar1 yatay akisli anaerobik ¢amur yataklarindan C. sakazakii suslar1 izole
etmislerdir ve bu suslar sar1 pigment olusturamamistir. Yakin gegmiste Iversen
ve Forsythe (2007), 25°C'de 48 saat inkiibasyon sonrast TSA'da sar1 pigment
olusturamayan C. sakazakii suslar1 bildirmistir. Iversen ve ark. (2007b) ayrica,
25°C'de 72 saat inkiibasyon sonrast TSA'da sar1 pigment olusturamayan on yedi

sus saptamistir.

Sar1 pigment; Toluidin Mavisi agarinda 36°C'de 7 giin sonra ekstraseliiler DNaz
tiretimi ve sorbitol fermente edememe durumu (24 saat sonra 37°C'de)
esliginde, C. sakazakii'nin E. cloacae'den ayirt edilmesinde kullanilmigtir
(Farmer ve ark., 1980). C. sakazakii ‘nin Cronobacter ve Citrobacter tiirleri ile
%50 oraninda yakinlik gosterdigi, C. freundii ile %41, E. cloacae ile de %51
oraninda iligkili oldugu belirlenmistir (Iversen ve Forsythe, 2003). Bunun
ardindan mikroorganizmanin fenotipik ag¢idan E. cloacae ‘ye daha yakin
olmasindan dolay1 Cronobacter cinsinde yer almasina karar verilmistir. DNA -
DNA hibridizasyonu ile yapilan g¢alismalar sonunda sar1 pigmentli suslarin,
pigmentsiz suslarla %50’den az homoloji gosterdiginin belirlenmesi iizerine sar1

pigmentli E. cloacae ‘nin yeni bir tiirii kapsamas1 gerektigi one siirilmiistiir



(Gurtler ve ark, 2005, Farmer ve ark, 1980). C. sakazakii ‘nin D-sorbitol negatif
olmasi, DNaz testinde ge¢ pozitif sonu¢ vermesi ve Tryptic Soy Agarda 25
°C’deki inkiibasyonda yayilmayan sari renkli bir pigment lretmesi ile E.
cloacae ‘dan ayrildigi belirlenmistir (Farmer ve ark, 1980). Test edilen 129 adet
C. sakazakii susunun tamaminda a-glukosidaz aktivitesi belirlenmesine karsin,
E. aerogenes, E. cloacae ve E. agglomerans ‘1 i¢ine alan diger 97 adet
Cronobacter tiirtiniin hi¢birinde bu tiir bir aktiviteye rastlanmamistir (Mutyjens
ve ark, 1984). C. sakazakii izolatlarinin %97.3’liniin, ayrica siittozu ve bebek
mamasindan izole edilen 6 adet susun 25 ve 37 °C’de 7 giin inkiibasyondan
sonra Tween esteraz lirettigi tespit edilmis ve enzimin C. sakazakii ‘yi, esteraz
negatif olan E. cloacae ‘dan ayirmak ig¢in kullanilabilecegi belirtilmistir
(Aldova ve ark, 1983). C. sakazakii D-laktik asit liretmektedir ve mucate-
negatiftir (Iversen ve Forsythe, 2003). C. sakazakii ve E. cloacae tiirlerinin

ayriminda kullanilan biyokimyasal testler Cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.3: C. sakazakii ve E. cloacae tiirlerinin ayriminda kullanilan
biyokimyasal testler (Polat ve Halkman, 2007)

Biyokimyasal reaksiyon C. sakazakii E.cloacae
. + -
a-glukosidaz
Tween 80 esteraz * i
. + -
Sar1 pigment olugumu
+ -

Fosfoamidaz
+

D-sorbitol fermentasyonu

Bu bulgularin aksine, Iversen ve Forsythe (2003), D-sorbitol fermente edebilme
Ozelligine sahip C. sakazakii'nin izole edildigi arastirmalar bildirmistir, ancak

baska higbir arastirmaci bu bulgulari teyit etmemistir.

C. sakazakii, a-glukozidaz enzimi iiretebilir ve bu 6zellik C. sakazakii igin,
Cronobacter tiirii i¢erisinde benzersizdir (Muytjens ve ark. 1984). Bu bulgularin
aksine, Kampfer ve ark. (1991), a glukosidaz olarak negatif olan C. sakazakii
suslar1 bildirmistir. Ancak, Iversen ve ark. (2007b) bu bulgular1 reddetmis ve
bunlar1, Cronobacter tiiriiniin yanlis tanimlanmasina baglamistir. Muytjens ve
ark. (1984), a-glukozidaz aktivitesi yoniinden test edilmis tim C. sakazakii
suslarimin (n=129) pozitif oldugunu, ancak diger tim Cronobacter tiirlerinin

(n=97) negatif oldugunu bildirmistir. Son bahsedilen Cronobacter tiirleri, E.
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aerogenler (19 sus), E. cloacae (60 sus) ve E. agglomeranlar (18 sus)

icermektedir.

Iversen ve ark. (2004a) ayrica, C. sakazakii'nin izole edilmesi ve tespiti i¢in a-
glukozidaz aktivitesine dayali bir kromojenik besiyeri olan Druggan-Forsythe-
Iversen (DFI) adli besiyerini formiile etmistir. Besiyeri, Chromogenic
Cronobacter sakazakii Agar (Oxoid CM1055, Oxoid, Ingiltere) adiyla piyasada
satilmaktadir. Bu besiyeri, a-glukozidaz aktivitesini saptayan 5-bromo-4-kloro-
3-indolil-a-D-glikopiranozit ihtiva etmektedir. Enzim, 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-a-D glikopiranoziti hidrolize ederek, oksijen varliginda mavi-yesil
pigment bromo kloro-indolili olusturacak sekilde dimerlesen 5-bromo-4-kloro-
3-indolil aglikonunu hidrolize eder (Iversen ve ark., 2004b). Bu ortam iizerinde
C. sakazakii suglar1 37 © C'de 24 saat inkiibasyondan sonra mavi-yesil koloniler
tiretmektedir. Bu arastirmacilar, bu agar1 kullanarak, C. sakazakii'nin 95 susunu
a-glukosidaz aktivitesi yoniinden test etmis ve tiim C. sakazakii suslarinin mavi-

yesil koloniler iirettigini saptamistir (lversen ve ark., 2004a).

Cronobacter sakazakii Izolasyon Agar1 (ESIA) ayni zamanda, DFI agarma ¢ok
benzer sekilde bir kromojenik besiyeridir ve C. sakazakii'nin saptanmasi igin bir
ISO (2004) protokoliinde kullanilmaktadir. Bu besiyeri, AES Laboratories,
Fransa'dan temin edilebilmektedir. ESIA ayni zamanda DFI agarinda oldugu
gibi  5-bromo-4-kloro-3-indolil-a-D-gliikopiranosit igerir, ancak besiyerine
ayrica kristal violet de ilave edilir ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil-a-D-
glikopiranoziti ¢ézmek i¢in dimetilformamid kullanilir, diger yandan DFI
agarinda bu iki bilesen ilave edilmemektedir. Ayrica ESIA iizerinde C.

sakazakii suglar1 DFI agarina benzer sekilde mavi-yesil koloniler iiretmektedir.

Kromojenik agar ticari besiyeri iireten farkli firmalardan toz formda veya
kullanima hazir petride temin edilebilir. Bu amagla kullanilabilecek besiyerleri
ve olusan kolonilerin renkleri Cizelge 2.4°de verilmistir (Lehner ve Stephan,
2004; Manafi ve Lang, 2005; Restaino ve ark. 2006; Iversen ve Forsythe, 2007;
Sylviane ve ark. 2007).
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Cizelge 2.4 : C. sakazakii analizinde kullanilan kromojenik agarlar

Uretici firma

Besiyeri ad1

C. sakazakii kolonileri

AES ESIA® Agar Mavi koloniler
Biokar Diagnostics g\(g);\r/lPASS C. sakazakii Mavi-yesil koloniler
. . Chrom ID™  Sakazakii Mavi-gri’den mavi siyaha kadar
Blomerieux Adar degisen renklerdeki  koloniler.
Nadiren yesil-siyah koloniler
Harlequin™  Cronobacter Mavi-yesil koloniler
LAB M . ; )
sakazakii Isolation Medium
(CSIM)
ChromoCult® C. sakazakii Turkuaz renkli koloniler
Merck
Agar
Oxoid Chromogenic C. sakazakii Mavi yesil koloniler
Agar (DFI formiilasyonu)
R&F Laboratories R&F® C sakaza_tkn Zonlu veya zonsuz mavi-siyah
Chromogenic Plating ve mavi-gri koloniler
Medium
Sigma-Aldrich ﬁ;(;omeTM C. sakazakii Mavi-yesil koloniler

Kandhai ve ark. (2004a), yine a-glukosidaz varligina dayali olan 4 saatlik bir
kolorometrik tarama testi gelistirmistir. Bu analizde, TSA'dan gelen sari
koloniler, p-nitrofenil-a-D-glikopiranozit ihtiva eden bir tuzlu su ¢ozeltisi
igerisinde dagitilir ve dort saat boyunca 37°C'de inkiibe edilmektedir. Cozelti
daha sonra sar1 renkli p-nitrofenil hidrolizatin olusumu yoniinden gozle veya
spektrofotometre ile incelenmektedir. Kandhai ve ark. (2004a ,2004b), iki farkl
calismada ayrica, test ettikleri tim C. sakazakii suslarinin (sirasiyla n=35;

n=29) pozitif oldugunu saptamistir.

C. sakazakii suglarinin ondalikli indirgenme siiresi lizerine yapilan ¢alismalar,
bu organizmalarin termo direncgleri ile ilgili c¢eliskili sonuglar dogurmustur.
Nazarowec-White ve Farber (1997b), test ettikleri C. sakazakii suslari (n = 10)
igin 58°C'de 4,2 dakikalik bir D degeri bildirmistir. C. sakazakii'nin, siit
uriinlerinde, diger bircok Enterobacteriaceae'a gore 1sitya daha fazla dayanikl
oldugu sonucuna varilmistir. Bunun aksine, Breeuwer ve ark. (2003), test
ettikleri suslarda (n=4) 58°C'de 0,48 dakikalik daha diisik bir D degeri
bildirmistir. Bu calismaya dayal1 olarak, C. sakazakii'nin 1siya direngli olmadig1
sonucuna varilmistir. Edelson-Mammel ve Buchanan (2004b), C. sakazakii'nin,

degerlendirdikleri on iki susunun D-degerlerinin 6nemli derecede degiskenlik
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gosterdigini bildirmistir. D degerleri 58°C'de 0.51 ila 10.4 dakika arasinda
degisiklik gostermistir.

Her ne kadar yapilan galismalar sonucunda C. sakazakii i¢in degisken D
degerleri Dbildirilmis olsa da, arastirmacilarin timi, C. sakazakii'nin
pastorizasyon sonrasi canli kalmayacagi sonucuna varmistir (Nazarowec White
ve Farber, 1997b; Breeuwer ve ark. 2003; Edelson-Mammel ve Buchanan,
2004a).

2.1.4 Cronobacter sakazakii tarafindan biyofilm olusumu

Cronobacter’in, paslanmaz c¢elik, cam, lateks, silikon, polivinil klorir ve
polikarbonata yapistig1 ve bunlar tizerinde biyofilmler olusturdugu bildirilmistir
(Iversen ve ark. 2004; Lehner ve ark. 2005). Bakteriyel hiicre ylizeyi lizerindeki
kapsiil polisakkaritleri, biyofilm olusumunda ¢ok dnemli bir rol oynar. Kolanik
asit tretimi, tim Cronobacter spp.'de, wzZABCKM geni ESA 0115-01175
tarafindan kodlanir (Joseph ve ark. 2012c). Bakteri hiicrelerinin, teflon ve
plastik gibi hidrofobik polar olmayan malzemelere, cam veya metal gibi
hidrofilik ylizeylere kiyasla daha hizli yapistigr goriilmektedir (Lehner ve ark.
2005). Ayrica, Cruz-Co'rdova ve ark. (2012), C. sakazakii kaynakli flagella'nin
biyofilm olusumunda rol oynadigini bildirmistir. Flagella'ya ilave olarak, iki
hipotetik protein (ESA 00281 ve ESA 00282), biyofilm olusumuna katkida
bulunabilecek olas1 adhesin proteinleri olarak tanimlanmistir (Cruz-Co'rdova ve
ark. 2012). Flagella'nin, Cronobacter hiicrelerinin Caco-2 gibi memeli

hiicrelerine ve diger epitel hiicrelere tutunmasina yardim ettigi goriinmektedir.

Cronobacter spp.'nin biyofilm olusturabilme 6zelligi, temizleyici ve sterilize
edici ajanlara diren¢ kazandiran c¢evresel streslerden korunma saglar
(Ravishankar ve Juneja, 2003; FAO/WHO, 2006). Kim ve ark. (2007)
Cronobacter spp.'nin dezenfektan maddelere karsi direncinin, kiiltiir igerisinde
paslanmaz ¢elik veya hatta planktonik hiicrelerin yiizeyine asilanmis ve
kurutulmus plankton hiicrelerine kiyasla, biyofilm olusturduklarinda arttigini
ispat etmistir. Ayrica, bir biyofilm i¢inde ¢ogalan Cronobacter'i 6ldiirmek i¢in,
planktonik durumda ¢ogalmaya kiyasla daha yiiksek bir UV dozu gerekli oldugu
saptanmistir (Jo ve ark. 2010).
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Biyofilm olusumu besin endiistrisinde 6zel bir dnem tasir, ¢linkii biyofilmler,
gidalarin bozulmasina veya islemden gegen gida iiriinlerinin kirlenmesine yol
agabilecek bir mikrobik kontaminasyon kaynagi olarak etki gdsterebilmektedir
(Lehner ve ark. 2005; Hartmann ve ark. 2010). Gida alanlarinda ve formiil
hazirlamada  kullanilan  ekipman  yiizeylerinde olusan  Cronobacter
biyofilmlerinin,  ¢esitli  yenidogan  salginlarina  katkida  bulundugu
distiniilmektedir (Kim ve ark. 2006). Bu gozlemler, formiil ile beslenen

bebekler i¢in Cronobacter enfeksiyon riskini arttirdigini desteklemektedir.

2.1.5 Cronobacter sakazakii'nin antibiyotik duyarhhg ve direnci

1985 yil1 6ncesinde, Cronobacter enfeksiyonu olan hastalar siklikla ampilisin,
gentamisin ve/veya kloramfenikol ile tedavi edilmistir. Willis & Robinson
(1988), Cronobacter'in neden oldugu menenjitin tedavi edilmesinde gentamisin
ve ampisilin kombinasyonunu Onermistir. Buna karsin, Lai (2001), tiim
Cronobacter izolatlarinin ampisilin, sefazolin ve genislemis spektrumlu
penisilinlere kars1 ayn1 oranda direncli olurken, trimetoprim/sulfametoksazol ve
aminoglikozitlere kars1 ayni oranda duyarli olduklarini belirlemistir. Yakin
geemiste, Al-Nabulsi ve ark. (2011) streptomisin, gentamisin, kanamisin ve
siprofloksasinin hem gerili hem de gerili olmayan C. sakazakii hiicrelerine karsi
etkili oldugunu, ve bu nedenle bu antibiyotiklerin hasta tedavi rejimleri i¢in
uygun secenekler olabilecegini ortaya koymustur. Bununla birlikte, Nazarowec-
White ve Farber (1999), sekiz Cronobacter susundan ikisinin tetrasikline ve
kloramfenikole direngli oldugunu saptamistir. Kim ve ark. (2008), gidalardan
kazanilmis olan, sefalotine veya ampisiline direncli ve tetrasikline duyarli
Cronobacter suslarini tarif etmistir. Hochel ve ark. (2012), tim Cronobacter

izolatlarinin, tetrasiklin duyarliliklar1 olarak farklilik gosterdigini saptamigtir.

Muytjens ve van der Ros-van de Repe (1986), Cronobacter'in 29 antimikrobiyal
ajana  duyarliligini  incelemis ve  Cronobacter'in, incelenen  diger
Enterobacteriaceae'ler arasinda en duyarli oldugunu saptamistir. Bu bulgu, b-
laktamaz ekspresyonuna iliskin herhangi bir kanit olmaksizin Cronobacter'in
tekrarli olarak b-laktamlara duyarli oldugunu ispat eden Stock & Wiedemann'in
(2002) bulgular1 tarafindan desteklenmistir. Bunun tersine, Pitout ve ark.

(1997), baz1 Cronobacter suslarinin diisiik seviyelerde b-laktamaz {irettigini
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ortaya koymustur. Caubilla-Barron ve ark. (2007) genislemis spektrumlu b-
laktamaz aktivitesine sahip iki Cronobacter izolat1 tespit etmistir. Bunun yani
sira, Zhou ve ark. (2011), PIF'den elde edilmis bir Cronobacter izolatinin genis
spektrumlu b-laktamaz trettigini ispat etmistir. Ayn1 ¢alismaya gore duyarlilik
sonuglari, her bir izolatin b-laktam antibiyotiklerine kars1 farkli direng

seviyelerine sahip oldugunu gostermistir (Zhou ve ark., 2011).

Her ne kadar Cronobacter'de ¢ok sayida antibiyotik direnci (mar) operonu
bulunsa da (Burgos ve Varela, 2002), toplam antibiyotik direnci diizeyi diger
gida kaynakli patojenlere kiyasla diisik olup antibiyotik direngli
Cronobacter'deki artis, antibiyotiklerin fazla kullanilmasinin bir sonucu olabilir
(Lee ve ark., 2012).

2.2 Cronobacter'in neden oldugu hastaliklar ve salginlar

2.2.1 Infantil veya neonatal enfeksiyonlar

Bu organizmalar, agirlikli olarak yenidoganlarda (bebekler, 4 haftalik) yasami
tehdit eden enfeksiyonlarla baglantili firsat¢1 patojenler olarak goriiliir (Bar-Oz
ve ark.,, 2001; Mullane ve ark., 2008). Bebeklerde Cronobacter
enfeksiyonlarinin klinik prezentasyonu kapsaminda NEC, bakteremi ve menenjit
yer alirken, vaka 6liim oraninin %40 ila 80 arasinda degistigi bildirilmektedir
(Bowen ve Braden 2006; Friedemann, 2007). Normal dogum siiresinde dogan

bebeklerde de enfeksiyonlar kaydedilmistir (Bowen ve Braden, 2006).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya Saghk Orgiitii 2006
istatistiklerinde, ABD'de 2500 g agirliinda ve 1 yasindaki diisiik dogum
agirlikli bebekler arasindaki yillik insidans oraninin 100000'de 8,7 oldugu
tahmin edilmistir (FAO/WHO, 2006). Global o6lgekte, bu patojenin takip
edilmesi i¢in aktif bir izleme sistemi yoktur; ancak WHO Uzman Heyeti, 2008
raporunda, 1961'den 2008'e kadar olan vakalar1 takip etmis ve bebekler ile 3
yasindaki c¢ocuklar arasinda 120 kayitlh Cronobacter vakasi belirlemistir
(FAO/WHO, 2008). Diinya genelinde sadece yaklasik 120 vaka bildirilmis
olmasina ragmen, fiili vaka sayisinin ¢ok daha yiiksek oldugu kabul
edilmektedir (CDC, 2009; Friedemann, 2009; Teramoto ve ark., 2010). Stoll ve
ark. (2004) 10660 yenidogan arasinda Cronobacter'in neden oldugu sadece tek
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bir sepsis vakasinin teshis edildigini bildirmis olup bu durum, epidemik
salginlar disinda Cronobacter'in diisitk dogum agirlikli bebeklerde ¢ok nadir
oldugunu gostermektedir. Bu tek vakada tani septisemi olsa da bebek anne
siitliyle besleniyor olmasi, ayrica, nozokomiyal bulagsmanin diger yollarinin
mevcut olabilecegini vurgulamaktadir. Yine de sorun, Cronobacter'in neden
oldugu enfeksiyon sayist degil, bundan ziyade hastalikla baglantilt %80 6liim
oranidir. Buna ilave olarak, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlar1 diizelen tim
hastalarin kronik nérolojik ve gelisimsel bozukluklar gelistirdikleri bildirilmistir

(Lai, 2001).

Cronobacter enfeksiyonunun erken evreli bir hipotetik kaynagi dogum
kanalidir. Ancak, vajinal yolla dogmus bebeklerin hi¢ birinin dogumdan birkag
glin sonrasina kadar enfeksiyon bulgusu gelistirmis olmamasi nedeniyle bu
kaynagin su an pek ihtimal dahilinde olmadigi goriilmektedir, ve ayn1 zamanda
Cronobacter'in vajina mikroflorasinin bir pargasini olusturmasi da olas1 degildir
(Yan ve ark., 2012; Hunter & Bean, 2013). Buna ilave olarak, Biering ve ark.
(1989) Cronobacter enfeksiyonu ile menenjit sergileyen bebeklerin tiimiiniin,
hastalanmadan 6nce rekonstitiie toz siit formiili aldigini gozlemlemistir. Ayrica,
beslenme prosediirlerine iliskin bir inceleme sonrasi, bazi toz bebek formiilasi
markalarinin tiikketimi, yenidoganlarda NEC gelisimi ve Cronobacter'in izole
edilmesi arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (Van Acker ve ark., 2001).
Kontamine toz bebek formiilleri (TBF) ile epidemiyolojik olarak baglantili olan
yenidogan yogun bakim {nitelerinde c¢esitli Cronobacter salginlari meydana
gelmistir (Himelright ve ark., 2002; Teramoto ve ark., 2010). Bir arastirmada,
bebek formiilii paketlerinin ¢ogunlugunun, herhangi bir mikro organizmadan
tamamen yoksun oldugu goriilmiistiir (Jaradat ve ark., 2009). Ancak, ac¢ilmis
TBF kutularinin veya formiil hazirlama gerec¢lerinin ekstrinsik kontaminasyonu
da bildirilmistir (Noriega ve ark, 1990; Friedemann, 2009; Jaradat ve ark.
2009). Enfeksiyon riski; tiriinii kirleten bakteri hiicrelerinin sayisi, Cronobacter
kaynagi, hazirlama sonrasi islem ve bebeklerin saglik durumu (6rn., disiik
dogum agirligi, prematiire dogum veya immiinosiipresyon) gibi ¢esitli faktorlere

bagl olabilir (Himelright et ark., 2002).
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Cizelge 2.5: Diinya genelinde Cronobacter enfeksiyonu salginlarinda rol
oynayan Toz Bebek Formiilii (TBF) (Singh ve ark, 2015)

Ulke Yil Vaka sayisi/Oliim sayisi
Yeni Meksika 2008 212
Fransa 2004 4/2
ABD 2004 1/0
Yeni Zelanda 2004 1
Tenessee 2001 10/1
Israil 1999-2000 2/0
Belgika 1998 12/2
Hindistan 1992 1
Maryland 1990 1/0
Tenessee 1988 4/0
izlanda 1986-1987 3/1
Danimarka 1983 11

2.2.2 Nekrotizan enterokolit (NEK)

Genel dustince, Cronobacter'in, gastrointestinal sistem (GIS) yoluyla insan
viicuduna girdigi ve burada NEK'e neden olabilme ihtimalidir (Liu ve ark,
2012b). Grishin ve ark. (2013), NEK gelisiminin duyarli bir konak, tipik olarak
fizyolojik bozulma (6rn., hipoksi, hipotermi, bagirsak iskemisi) yasayan
prematiire bir bebek, enteral formiill mamalarinin (normalde anne siitiiniin
yararlt koruyucu bilesenlerini igermeyen) verilmesi ve kontrolsiiz bakteri
kolonizasyonu gerektirdigini belirtmektedir. Bu kosullar yiiksek dereceli bir
mukozal inflamasyona yol acar; bu da, apikal GIS epiteline daha da fazla zarar
veren sitokinler, nitrik oksit, trombosit aktive edici faktor ve prostanoidler dahil
olmak {lizere yiiksek diizeyde konak enflamatuar faktdriin iiretilmesine neden
olur. Arastirmacilar ayni zamanda, Cronobacter spp.'nin viriilansinin doza
bagimli oldugunu, ancak bunun bir biitiin olarak belirli bir bakteri tiiriiniin
niteliginden degil, bundan ziyade, normal zamaninda dogmus bir bebekte
zararsiz olurken preterm bir bebekte patojenik olabilen belirli suslarin
karakteristik(ler)inden kaynaklandigini 6ne siirmektedir (Hamby ve ark., 2011;

Cetinkaya ve ark., 2013). In vitro enfeksiyon modelleri ayrica, organizmanin

17



GIS epitelyumunun transsitozu yoluyla sistemik dolagima girebildigini de
distiindiirmektedir (Giri ve ark., 2012).

2.2.3 Merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlari

Organizma sistemik dolasima girdikten sonra MSS'ye kars1 bir yonelim gosterir,
boylece diisiik dogum agirlikli yenidoganlarda ve Dbebeklerde menenjit
olusturma egilimini arttirirken, biraz daha yiiksek dogum agirlikli bebekler (Yan
ve ark., 2012) ya da yetiskinler arasinda bakteriyemi veya sepsise neden olur.
Patojen, KBB'ni ge¢ip beyine girdiginde ventrikiilit meydana getirebilir ve Kist
veya beyin apseleri olusturabilir, bunlar daha sonra, beyinde asir1 miktarda
beyin omurilik sivisinin (BOS) birikmesi durumu olan hidrosefalusa doniisebilir
(Bowen ve Braden, 2006; Chenu ve Cox, 2009). Orantisiz olarak BOS
birikmesi, beyinde ventrikiiller olarak isimlendirilen alanlarin anormal
geniglemesine yol agar. BOS ile dolu genislemis ventrikiiller, BOS iiretimi ile
absorpsiyon arasindaki dengenin bozuldugu bir durum yaratir; bu da potansiyel

olarak beynin dokularinda kafa basincinin artmasina neden olur.

2.2.4 Yetiskinlerle iliskili enfeksiyonlar

Bebek vakalar ile karsilastirildiginda, Cronobacter'e yetiskinlerde daha sik
rastlanmakta olup ¢ogu olgu sunumunda, daha Once hasta olan veya immiin
yetmezligi olan yasli hastalarla ilgili enfeksiyonlar tarif edilmektedir.
Cronobacter enfeksiyonu olan yetiskinlerin %50'sine kadar olan diliminde altta
yatan bir malignite vardir (Lai, 2001; See ve ark., 2007). Bununla birlikte,
Cronobacter, inmeli hastalarda sepsis, konjonktivit, aspirasyon pnomonisine,
osteomiyelit, diyare, akut kolesistit, yara enfeksiyonlari, kalic1 kateterler ile
iligkili abseler ve idrar yolu enfeksiyonlar1 meydana getirebilen bir patojen ile
iliskilendirilmis veya bdyle bir patojen olarak degerlendirilmistir (Gosney ve
ark. 2006; Friedemann, 2009; Flores ve ark. 2011; Yan ve ark. 2012; Tsai ve
ark. 2013).

Aspirasyon pnomonisi, {riner sistem infeksiyonlar1 ve konjunktivit gibi
Cronobacter'in yol agtigi nozokomiyal enfeksiyonlarin kontamine TBF ile
iligkili olma olasilig1 diisiiktiir, bu nedenle tibbi ekipman yiizeyleri, su giderleri
ve kisiler aras1 temaslar bu enfeksiyonlarin olas1 kaynaklar1 olabilir

(Friedemann, 2009; Flores ve ark. 2011). Ancak, diger g¢evresel kirlenme
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kaynaklart da mimkiindiir. Jaradat ve ark. (2009) baharatlardan izole
edilmesinin yani sira Cronobacter'i ev ortamindaki elektrikli siiplirge tozundan
da izole etmistir, bu da patojenin ¢esitli kuru gida iiriinleri ve ¢evresel faktorler
ile arasindaki gii¢lii iliskiyi gostermektedir. See ve ark. (2007), 75 yasinda
bakim evinde yasayan bir kadinda birden ¢ok dalak apsesinin eslik ettigi bir
Cronobacter bakteriyemi vakasini ortaya koymustur. Bu vaka, splenik apselerin
eslik ettigi ilk bildirilen Cronobacter vakasi olmakla birlikte immun yetmezligi

olmayan bir yetiskindeki ilk vakadir.

2.3 Virulans genleri ve plazmitleri

Enfeksiyon hastalig1 olusmasi icin, patojen bakterinin konak ile temasa ge¢mesi,
konak hiicrelerine tutunmasi, kolonize olmasi, hiicre ve dokularin i¢ine girmesi
ve sonunda hasar olusturmasi gereklidir. Bakteri bu kademeleri gegerken konak
bagisik yanitindan kurtulmalidir. Bakterinin konak hiicre yiizeyine tutunma
islemine aderans denir. Patojen bakterinin konak dokusunda ¢ogalmasi
enfeksiyon olarak ifade edilir. Normal flora iiyesi olan bakteriler i¢in bu deyim
yerine kolonizasyon deyimi kullanilir. Konak dokusuna tutunan ve enfeksiyon
olusturan bakterinin igeri girmesine invazyon denilir. Bakterinin enfeksiyon
olusturma kabiliyetine patojenite ve enfeksiyon olusturan bakteriye patojen adi
verilir. Ayn tiir i¢indeki suglar arasindaki patojen olani belirtmek igin virulan
kelimesi kullanilir. Konakta olusan enfeksiyon, klinik belirtiler ile seyrederse
enfeksiyon hastaligi gelismistir. Bazi bakteriler her zaman patojen oldugu halde
bazilar1 konak bagisiklik sisteminin hasara ugramasi veya yabanci cisim varligi
gibi kolaylastirici faktorler oldugu zaman enfeksiyon olustururlar. Bu tiir
patojenlere firsat¢1 patojen denir. Bakteriler enfeksiyon hastaliklarini toksin
olarak nitelendirilen maddeleri salgilayarak olusturabilir. Toksin salgilayan

bakterilere toksijenik bakteriler denir.

Bakteri organizmaya girdikten sonra genellikle epitel hiicrelerine tutunur. Daha
sonra c¢ogalir. Bu asamada bakteri virulans faktorleri hastalik olusturma
mekanizmasini belirler. Bazi bakteriler igeri girer, lenfatik sistem yoluyla kana
karigir, kanda gecgici veya kalici bakteriyemiye neden olur. Bakteriyemi
sayesinde doku ve organa ulasarak oralarda da c¢ogalir. Bazi bakteriler ise

konakta tutunma islemini basardiktan sonra orada kolonize olurlar. Daha sonra
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toksinini salgilayarak hastalik olustururlar. Konak tarafindan alindiktan sonra
kolonize olur ve translokasyon ile epitel hiicrelerini gecerek kan dolagimina
katilmaktadir. Kapsiil, dogal fagositoz ve kompleman etkisinden bakteriyi
korumaktadir. Bakteri, kapsiile karsi gelismis antikoru olmayan bireylerde,
epiglottit, menenjit ve pnomoniye neden olur. Bakteriyal virulans faktorleri
kolonizasyon, konak bagisik yanitindan kurtulma ve hasar olusturma igin
gerekli faktorler olarak incelenmektedir. Bakterinin hastalik olusturabilmesi i¢gin
once konakta kolonize olmasi gereklidir. Konak hiicresine tutunmali ve

¢ogalmalidir.

C. sakazakii'nin benzersiz osmotolerans fenotipi, muhtemelen, PIF araciligiyla
oldukca duyarli bir konak¢iya erisim saglayarak bakterinin patojenitesine
yardimct olurken, diger faktorler C. sakazakii'nin virulansini etkilemektedir.
Sistemik enfeksiyona ve NEK, sepsis veya menenjit gibi bazi siddetli
Cronobacter enfeksiyon klinik tablolarina neden olmak ig¢in, C. sakazakii ya
dogrudan i¢ bagirsak yolu hiicrelerini enfekte etmeli ya da bu bariyeri asarak
kan dolasimina ulasmalidir. Yapilan bir ¢alismada, C. sakazakii'nin mukoza
zarlarini, mide ve bagirsak epitelini ve endotel dokulari enfekte ettigi ispat
edilmistir (Liu ve ark. 2013; Kim ve ark. 2008; Mange ve ark. 2006). Bu
cercevede, gen kodlayic1 C. sakazakii'nin i¢ bagirsak yolu hiicrelerine tutunma

ve bunlari istila etme yetenegi, major viriilans faktorlerini temsil eder.

Birkag virulans geni ve plazmiti tanimlanmis ve bunlarin Cronobacter spp.'ye
spesifik oldugu goriilmiistiir. Kothary ve ark. (2007) doku kiiltiirinde CHO
hiicrelerinin yuvarlanmasina neden olan bir protein olan ¢inko ihtiva eden
metalloproteazin (zpx) bir gen lokiislinii tanimlamigtir. Buna ilave olarak,
putatif SodA genlerinin varligi, hiicre i¢i makrofaj oksidazina ve asidik kosullara
kars1 Cronobacter igin direng saglayabilir ve hiicre igi persistansina katkida
bulunabilir (Townsend ve ark., 2007b). Ancak, bu genler ve OmpA ve OmpX
tim Cronobacter spp'de goriilmiistiir ve bu nedenle farkli Cronobacter suslari
arasindaki patojenite farkliliklarindan sorumlu olamazlar (Joseph ve ark.,
2012c). C. sakazakii ATCC BAA-894'iin tam genom sekansi, Cruz ve ark.'nin
(2011), wvirtilans genlerini tanimlamaya yonelik c¢aligmalarinda diger
Cronobacter genom sekanslarini C.sakazakii sekansi ile karsilastirmasina

olanak vermistir. U¢ putatif virulans geni - tip 111 hemolizin (hly), sideroforla
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etkilesen protein (sip) ve plazminojen aktivatorii (cpa) tanimlanmistir. Incelenen
ek agiklamali genler arasinda, Kucerova ve ark. (2010) ayrica, katyon dis akis
sisteminin tam katyonunun (cusA, cusB, cusC ve cusF) ve bunun diizenleyici
geninin cusR neonatal enfeksiyonlarla iligkili suslarda bulundugunu, ancak
diger suslarda bulunmadigini da ispat etmis, bu durum, tim Cronobacter
spp.'nin esit derecede patojenik olmamasini ve menenjit olusturmamasini

acgiklayabilir.

Buna ilave olarak, Franco ve ark. (2011a), tim Cronobacter RepFIB
plasmidlerinin, bir siderofor aracili demir toplama sistemi (iucABCD/iutA
operonu) ve ATP baglayici kaset aktarimi aracili demir alimi ve siderofor
sistemi (eitCBAD operonu) olmak tizere iki demir toplama sistemi kodladigini
kanitlamistir - bu durum, bu plazmidlerin yaygin 6nemli virulans plasmidleri
oldugunu ve ayni zamanda Cronobacter'in sagkalimina katkida bulunabildigini
ortaya koymaktadir. Cogu patojen ig¢in, bir konak¢r hiicreye girdikten sonra
enfeksiyon olusturmada demir kazanma 6zelligi ¢ok dnemlidir. Franco ve ark.
(2011b), iucABCD/iutA sideroforunun (cronobactin), Cronobacter'in sahip
oldugu tek fonksiyonel siderofor oldugunu ortaya koymustur. Ancak, Grim ve
ark. (2013), bir hidroksamat tipi aerobaktin benzeri siderofor olan cronobactinin
Cronobacter igerisinde sahip olunan tek demir kazanma sistemi olmadigini
ortaya koymustur. Cronobactin lokiisii, biyosentetik genler iucABCD'ye ve
reseptor geni iutA'ya homolog olan bes genden meydana gelir. Calismada,
demir kazaniminin, siitteki demirden faydalanim ile iliskili olmas1 itibariyle
bliyiimeyi hizlandirdigr kabul edilmis; ancak demir faydalanim genleri tiim
Cronobacter spp. bakterleri igerisinde bulundugundan, bunun rolii hala
anlagilamamistir (Joseph ve ark, 2012c). Grim ve ark. (2013), dokuz
Cronobacter genomunun siliko i¢i hedefli sekans analizini bildirmis ve
Cronobacter’in, yedi tiir arasinda demir kazanim sistemlerini paylastigini ve
ayn1 zamanda ferrik ve ferrdz tasiyicilar1 kodlayan demir kazanim genlerine ve
hem-demir saglayicilarina, ve bunun yani sira putatif TonB'ye bagimli demir
reseptorlerine ve ferrik rediiktazlara sahip oldugunu ispat etmistir. Ferr6z demir
kazanimi i¢in, tim Cronobacter bakterileri hem Feo hem de Efe sistemlerine
sahiptir ve ferrik demirin tasinmasi ig¢in, tiim plazmit barindiran suslar (% 97)

aerobaktin benzeri siderofor cronobactinine sahiptir. Tim Cronobacter,
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enterobactin benzeri siderofor kodlayan genlere sahiptir, ancak bu sideroforun
fonksiyonel olmadig1 diisiiniilmektedir. Grim ve ark. (2013) ayrica, cronobactin
ve enterobactin reseptorlerine ilave olarak, tiim Cronobacter bakterilerinin,
sideroforlar i¢in ayrica diger organizmalar tarafindan da iiretilen bes ortak
reseptéore (FhuA, YncD, FoxA, FhuE ve PfeA) sahip oldugunu bildirmistir.
Ferrik disitrat aktarma sistemi spesifik olarak, cogu klinik 6rneklerden izole
edilmis C. sakazakii ve C. malonaticus suslarinin kii¢iik bir alt kiimesinde
bulunmus; bu durum, bu demir kazanim sisteminin Cronobacter virulansinda rol
oynadigini diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda, C. dublinensis ve C.
muytjensii'nin, bitki patojenleri tarafindan iiretilen heterolog sideroforlar igin
Fct ve FcuA olmak iizere iki baska reseptore sahip olduguna dair kanit saglamis;
bu durum bu reseptorlerin  Cronobacter spp. bakterilerine, bir bitki hiicresi
igerisinde demir i¢in daha basarili rekabet etme avantaji saglayabildigini
gostermektedir. Aynmi  zamanda, Cronobacter'in, tirler arasi iki yonli
ayrimindan Once, bitki ile iligkili bir yasam bi¢imine sahip ortak bir atadan
geldigi hipotezini desteklemektedir. Proteinleri ve niikleoprotein komplekslerini
aktarabilen tip IV salgilama sistemleri olarak adlandirilan salgi sistemleri, C.
sakazakii ve C. turicensis'te plazmid kaynakli (pESA2/pCTU2) bir gen kiimesi
olarak  tanimlanmalar1 itibariyle Onemli viriilans faktorleri  olarak
distiniilmektedir (Franco ve ark. 2011b). Cogu Cronobacter spp.
kromozomunda ve bunun yani sira C. sakazakii ST4 suslar1 da dahil olmak tizere
C. sakazakii tarafindan tasinan pESA3 iizerinde yeni tanimlanmis birkag tip VI
salgilama sistemi (T6SS) saptanmistir. Bununla birlikte, T6SS'nin, BBB'nin

E.coli K1 istilas1 i¢in de 6nemli oldugu goériilmiistiir (Joseph ve ark. 2012c¢).
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Cizelge 2.6: Cronobacter sakazakii nin karakteristik major virulans faktorleri
(Singh ve ark, 2015)

Faktorler Gen Potansiyel rol

Dis membran OmpX-OmpA  Epitel hiicre invazyonu

proteinleri

Enterotoksin _}_Ieni%z Patojenin 1s1ya dayanikli toksin iiretimi

bilinmiyor

Dig membran proteazi cpa S‘erum bakterisidal aktiviteye ‘ qusl
direng olusumunu; plazminojen
aktivasyonu, 02-AP inaktivasyonunu
saglar.

Sialik asit iuc Demir transportu ve regiilasyonu

Kullanimi1

Efflux sistem ibeB Beym mikrovaskiiler endotel hiicre
invazyonu

Proteolitik enzimler zpx HiicredIOH oy

Kromozom  Epitelyal siki baglantt bolgelerinde
kodlu genler  hasar
hly Hemolitik aktivite

Lipopolisakkaritler

Tip 111 hemolisin

2.3.1 OmpA ve OmpX

Cronobacter sakazakii’nin dis membran proteini olarak bilinen OmpA’nin
gastrointestinal sistemde kolonizasyonu ile intestinal epitel ve beyin endotel
hiicrelerinde invazyona sebep oldugu ve neonatal menenjitin patogenezinde
onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Gastrointestinal sistemin istilasinda ilk
adim, bakterilerin bu dokularin yiizeyine tutunmasidir. I¢ epitel bariyerlerin in
situ istilasinin incelenmesi alisilmis degildir ve bagirsak dokusundan izole
edilen Caco-2 gibi birka¢ hiicre dizisi, laboratuvar modelleri olarak tespit
edilmistir (Gahring ve ark., 1990; Jumarie ve Malo, 1991; Harmsen ve ark.,
2000; Sambuy ve ark., 2005). C. sakazakii'nin Caco-2 insan epitel hiicre
dizilerine tutunmasini arastirmak tizere ilk c¢alismada (Sharma, 1997) farklhi
cevresel nislerden gelen C. sakazakii suslari yer almistir. Bu izolatlarin yirmi
sekizinin Caco-2 hiicrelerinin yiizeyine tutundugu belirlenmistir (Mange ve ark.

2006). C. sakazakii'nin test edilen hiicre modellerine tutunma kabiliyeti
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bakteriyel fimbria olusumundan bagimsiz olsa da, Hartmann ve ark. (2010), C.
sakazakii ES5 susunun belirli mutantlarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma
etkinligini arastirmis ve flagella yoklugunun, bakterinin tutunma kabiliyetini
azalttigini belirlemistir. Bu durum, flagella'nin bu siire¢ i¢cin 6nemli oldugunu
ortaya koymaktadir. Diger arastirmacilar, Fransa'daki bir salgindan ortaya ¢ikan
klinik izolatlarin tutunma kabiliyetini arastirmistir. Bu arastirma, iligkili hasta
bilgileri esliginde klinik Orneklerin kullanildigr ve bu nedenle genotipler ile
semptomlar ve enfeksiyon siddeti arasinda bag kurabilen ilk in vitro ¢alisma
olmustur. Bu genotiplerle iliskili klinik tablolar nekrotizan enterokolit (NEK),
bakteriyemi, sepsis ve menenjit oldugu saptanmis ve ¢alisma, suslarin virulansi
ile bunlarin Caco-2 hiicrelerine tutunma ve bunlar1 istila etme kabiliyeti
arasinda bir bag tespit etmistir (Townsend ve ark., 2008). C. sakazakii'nin
istilasina yol acan hiicre yiizeyi iizerindeki etkilesimleri daha iyi anlamak
amaciyla, bu patojen-konak etkilesimi i¢in konake¢i  reseptorlerin
tanimlanmasina yonelik kaydadeger ¢abalar gdsterilmistir. Okaryotik dokunun
hiicre dis1 matrisinin bir pargasini olusturan bir glikoprotein olan fibronektin,
konak hiicreye tutunma, hareket etme, biiylime ve farklilagma siireglerine katilir
ve cesitli patojen organizmalarin tutunma silirecindeki birincil hedeflerden
birisidir (Pankov ve Yamada, 2002). Caligsmalar, fibronektinin baglanmasini, C.
sakazakii'nin gastrointestinal sistem hiicrelerine tutunmasinda 6nemli bir adim
olarak tamimlamistir (Mange ve ark., 2006). Fibronektin diizeylerinin
azalmasinin, bir in vitro embriyonik bagirsak hiicre modeli olan, C.sakazakii'nin
INT-407 hiicrelerine baglanmasini bozdugu ispat edilmistir. Bunun nedeni
muhtemelen, konakg1 reseptorler ile bakteri hiicrelerinin ylizeyindeki adezinler
arasindaki etkilesimdir. C. sakazakii dis zar proteini A (OmpA), bu
gastrointestinal patojenin yenidogan ve immiin yetmezlikli konakg¢ilara
tutunmasinda kaydadeger bir rol oynayan Onemli bir fibronektin baglayici
protein olarak tanimlanmistir (Nair ve Venkitanarayanan, 2007; Mohan ve ark.,
2009) . Ancak, cinsin fazla g¢esitliligi nedeniyle, tim Cronobacter spp.

bakterileri bu yetenege sahip degildir.

Bir¢ok patojenik bakteride, konak¢i dokulara tutunma siirecini, patojenin ilk
savunma hattin1 asmasmna izin verecek sekilde doku istilas1 izler.

Gastrointestinal istila, Salmonella typhimurium gibi diger patojen bakterilerle
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(60 dakikada bagil istila oram1 %60) yaygin iken, C. sakazakii'de sadece orta
dereceli istila oranlar1 gozlemlenmistir (60 dakikada %0,2). Bu, orta dereceli
invazif gastrointestinal patojen Campylobacter jejuni'ye (%0,1-%0,4) benzerdir
(Hu ve Kopecko, 1999). C. sakazakii'deki istila mekanizmas1 heniiz tam olarak
anlasilamamistir, ancak, bu siirece birka¢ konak¢i faktdriin ve bakteriyel
membran proteininin katildigr goriilmektedir. Konakg¢i1 tarafinda, bagirsak
epitelinin hiicreler arasi siki kavsaklari, molekiillerin ve bakterilerin, saglikli
bireylerin epitel hiicrelerini atlamalarini 6nlemede rol oynar. Bu nedenle, C.
sakazakii susu ATCC 29544 istilasinin, Gram negatif bakterilerden kaynaklanan
(Moriez ve ark., 2005) lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan siki kavsaklarin
bozulmasiyla biiylik oranda artmasi sasirtict degildir (Kim ve Loessner, 2008).
Ayrica, yenidoganlarin epitel hiicresi siki kavsaklar1 ve bagirsak mikrobiyal
floras1 heniiz tam olarak gelismemistir ve bu nedenle, C. sakazakii gibi patojen
istilasinin  kan dolasimina girmesinin Onlenmesinde etkili olmayacaktir
(Anderson ve ark., 2010). PIF'de bulunan yiiksek LPS diizeyleri ve C.
sakazakii'nin yol a¢tig1 PIF kontaminasyonu ile bir arada degerlendirildiginde,
bu durum, anne siitiiyle beslenen bebeklere kiyasla, PIF ile beslenen bebeklerde
gozlemlenen on kat daha biiyik NEK insidans orani igin altta yatan bir
mekanizma saglayabilir (Iversen ve Forsythe, 2003). Bir AompA mutantinin
invazifliginin Caco-2'de %80, INT407 hiicrelerinde %87 oraninda azalmasi
itibariyle (Kim ve ark, 2010), C. sakazakii'nin dis membran proteini A
(OmpA)'nin, Caco-2 ve INT407 hiicrelerinin istilast i¢in gerekli oldugu ispat
edilmistir (Emami ve ark. 2011; Verhoeff ve ark. 2008; Kim ve ark. 2010).
Ancak, Kim ve ark. (2010) ayrica, baska bir dis zar proteini olan OmpX'in de,
Caco-2 epitel hiicrelerinin istilasinda 6nemli bir rol oynadigini ve Yersinia
pestis ve C. sakazakii tarafindan Hep-2 hiicrelerinin istilast i¢in gerekli
oldugunu ispat etmistir (Kolodziejek ve ark. 2007; De Kort G. ve ark. 1994).
Sonu¢ olarak OmpA/X delesyon mutantlarinin, bakterinin karaciger ve dalak
gibi diger organlara in vivo yayilimi bakimindan kaydadeger oranda daha az
etkili oldugu gozlenmistir (Kim ve ark., 2010). C. sakazakii, kan-beyin
bariyerlerine niifuz edebilen, essiz bir mikroorganizma alt grubunun bir
tiyesidir. Bu 0zellik, organizmanin, menenjit olusturan organizmalar igin
vazgecilmez bir 6zellik olan, insan beyninin mikrovaskiiler endotel hiicrelerini

(HBMEQ) istila etme kabiliyeti ile kolaylastirilir. Nitekim C. sakazakii suslari
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tarafindan HBMEC'in istilasinin, yenidogan E. coli menenjit susu Kl1'inkine
esdeger veya bundan daha biiyiik oldugunu ortaya konmustur (Townsend ve
ark., 2008). Daha yakin tarihli bir ¢calismada, HBMEC'nin siki bir tek tabaka
boyunca kaydadeger transsitoz seviyeleri gozlenmis ve elektron mikroskobu
analizi yapilmis, bu analizde bazolateral yiizeyde transitoza ugramanin yani sira
konak¢t HBMEC vakuolleri igerisinde Cronobacter varligi ortaya konmustur
(Giri CP ve ark., 2012). Bir yandan gerilmede kaydadeger bir farkilagsma
kaydedilirken, bu c¢alisma, gastrointestinal patojenin kan beyin bariyeri (BBB)
'me nasil niifuz ettigini ve nihayetinde menenjite nasil neden oldugunu
anlamamiza katkida bulunmaktadir. C. sakazakii'nin gastrointestinal sisteme
tutunmasinda rol oynayan daha 6nce bahsedilen OmpA proteini ayn1 zamanda
HBMEC'nin istilasi ile de iliskilendirilmistir. Nair ve ark (2007), bu proteinin
eksikliginin HBMEC istilasinda % 83 oraninda azalmaya neden oldugunu ortaya
koymustur. OmpA ve OmpX, kan-beyin bariyerine niifuz ederek organizmada
muhtemel bir rol oynarken, beyin hiicrelerinin 6liimiine yol acan mekanizma
heniiz bilinmemektedir ve konak¢inin immiin yanitt da bir rol oynayabilir
(Joseph ve Forsythe, 2012). Bunun yani sira, C. sakazakii, kollajenin lizisinden
sorumlu olan ¢inko ihtiva eden bir metalloproteazi kodlayan ve patojenin kan
beyin bariyerini gegmesine izin verebilen bir gen olan zpx'e sahiptir (Kothary ve
ark., 2007). Ancak, tim C. sakazakii suslarinin menenjit yaratmis olmadiginin
dikkate alinmasi Onemlidir. Genis Olcekli, cok odakli bir sekans tipleme
(MLST) yonteminde, neonatal menenjit vakalarina ait beyin-omurilik sivisinda
bulunan baskin sekans tipi olarak C. sakazakii sekansi tip 4 tanimlanmigtir

(Joseph ve Forsythe, 2012).

2.3.2 Cpa

C. sakazakii BAA-894'in tim genom dizilimi, bu susun iki plazmide sahip
oldugunu gostermistir (pESA2 ve pESA3). In-silico analiz kullanarak,
pESA3'lin omptin ailesine ait proteinlerle onemli bir 6zdeslige sahip bir dis
membran proteazini kodladigini saptanmistir. Omptinler, Enterobacteriaceae'nin
bir¢ok liyesi tarafindan ifade edilen, yiizey yonelimli dis membran proteinleri
olan bir aspartat proteaz ailesini igerir. Bilinen omptinlerin ¢cogu bakteri
viriilans faktorleridir ve proteaz, adhesin veya invazinler olarak islev goriirler

(Kucerova ve ark.,2010).
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Bilinen omptin proteinlerinin aminoasit sekansi analizleri, ailenin i¢inde iki
grup bulundugunu Ongoriir. Pla alt ailesi adi verilen ilk grup, Salmonella
enterica’nin PgtE’sinden, Yersinia pestis’in Pla’sindan ve Erwinia spp’nin
PlaA’sindan olusur. OmpT olarak adlandirilan ikinci alt ailede ise Escherichia
coli'nin OmpT ve OmpP'si ve Shigella flexneri'nin SopA'st bulunur. Ayrica,
calismalar, her alt ailedeki iiyelerin islevsel olarak benzer oldugunu gostermistir
(Kukhonen ve Korhonen, 2004). PgtE ve Pla, insan proenzimi olan
plazminojenin plazmine etkin bir sekilde donistiiriilmesi, ve plasmin
inhibitorleri 2 antiplasmin (2-AP) ve plazminojen aktivator inhibitorii 1 (PAI-1)
inaktivasyonu ile kontrolsiiz plasmin aktivitesinde rol oynarlar. Bu 6zellikler
konakgidaki Y. pestis ve S. enterica'nin yayilma ve ¢ogalmasini arttirir. Pla ve
PgtE ayrica dolasimdaki kompleman da dahil olmak iizere bir seri serum
proteinini parcalayarak (degrede ederek) Y.pestis ve S.enterica’ya kompleman
kaynakli serum oOlimiinden koruma saglarlar. PlaA’nin  bakteri-bitki
etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynamasi olasidir. OmpT alt ailesi {iiyeleri,
OmpT ve SopA da dahil olmak lizere yavas bir sekilde plazminojen’i plazmin'e
parcalar ve plazmin 2-AP vasitasiyla hizla inhibe edilir (Kukhonen ve ark.,
2001; Sebbane ve ark., 2006; Sodeinde ve ark,1992). OmpT ve SopA'nin ayrica
bakteri virulansinda plazminojen aktivasyonu ile ilgisiz olan bir rolii oldugu da
bulunmustur. E. coli OmpT’si, antibiyotik aktiviteye sahip protamin ve diger
katyonik peptidlerin parcalanmasina neden olur (Stumpe ve ark., 1998) ve S.
flexneri'nin SopA's1, Shigellae'nin aktin bazli mobilite yoluyla komsu konakg1
hiicrelere hiicreleraras1 yayilmasinda Onemli bir gereklilik olan IscA’y1
pargalamaktadir. C. sakazakii dis membran proteazinin aminoasit dizisinin,
omptin ailesinin farkli tiyeleri ile hizalanmasi, proteazin Pla alt ailesine ait
oldugunu isaret etmektedir. Pla ile yiiksek benzerlik nedeniyle, bu dis membran

proteazi "Cpa", "Cronobacter plazminojen aktivatorii” olarak adlandirilmistir.

2.3.3 zpx

Ekstraseliiler ¢inko iceren metalloproteazlar, bakteriyel diinyada yaygin olarak
bulunur. Uzerinde en yogun olarak calisilanlar, patojen bakteriler veya
endiistriyel 6nemi olan bakteriler ile iliskili olanlardir. Neredeyse her yerde,
gram-negatif ve gram pozitif mikroorganizmalarda, aerobik veya anaerobik

olmalar1 fark etmeksizin, bulunurlar. Bu yayilim, bu enzimlerin, onlar1 {ireten
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organizmalar i¢cin Onemli fonksiyonlara hizmet ettigine isaret eder. Cinkonun
enzimatik aktivite i¢in onemi nedeniyle, bu enzim ailesinin primer yapisinda
kaynagindan bagimsiz olarak yaygin bir aminoasit dizilimi homolojisinin olmasi
sasirtict degildir. Kanitlar, konverjen (yakinsayan) ve diverjen (uzaksayan)
evrim gii¢lerinin is basinda oldugunu gostermektedir. Bakteriyel ¢inko igeren
metaloendopeptidazlarin genis ailesinde, g¢esitli bakteri tiirlerinde termolizin-
benzeri, elastaz-benzeri ve Serratia proteaz-benzeri metaloproteazlar gibi daha
kiigiik aile birimleri gozlemlenir. Bu inceleme hazirlanma asamasindayken
cinko igeren metaloproteazlarin yeni bir fonksiyonu kesfedilmistir. Clostridium
tetani ve Clostridium botulinum tip B norotoksinlerin, nérotransmisyonda rol
alan kiiclik sinaptik vezikiillerin ayrilmaz bir membran proteini olan
sinaptobrevin i¢in spesifisitesi olan ¢inko metalloproteazlari oldugu
gosterilmistir. Patojeniteye neden olan proteazlarin etki sekilleri hakkinda diger
bir anlayis, hastalik siirecini Onleyebilecek veya kesebilecek baglayici
molekiiller (selatorler), vekil substratlar veya antikorlar gibi inhibitorlerin
gelistirilmesine yol acabilir. Bu genis metalloproteaz ailesi lizerinde yapilacak
daha fazla calisma, enzimlerin patogenez ve yapi-fonksiyon iliskisinde dnemli
ek bilgiler saglayacak ve endiistriyel ve/veya terapotik agidan yararli olabilecek
"tasarim proteinleri" de dahil olmak tizere farkli iiriinlerin gelistirilmesine yol
acacaktir (Hase ve Finkelstein, 1993). zpx geni tarafindan kodlanan ¢inko iceren
metaloproteazlar, bir seri patojen bakteri tarafindan iiretilir. Intravenoz (IV)
kollajen gibi ekstraseliiler matriks protein bilesenlerinin spesifik degradasyonu,
kilcal damarlarin endotel hiicre membranlarinin tahrip edilmesine ve kan
bilesenlerinin ¢evre dokulara sizmasina neden olabilir ve bdylece patojenler

kan-beyin bariyerini gegebilirler (Mohan ve ark., 2009).

2.3.4 Diger virulans karakterleri

Cronobacter i¢in yapilan tam-genom c¢alismalari, C. sakazakii'nin, bir karbon
kaynagi olarak ekzojen siyalik asit kullanimini kodlayan nanAKT gen kiimesine
sahip tek Cronobacter tiirii oldugunu ortaya koymustur (Joseph ve ark., 2013Db).
Diger genom sckanslama calismalari, Sakazakii BAA-894 genomunda siyalik
asit kullanimina katilan iki genomik bdlgenin (GR127 ve GR129) varligim
gostermistir (Grim ve ark., 2013). Bunun yani sira Grim ve ark. (2013), C.

sakazakii'nin 57 susundan 55'inin siyalik asitten veya onun tiirevi N-
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asetilndraminik asitten yararlanabildigini, 6te yandan diger hi¢cbir Cronobacter
susunun bunu yapamadigint saptamistir. Siyalik asit, anne siitlinde, bebek
formiiliinde, bagirsak yolunun misin hattinda bulunur ve beyin gangliosid
kompleksinin bir bilesenidir (Siqueira Santos ve ark., 2013). Dolayisiyla, C.
sakazakii'nin siyalik asitten faydalanma 6zelliginin, yenidoganlar ve geng
bebekler i¢in patojenitesini artiracagi olasidir. Cronobacter, siyalik asidi
kullanarak immiin sistemden kaginmasina yardimci olan eksopolisakkaridini
(kapsiil) tretebilir ve bu davramis, muhtemelen, siyalik asit veya onun
prekiirsorlerini de ihtiva eden farkli siit kaynaklari ve triinleri varliginda daha
da ciddilesir. Buna ilave olarak C. sakazakii siyalik asidi ayn1 zamanda, konakg1
misinlerle etkilesimler araciligiyla bagirsak yolunun kolonize edilmesine de
yardimer olabilir (Joseph ve ark., 2012c). Inositol fermentasyonu, yakin
gecmiste, bazi patojenik suslarda inositol monofosfataz geninin (suhB) varligina
dayali olarak Cronobacter i¢in bir patojenite belirtegi olarak 6ne siiriilmiistiir.
Ancak, GR29 inositol faydalanim operonu, ortamdan izole edilmis Cronobacter
suslarinda  bulunurken, aynt zamanda patojen suslarin genomlarinda
bulunmamaktadir (Grim ve ark., 2013). Bu nedenle viriilanstaki rolii giiniimiizde

belirsizdir.

2.4 Klinik, gida ve genel ortamlarda Cronobacter sakazakii izolasyonu ile ilgili

calismalar

2.4.1 Klinik ortam

C. sakazakii, beyin-omurilik sivisi, karaciger, kemik iligi, kan, deri, yaralar,
balgam, solunum yolu, sindirim sistemi, diski ve idrar gibi c¢esitli klinik
materyallerden izole edilmistir (Farmer ve ark., 1980; Lai , 2001). C. sakazakii
nedeniyle ikizlerini kaybeden bir annenin servikal, vajinal ve fekal numuneleri
test edildiginde bu organizma yoniinden negatif ¢ikmistir (Muytjens ve ark.,
1983). Her iki ikizin cilt, burun, dis kulak, umbilikus ve aniislerinden alinan
ornekler, dogduklar1 giin itibariyle C. sakazakii varlig1 agisindan negatiftir. C.
sakazakii enfeksiyonlarindan otiiri hayatini kaybeden iki diger bebek de,
dogduklar1 giin test edildiklerinde bu organizma agisindan negatif ¢ikmistir
(Muytjens ve ark. 1983). Sezaryenle dogan bebeklerde C. sakazakii enfeksiyonu
vakalart da bildirilmistir (Urmenyi ve Franklin, 1961; Muytjens ve ark., 1983;
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Muytjens ve Kollee, 1990). Arastirmacilar, yukaridaki bulgulara dayali olarak,
C. sakazakii enfeksiyonlarinin annenin dogum kanali yoluyla gegisi olasiligini

ekarte etmistir.

C. sakazakii hastane ve klinik ortamdan da izole edilmistir (Iversen ve Forsythe,
2003; Gurtler ve ark., 2005). Bir hekimin stetoskopundan (Farmer ve ark., 1980)
ve ayn1 zamanda Hollanda'daki bir hastanede bir pediatri servisindeki bir
bulasik fir¢casindan ve ¢ay kasigindan izole edilmistir (Muytjens ve ark. 1983).
Farkli donemlerde (sirasiyla 1981, 1990 ve 1992) Kanada'daki bir hastane
kiltiri arsivinden izole edilen ii¢ C. sakazakii susu, ribotiplendirme yontemi
kullanilarak karakterize edilmis ve iliskili olduklar1 saptanmistir (Nazarowec-
White ve Farber, 1999). Arastirmacilar, C. sakazakii'nin, hastane ortamlarinda

uzun siireler boyunca persistan kalabildigi sonucuna varmistir.

2.4.2 Gida ortam
2.4.2.1 Farkh kaynaklar

Muytjens ve Kollee (1990) C. sakazakii'yi Hollanda'daki kemirgenlerden, yiizey
sularindan veya topraktan izole edememistir. Ancak, C. sakazakii normal
hayvan ve insan bagirsak florasinin bir parcasi olmadigindan, gidalarin C.
sakazakii ile kontamine oldugu baslica kaynaklarin toprak, su ve sebzeler
olduguna inanilmaktadir (Iversen ve Forsythe, 2003). Sicanlarin ve sineklerin
ayrica gidalar icin ek kontaminasyon kaynaklar1 oldugu disliniilmektedir
(lversen ve Forsythe, 2003). Kuzina ve ark. (2001) Meksika sirke sineklerinden;
Keyser ve ark. (2003) ayrica, Giiney Afrika'da saraphane atiklarinin aritiminda
kullanilan yukari yatay akisli anaerobik ¢amur yatakli reaktérden C. sakazakii
izole etmistir. Ote yandan Zamxaka ve ark. (2004), Giiney Afrika Eastern
Cape'de bulunan Gogogo ve Nkonkobe kirsal alanlarindaki evsel su

kaynaklarindan C. sakazakii izole etmistir.

Kandhai ve ark. (2004a) farkli gida fabrikalarindan ve hanelerden alinan
numuneleri test etmislerdir. Uretimhane ortamini kaziyarak veya siipiirerek ya
da elektrikli siiplirgelerden torba ornekleri alarak fabrika numuneleri toplamis;
ev ornekleri sadece elektrikli siipiirge torbalarindan alinmistir. C. sakazakii, siit
tozu fabrikast numunelerinin %?21'inden, ¢ikolata fabrikasi numunelerinin

%25'inden, tahil fabrikast numunelerinin %44'linden, patates fabrikasi
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numunelerinin %27'sinden, makarna fabrikasi numunelerinin %23"inden ve ev
numunelerinin %31'inden izole edilmistir. Baharat fabrikasi numunelerinden

izole edilmemistir.

Bir takip c¢alismasinda Kandhai ve ark. (2004b), ii¢ siit tozu fabrikasindan
alinmis 152 numuneyi test etmistir. Numuneler zemin siipiirme islemlerinden,
dokiilmiis kuru driinlerden, kazima islemlerinden veya elektrikli siipiirge
torbalarindan elde edilmistir. C. sakazakii, test edilen 152 numunenin
onsekizinden (%11,8) izole edilmistir. Shaker ve ark. (2007) ayrica, bebek
mamas1 ve tahil fabrikalarinda tretim alanlarindan, zeminlerden, duvarlardan,
ekipmanlardan ve dokiilen kuru {iriinlerden toplanmis 47 cevresel numuneyi
analiz etmistir. Bu numunelerin higbirinde herhangi bir C. sakazakii kolonisi

bulunmamuistir.
2.4.2.2 Genel gida iiriinleri

C. sakazakii, peynir, dana kiymasi, sosis eti ve sebzelerden (Leclercq ve ark.
2002); dondurulmus borek, bezelye ¢corbasi ve hazir ¢orbadan da izole edilmistir
(Leuschner ve ark. 2003). Soriano ve ark. (2001) ¢ig maruldan C. sakazakii
izole ederken, hazir maruldan izole edilemistir. Gurtler ve ark. (2005) piring
nisastasindan, pirin¢ unundan ve yumurtadan C. sakazakii izole ederken, Iversen
& Forsythe (2004), peynirden, otlardan, baharatlardan ve kurutulmus gida
maddelerinden (tahillar, meyveler ve kuruyemisler) C. sakazakii izole etmistir.
Shaker ve ark. (2007) tahil diriinlerinden C. sakazakii izole ederken, Nazarowec-
White & Farber (1997b) ise kiymadan C. sakazakii izole edildigini bildirmistir.
Mevcut izole etme yontemlerinin etkinligi kanitlanmamis oldugundan, C.
sakazakii'nin, bildirilenlerden daha genis bir yelpazede meydana gelebilecegi
akla yatkindir (Iversen & Forsythe, 2003). Yukarida goriildigi gibi, C.

sakazakii her yerde bulunan bir organizmadir.
2.4.2.3 Toz bebek formiilleri

C. sakazakii'nin dogal rezervi ve epidemiyolojisi bilinmemekle birlikte, toz
bebek mamalar1 (PIF) epidemiyolojik olarak C. sakazakii enfeksiyonlari ile
iliskilendirilmistir (Iversen ve Forsythe, 2003). C. sakazakii, bir salgin sirasinda
hastane mutfaklarinda hazirlanan PIF'den birkag kez izole edildi ancak tozun

kendisinden kiiltiirlenmemistir (Muytjens ve ark. 1983). Muytjens ve ark.
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(1988) bunun, C. sakazakii'nin toz iginde esit olarak dagilmamasindan ya da ¢ok
disiik konsantrasyonlarda bulunmasindan kaynaklandigindan ve geleneksel
yontemlerle saptanamayacagindan siiphelendi. C. sakazakii, 1958 yilindaki
erken evreli menenjit vakasindan bu yana yillardir siittozu {iriinlerinde
bulunmustur (Urmenyi ve Franklin, 1961). C. sakazakii, ¢ok ¢esitli gida
tiriinlerinden izole edilmistir ancak PIF, epidemiyolojik veya mikrobiyolojik
anlamda C. sakazakii enfeksiyonlarinin kaynagi olarak diisiiniilmis tek
kaynaktir (FAO/WHO, 2006a). C. sakazakii'nin PIF ile iliskisi ilk olarak
Muytjens ve ark. (1983) tarafindan bildirilmistir.

Muytjens ve ark. (1988) Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin varligi yoniinden
141 PIF o6rnegini (35 iilkeden alinmis) analiz etti. Bu organizmalar, 0,36 ile 66
cfu/100g arasinda degisen konsantrasyon diizeylerinde 35 iilkenin 28'inde temin
edilmis numunelerin %52,5'inden izole edildi. Diger yandan C. sakazakii, 13
iilkeden temin edilmis PIF numunelerinden izole edilmistir. C. sakazakii,
Enterobacter cloacae'dan (%21,3) ve Enterobacter agglomeranlar’dan (%24,8)
sonra %14,2 ile en sik izole edilen ii¢lincli organizma oldu. Leuschner ve ark.
(2004), 11 ilkeden temin edilmis 58 PIF numunesini Enterobacteriaceae
tiyeleri yoniinden analiz etmistir. Bu ailenin tiyeleri yirmi bir numuneden (%36)
izole edilmis ve bu deger, Muytjens ve ark. tarafindan (1988) bildirilen
insidansa gore daha distktir. Arastirmacilar C. sakazakii'yi sadece sekiz

numuneden (%13,8) kiiltiirlemistir.

Nazarowec-White ve Farber (1997¢), Kanada'daki bes farkli sirketten alinan 120
kutu PIF analiz etti. Ortalama 0,36 cfu/g'lik konsantrasyon seviyelerinde sekiz
kutudan (%6,7) C. sakazakii izole edilmistir. Bu seviyeler, Muytjens ve ark.
(1988) tarafindan bildirilen seviyelere benzerdi. Iversen ve Forsythe (2004), 82
PIF numunesinin 2'sinden (%2,4), 49 kurutulmus gida numunesinin 5'inden
(%10,2) ve 72 siit tozu numunesinin 3'inden (%4,1) C. sakazakii izole etmistir.
Shaker ve ark. (2007) inceledikleri sekiz PIF'nin ikisinden ve 15 bebek mamasi
numunesinin ikisinden C. sakazakii izole etmistir. Witthuhn ve ark. (2006)
Giiney Afrika pazarindan topladiklar1 22 {iriiniin dordiinden C. sakazakii izole
etti; bu iiriinler kapsaminda PIF, ¢cocuklar i¢in UHT i¢me siitii, bebek tahili, kegi

siitii. ve soya siitii yer almistir. Her ne kadar E.sakazakii, gelismekte olan
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iilkelerde PIF ve bebek mamasi {irlinlerinden izole edilmis olsa da, bu

ilkelerden bildirilen bir enfeksiyon vakasi halen yoktur.

Insan siitiiniin alternatifi olarak ilk tam bebek formiiliiniin gelistirilmesi
tizerinden neredeyse 100 yil ge¢mistir (Lenati ve ark. 2007). PIF, ya kuru islem
ya da 1slak islem kullanilarak iretilir (Nazarowec-White ve Farber, 1997a).
Kuru prosediirde, tek tek kurutulmus bilesenler kuru harmanlanarak nihai iiriin
haline getirilir (Nazarowec-White ve Farber, 1997a). Kuru prosediirde
kullanilan miinferit bilesenler, mamiil toz bebek formiiliiyle ayn1 mikrobiyolojik
kalite sartlarin1 saglamalidir (FAO/WHO, 2004). Islak islemde ise asagidaki 1s1
uygulamalari kullanilir (Nazarowec-White ve Farber, 1997c):

e Sivi yagsiz siit, islenmeden 6nce 20 saniye boyunca 82°C'de 1s1l isleme tabi
tutulur.

e Yagsiz siit ve yag bilesenlerinden meydana gelen 6n karisim, 20 saniye
siireyle 80°C'de 1s1l isleme tabi tutulur.

e Tiim bilesenleri ihtiva eden toplam karisim, 60 saniye boyunca 107-
110°C'de 1s1l isleme tabi tutulur.

e Sivi karisim, diisen film evaporatorler kullanilarak konsantre edilir.

e Konsantrat yeniden 80°C'de 1sil isleme tabi tutulur ve hemen spreyle

kurutulur.

Islak islem genellikle bebek formiili baz tozu iiretmek icin kullanilir
(FAO/WHO, 2004). Bu nedenle vitaminler, mineraller ve ek karbonhidratlar
gibi kuru, minor 1s1ya dayaniksiz bilesenler baz toz halinde harmanlanarak nihai
iriin imal edilir ve bu islem kombine proses olarak adlandirilir (FAO/WHO,

2004).

Mevcut hijyen standartlarini karsilamak i¢in imal edilmis olsa bile PIF steril bir
iiriin degildir (FAO/WHO, 2006b). Diinya Saglik Orgiitii toplant1 raporunda
(FAO/WHO, 2006a), paketlenmis PIF'de Enterobacteriaceae varliginin,
prosesten sonra sag kalan organizmalardan kaynaklanmadigi, bundan ziyade
PIF'nin yine kontamine olmasi sonucu gerceklestigi bildirilmistir. Yeniden
kontaminasyon; kurutma, tasima, bosaltma, ilave bilesenlerle dolum veya
paketleme gibi 1sitma sonrasi proseslerden kaynaklanmaktadir. Ayrica, yeniden

kontaminasyonun isleme ortamindaki mikroorganizmalarin varligi ve iriinle
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temas halinde olan ekipmanlarla iliskili oldugu ileri siiriildii. Ancak Arku ve
ark. (2008) yakin ge¢miste, C. sakazakii'nin spreyli kurutmadan sonra sag
kalabildigini ortaya koymustur. Sonrasinda, C. sakazakii'yi spreyli kurutma
Oncesi tamamen elimine etmek i¢in kontrol noktalarinin olusturulmasi gerektigi

sonucuna varilmistir.

FAO/WHO (2004) uzman toplantisinda C. sakazakii igin bir 6n risk
degerlendirmesi yapilmistir ve bu degerlendirmede, hazirlik asamasinda
Oliimciil patojen islemlerinin dahil edilmesinin (yani, PIF'nin 70°C'den diisiik
olmayan su ile rekonstitiie edilmesi) ve bekletme ve besleme siirelerinin
azaltilmasinin enfeksiyon riskini etkili bir sekilde azaltacagi dngoriilmiistiir. PIF
yeniden hidrate edildiginde, bakteri biiylimesindeki ve enfeksiyon riskindeki
artis onilinde kalan tek engelin siire ve sicaklik oldugu saptanmistir. WHO, FAO
ile igbirligiyle, FAO/WHO uzman toplantisinda (2004) onerildigi gibi PIF'in
giivenli hazirlanmasi, depolanmasi ve tasinmasi hakkinda tavsiyeler

hazirlamistir (FAO/WHO, 2006b).

2.5 Cronobacter sakazakii’nin saptama ve tammlama yontemleri

2.5.1 Geleneksel bakteriyolojik kiiltiir

Cronobacter tiirleri i¢in gelistirilen ilk saptama yontemi Muytjens ve ark.
(1988) tarafindan tarif edilmistir. Bu protokole dayal1 olarak, ABD Gida ve ilag
Dairesi (US FDA) 2002 yilinda toz haldeki bebek mamalarindan C. sakazakii'yi
izole etmek ve siralamak i¢in bir yontem Onermistir. 2006'da Uluslararasi
Standardizasyon Orgiitii (ISO 2009) ve Uluslararas1 Siit Uriinleri Federasyonu,
stit esasli toz formiilden Cronobacter tiirlerinin saptanmasi i¢in ISO/TS 22964
olarak bilinen bir teknik standart protokolii hazirlamistir (Anonim 2006a,b).
Daha yakin bir gegmiste, US-FDA y0ntemi, saptama teknigi i¢in, hem bir PZR
analizi hem de yeni gelistirilen iki kromojenik agar1 birlestirecek sekilde revize
edilmistir (Chen ve ark. 2009; Chen 2011). Bu ii¢ protokolde, test edilecek olan
PIF numunelerinin 6n zenginlestirmesi bir zorunluluktur ve siire, maksimum
gece periyodundan (18 ila 24 saat arasi) minimum 6 saatlik bir siire arasinda
degisir, bunu secici zenginlestirme ve segici agarlar/vasatlar kullanilarak izole
etme islemi izler. Tipik koloniler, se¢ici bir agar ve/veya uygun bir gergek

zamanlt PZR testi kullanilarak teyit edilir ve ya biyokimyasal ya da molekiiler
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karakterizasyona dayali olarak nihai tanimlama yapilir. Revize edilmis US-FDA
protokoliinde bir zenginlestirme asamast mevcuttur, bunu daha sonra hizli teyit
icin kullanilan bir molekiiler yontem izler. Bu yaklasimda, orijinal protokole
kiyasla saptama prosediiriinden iki giin ortadan kaldirilir. Muytjens ve ark.
(1984) tarafindan tanmimlanan a-glikozidaz enzim belirtecine (lversen ve ark.,
2004b) ve tim Cronobacter suslarinda mevcut olan B-selobiosidaz etkinligine
(Restaino ve ark., 2006) dayali olarak Leuschner-Bew agar1 (Leuscher ve Bew
2004), Druggan-Fosythe-Iversen agar1 (Iversen ve ark., 2004b), Oh-Kang agar
(Oh ve Kang 2004), ESPM agar1 (Restaino ve ark., 2006) ve HiCrome
Cronobacter spp. agar1 (Sigma-Aldrich, Isvigre) dahil olmak iizere Cronobacter
igin segici besiyeri gelistirilmistir. Ayrica, Cronobacter'in gidalardan izole
edilmesi i¢in (Druggan ve Iversen 2009; Forsythe 2009), gram-negatif
bakterilere yonelik segici olan mor kirmizi safra agar1 (VRBA), MacConkey
agar1 ve desoksikolat agar1 elverislidir. Ancak, segici agarlarin elverisliligine
ragmen, bazilarinin, tim Cronobacter suslarinin (Iversen ve Forsythe 2007) ve
genellikle ayni ekolojik nisler igerisinde bulunan Enterobacter helveticus,
Enterobacter pulveris ve Enterobacter turicensis gibi diger ilgili tiirlerin
bliyiimesini yetersiz derecede destekledigi ispatlanmistir. Bu nedenle,
Cronobacter'in izole edilmesi ve tanimlanmasi igin secici besiyerlerinin
tasarlanmasinda gelismelere ihtiya¢ duyulmustur. O'Brien ve ark. (2009) bir
kromojenik besiyerinin kullanildigr tek adimli bir 6n zenginlestirme ve
zenginlestirme  protokoliinlin  tasarlanmasin1  O6nermistir.  Bu  saptama
stratejisinde, gelistirilen spesifik besiyer [Cronobacter zenginlestirme besiyeri
(CZB) olarak ifade edilir], PIF'de Cronobacter tiiriiniin saptanmasi igin iki
giinliik kisa bir kiiltiir yonteminin hazirlanmasina katkida bulunmustur. Mullane
ve ark. (2006), PIF'den Cronobacter saptama hassasiyetini arttirmak i¢in bir
katyonik manyetik boncuk yakalama teknigi kullanmistir. Piyasada bulunan
Cronobacter tanimlama kitlerinin dogrulugu ve giivenilirligi, yanlig-negatif ve
yanlig-pozitif tanimlama raporlariyla sorgulanmistir (Restaino ve ark. 2006;
Iversen ve Forsythe, 2007). Ancak, Gen III, kapsaminda orjinal alt1 tiiriin yer

aldig1 piyasada halihazirda bulunan tek tanimlama kitidir (Healy 2010).
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2.5.2 Molekiiler tabanh algilama protokolleri

Molekiiler saptama teknikleri her zaman, bir organizmanin epidemiyolojisini
daha i1yi anlamamiz i¢in faydali araglar olarak goriilmiistiir. Genellikle, bu
analizler, hedef patojende bulunan benzersiz genleri hedef alacak sekilde
tasarlanmigtir.  Gelistirilmis olan daha yakin ge¢misli analiz formatlarinin
bircogu, ger¢ek zamanli PZR'ye dayalidir ve bazilari, Cronobacter'in spesifik
saptanmasina yonelik tasarlanmistir (Malorny ve Wagner, 2005; Seo ve
Brackett, 2005; Drudy ve ark. 2006; Nair ve Venkitanarayanan, 2006; Kothary
ve ark. 2007; Zhou ve ark. 2008). Kullanilan hedefler 16S rRNA genini, 16S -
23S rDNA intergenik bolgesini, dnaG genini, ompA genini, 1,6 a-glukozidaz
kodlayic1 geni (gluA) ve bir ¢inko ihtiva eden metalloproteazi (zpx)
icermektedir. Daha yakin ge¢cmiste, Stoop ve ark. tarafindan gelistirilmis olan
PZR'ye dayali bir yontem, tarif edilen yeni tiirleri kapsayacak sekilde A.
Lehner, C. Fricker-Feer ve R. Stephan (veriler yayinlanmamistir) tarafindan
genisletilmistir. Bu protokol, bir mismatch-PZR'ye dayali yaklasim kullanilarak
Cronobacter cinsi igerisinde bilinen yedi tiirin tiimiiniin saptanmasini
kolaylastirmistir. Bu molekiiler tabanli protokollerin uygulamalari, geleneksel
kiiltire dayali yaklasimlar1 destekleyebilir. Sasirtict sekilde, bahsedilen son
protokol kullanilarak, C. malonaticus ve C. sakazakii bu yaklasimla ayirt
edilememis ve bu nedenle, bu tiirlerin her birini dogru bir sekilde tanimlamak
i¢in ikinci bir PZR geregi olusmustur. 2011'de Yan ve ark. (2011), Cronobacter
spp'nin saptanmas1 ve tanimlanmasi i¢in bir PCR'ye ve diziye dayali biyolojik
belirteg dogrulama galismasi yayinlamistir. Arastirmacilar, Cronobacter spp'yi
ve Salmonella spp'yi diger gida kokenli patojenlerden ayirt etmek i¢in biyolojik
belirte¢ olarak yararli olabilecek viriilans belirteclerine 151k tutmayi
amaclamaktadir. Bu putatif belirteg¢ler tanimlanmis olsa da, halihazirda daha
ileri dogrulama deneyleri yapilmaktadir. Molekiiler alt tipleme, belirli bir
ekolojik nisi kolonize eden bu bakterilerin dogasin1 aydinlatmak i¢in
uygulanabilen bir yaklagim olarak kabul gérmiistiir. Mullane ve ark. (2007b) bir
PIF isleme tesisindeki Cronobacter tiirlerini karakterize etmek ve izlemek i¢in
degisken alanli jel elektroforezi (PFGE) uyguladi. Calisma, PIF iiretim
ortaminda Cronobacter'in azaltilmasina katkida bulunan etkili miidahale

uygulamalarinin gelistirilmesi i¢in bir temel olusturmustur. Daha sonra, geno-
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ve fenotipik farkh

Cronobacter

izolatlar1

arsivinin bir alt tiplemesini

gerceklestirmek iizere, ikinci nesil alt tipleme yontemi olan ¢ok odakli degisken

sayili tandem-tekrar analizi (MLVA) kullanilarak gelistirilen bir yaklasim

uygulanmistir. Ancak, standardize edilmis bir PFGE protokoli son seklini

almaya ¢ok yakindir ve gida kaynakli enfeksiyonlar: izlemeye yonelik ulusal ve

bolgesel laboratuvar aglar1 PulseNet tarafindan valide edilmistir.

Cizelge 2.7: Toz bebek mamalarinda Cronobacter saptama yontemleri (Yan ve

ark, 2011)
Prosediir FDA (Orjinal) ISO/TS 22964 FDA (Revize)
On 1:10 oraninda Tamponlanmis Tamponlanmig
zenginlestir  hazirlanan 6rnek ve peptonlu su i¢inde 1:10 peptonlu su iginde
me distile su karisimi oraninda ormek 1:10 oraninda
36°C de 24 saat hazirlanir ve 37°C de 18 6rnek hazirlanir ve
inkiibasyona + 2 saat inkiibasyona 36°C de 6 saat
birakilir. birakilir. inkiibasyona
birakilir
Selektif 10 ml on 100 uL on
zenginlestir  zenginlestirilmis zenginlestirilmis
me karisim 90 ml EE karisim 10 ml
broth i¢ine aktarilir mLSTAancomycin
ve 36°C 24 saat medium igerisine
inkiibasyona aktarilir ve 44°C de 24
birakilir. + 2 saat inkiibasyona
birakilir.
Seleksiyon/ Her bir EE broth  mLST/ vancomycin 40 ml 6rnek
izolasyon dan allman medium dan almnan santrifiij edilerek
ornekten VRBG bir oze ornek 200 wL PBS
agara ekim kromojenik agara icerisinde tekrar
gerceklestirilir ve ekilir. Petri kutular1 siispanse edilir;

36°C de 24 saat
inkiibasyona
birakilir.

44°C de 24 + 2 saat
inkiibasyona birakilir.
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100 wL oze ile
alinarak
kromojenik agara
ekilir ve 36°C de
24 saat
inkiibasyona
birakilir.



Cizelge 2.7: (devam) Toz bebek mamalarinda Cronobacter saptama yontemleri
(Yan ve ark, 2011)

Konfirmas 5 adet siipheli 5 adet siipheli pozitif Her bir
yon pozitif koloni koloni alinarak TSA a kromojenik
alimarak TSA a ekim gerceklestirilir agardan 2’ser
ekim ve 25°C de 48 + 4 saat siipheli  koloni
gerceklestirilir ve inkiibasyona birakilir. secilerek real-
25°C de 24 saat time PCR, API
inkiibasyona 20E, ID32 E ile
birakilir. konfirmasyonu
saglanir.
Identifikasy ~ Sar1 koloniler API Her bir TSA
on 20E hizli test kiti kutusundan segilen 1
ile konfirme edilir.  sar1 koloninin
biyokimyasal
karakterizasyonu
saglanir.
Saptama 5 6 3
stiresi(glin)

Genom sekanslama ile iliskili olarak hem zaman hem de maliyet anlaminda elde
edilen kaydadeger azalma, molekiiler saptama yontemlerini giderek erisilebilir

hale getirmistir.

Kuhnert ve ark. (2009) tarafindan Cronobacter genlerinin genomik
benzerliginin tarif edilmesinde recN, rpoA ve thdF genlerine dayali ¢ok odakli

sekans analizi (MLSA) kullanilmistir (2009).

El-Sharoud ve ark. (2009), siittozu ve ilgili tirtinlerden kazanilmis Cronobacter
suslariin izole edilmesi i¢in recN gen sekansi analizini uygulamistir. Baldwin
ve ark. (2009) tarafindan, su yedi referans gen kullanilarak benzer bir MLST
tipleme programi gelistirilmis olup halihazirda, Oxford Universitesi'nde, tiim
Cronobacter spp'yi kapsayan tanimli sekans tiplerini ihtiva eden bir veritabani
tutulmaktadir: atpD, fusA, gInS, gltB, gyrB, infB, ppsA (3036 nt bitistirilmis
uzunluk). Veritaban1 ve MLST analitiklerine www.pubMLST.org/cronobacter
adresinden ulasilabilir. Ancak, program, devam eden herhangi bir

epidemiyolojik arastirmada kullanilmak iizere uygulanmamigtir.
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Gerec

3.1.1 Ornek hazirlama

Tez calismas1 kapsaminda 2015-2016 yilinda Istanbul il sinirlar1 icinde
hepsinden 20 adet olmak iizere paketsiz siittozu, paketli nisasta, paketli piring
unu, paketli irmik, paketli bebek mamasi ve ¢evre tozlar1 olmak {izere toplam
120 adet ornek toplanmigstir. Alinan numune materyaller 4°C’de 6zel numune
tastma kutusu (Avitherm, Tiirkiye) i¢inde gida mikrobiyolojisi laboratuvarina
getirilmis biyokimyasal analize alinmistir. Incelenen Orneklerin dagilimi

Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1: Ornek dagilimi

No Gida cinsi Ornek sayis1 (n)

1 Siittozu (paketsiz) 20
2 Nisasta 20
3 Piring unu 20
4 Irmik 20
5 Bebek mamasi 20
6 Cevresel 20

Toplam 120

3.2 Yontem

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu API 20 E (BioMérieux, Fransa) hizli test
Kiti kullanilarak Agrolab Gida Laboratuvari’nda yapilmigtir. Okumalar
https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp adresli web sitesinde yer alan
yazilima gore degerlendirilmistir (BioMérieux, 2008; Anonymous 2002; Iversen
ve ark, 2004)).

Arastirmadaki molekiiler tanmimlama testi Real-Time Polimeraz Zincir
Reaksiyonu Istanbul Aydin Universitesi Gida Miihendisligi Teknoloji,

Arastirma/Uygulama Laboratuvari’nda yiritilmiistiir.
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3.2.1 Biyokimyasal inceleme

3.2.1.1 1lzolatlarin API 20E hizh test Kiti ile identifikasyonu

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu API 20E (BioM¢érieux, Fransa) hizli test

kitleri kullanilarak incelenmistir. Buna gore, TSA besiyeri lizerine yapilan

ekimi takiben 37°C sicaklikta 20 saatlik inkiibasyon ile aktiflestirilen kiiltiirler

06ze yardimi ile alinarak ve %0,85’1lik fizyolojik tuzlu su i¢inde homojenize

edilerek test gozeneklerine agilanmistir. API 20E (BioM¢érieux, Fransa) hizli test

kitleri ile tanimlama igin test kartlart tekrar 37°C sicaklikta 24 saatlik

inkiibasyona

birakilmistir. Sonuglar

https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ident/index.jsp sitesinde yer alan yazilima

gore degerlendirilmistir (BioMérieux, 2008).

@ ,éapiweh"" - Identification result - Internet Explorer ] ]
l @\’-‘/ v I@ hitp: lncalhast fservlet Tdentify Pj #4| (2 apineb™ - Identfication resul X 0 5.7 603
.
' (] I QG\PI web
BIOMERIEUX
= API 20 E VA Prinfout  Exporf  New fest Modify
.
= ‘ - \ REFERENCE DATE
4 ' |42116
COMMENT
‘EE B
API105
APIZ0 A
API 20 C AUX
| am0E EXCELLENT IDENTIFICATION TO THE GENUS
! API20NE Strip API20E V41
| Ao arREE Profile 3305178
i| API50CHE Note POSSIBILITY OF Enterobacter cloatae
API150 CHL
1 API CAMPY taxa %ID | T Tests against
1 ﬁg}gg:elﬁé Enterobacter sakazakii 51.1 0.92 |INO T75%
1 API LISTERIA Ei i 1 37 0.89 | ADH 25%
A o Enterobacter cloacae 17.0 | 046 | SOR 90%
1
RAPID20E | Next taxon ‘ % ID ‘ T | Tests against ‘
D (- igenus 2 04 | 039 [SOR sen[sac_1% |
1
Complementary test{s) YELLOW ESC (HYD.)
1 E i % 96%
Enterobacter cloacae 0% 30%
1 Enterobacter sakazakii 98% 100%
1
1
2
z
I
Hazr | Ortalama: 55383,89854  Say 356 Toplam: 13845974,63 \‘@'@ I 26100 (=) L} {+) ”

f,'BagIat

616 o1

‘TH‘@H

SwOEHRRED 5= =

Sekil 3.1: API 20E (BioM¢érieux, Fransa) biyokimyasal dogrulama test 6rnegi
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3.2.2 Molekiiler inceleme
3.2.2.1 Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

API 20E (BioM¢érieux, 2008) sonuglarinin Real-Time PZR ile dogrulanmasi
icin, analiz edilen Orneklerin LB Besiyerinde inkiibasyonuyla elde edilen
suslardan FastLyse Miniprep Kit (MDI Membran Tech.) ile plasmid DNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen pDNA’lar nano-volume spektrofotometrede
okutularak polimeraz zincir reaksiyonuna kadar -18°C sicaklikta muhafaza

edilmisgtir.

Real-Time PZR ¢alismasi i¢cin Cronobacter (Cronobacter sakazakii) tiiriine ait
sirastyla OmpA, OmpX, zpx, Cpa genlerine spesifik olan ESOMP5-F: 5'-GGT
GAA GGA TTT AAC CGT GAA CTT-3' ve ESOMP5-R: 5'-GCG CCT CGT
TAT CAT CCA AA-3'; OMPX-F: 5'-GTC TTT CAG CAC TGG CTT GTG T-3'
ve OMPX-R: 5-GGT GCC AGC AAC AGC AGA A-3'; Es_Pro-F: 5'-GAA
AGC GTA TAA GCG CGA TTC-3' ve Es_Pro-R: 5'- GTT CCA GAA GGC
GTT CTG GT-3'; CPA-F: 5-GCC TGG CGG AAT TCA ATG G-3' ve CPA-R:
5'-GAT CAA AGC TGC AGT CAG AAA CG-3' primer gifti IDT (Integrated
DNA Technologies) tarafindan sentezlenmistir. Real-Time PZR calismasi total
reaksiyon hacmi 20 pL olan innuMIX gPCR MasterMix SyGreen (Analytik
Jena) kullanilarak Strategene Mx3005P (Agilent) cihazinda gerceklestirilmistir.
dNTP, MgCl, polimerazi igeren tampon ¢oOzeltinin igerisine, haricen final
konsantrasyonu 0,3 pM olacak sekilde her bir primerden ve Ornek
DNA'’larindan uygulanarak reaksiyon karisimlari hazirlanmistir. OmpA geni i¢in
30 dongiiliik; OmpX, zpx, Cpa genleri igin 40 dongiilik PZR reaksiyonu erime-
egrisi analizini de i¢erecek sekilde ayarlanmistir (Xian-Quan Cai et al.,, 2013;
Mary Anne Roshni Amalaradjou et al., 2014; Kothary et al., 2007; Franco et
al., 2011).
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Sekil 3.2: OmpA real-time PZR termal profili
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Sekil 3.3: OmpX real-time PZR termal profili
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Sekil 3.4: zpx real-time PZR termal profili
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Sekil 3.5: Cpa real-time PZR termal profili
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3.2.3 istatistiksel incelemeler

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanilmistir.
Niteliksel verilerin  karsilastirilmasinda Fisher Freeman Halton testi

kullanilmistir. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 C. sakazakii (Cronobacter spp.) varhiginin arastirilmasi

Istanbul ili sinirlar1 icinde temin edilen 120 adet gida ve gevre tozu drneklerde
C. sakazakii varligi arastirilmistir. Identifikasyonu ve karakterizasyonu
gergeklestirilen C. sakazakii varligi saptanan farkli 6rnek gruplari arasindaki
parametreler incelenmis ve bulgular 1s18inda parametreler arasindaki verilerin
karsilastirilmasinda Fisher Freeman Halton testi ile degerlendirme yapilmistir.
Calismada ii¢ yontem ile C. sakazakii agisindan incelenip pozitif bulunan

orneklerin sayist Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Orneklerde C. sakazakii goriilme oranlarinin degerlendirilmesi
(n:20)

C. sakazakii

n %
Siittozu (paketsiz) 7 35
Nisasta (paketli) 0 0
Piring unu (paketli) 2 10
Irmik (paketli) 1 5
Bebek mamasi (paketli) 0 0
Cevresel 3 15
p 0,004*
Fisher Freeman Halton test * p<0.05
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C. sakazakii

Sittozu Nisasta Pirin¢ unu irmik Bebek Cevresel
(agik) (kapah) (kapali) (kapali) mamasl
(kapali)

Sekil 4.1: Orneklerde C. sakazakii goriilme oranlarmimn % dagilimi

Paketsiz siit tozunda C. sakazakii goriilme oran1 (%35), paketli nisasta (%0),
paketli irmik (%5), paketli piring unu (%10) ve paketli bebek mamasinda (%0)

C. sakazakii goriilme oranlarindan anlamli sekilde yiikksek bulunmustur
(p<0.05).

4.2 C. sakazakii pozitif 6rneklerde API 20E analiz sonuclarinin

degerlendirilmesi

Cizelge 4.2: C. sakazakii agisindan incelenen 6rneklerin API 20E analiz
sonuglari

No Ornek cinsi C. sakazakii 6rnek sayisi (n)
1 Siittozu (paketsiz) 7
2 Nisasta -
3 Pirin¢ unu 2
4 Irmik 1
5 Bebek mamasi -
6 Cevresel 3
Toplam 13
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4.3 C. sakazakii pozitif 6rneklerde RT-PZR analiz sonuclarinin

degerlendirilmesi

Cizelge 4.3: C. sakazakii agisindan incelenen 6rneklerin RT-PZR analiz
sonugclari

C. sakazakii igeren ornek sayisi (n)

No  Ornek cinsi ompA (n) ompX (n) zpx (n)  Cpa(n)
1  Siittozu (paketsiz) 7 7 7 7
2  Nisasta - - - -
3 Piring unu 2 2 2 2
4 Irmik 1 1 1 1
5  Bebek mamasi - - - -
6  Cevresel 3 3 3 3
Toplam 13 13 13 13

4.4 RT-PZR sonuclarina gore pozitif 6rneklerde virulans genlerin

karakterizasyonu

API 20E sonuglarina gore pozitif olan 7’si (paketsiz) siit tozu, 2’si (paketli)
piring unu, 1’1 (paketli) irmik ve 3’ii ¢evre tozu toplam 13 drnekle yapilan Real-
Time PZR c¢alismasit sonuglari, OmpA; OmpX; zpx; Cpa genlerinin
amplifikasyon ve erime egrileri asagidaki ¢izelgelerde sirasiyla belirtilmistir.
Calismada pozitif kontrol olarak Cronobacter sakazakii (ATCC® 29544™)
referans susundan elde edilen DNA kullanilmistir ve tiim Ornekler duplike

calisilmistir.

Analiz sonucglarina gore negatif kontrolde her hangi bir amplifikasyon
goriilmemistir. Ct (cycle threshold), gercek zamanli PCR deneylerinde floresan
sinyal miktarinin, goézlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri (esik
degerini) gectigi dongili sayisina (esik dongiisii) verilen addir. Pozitif referans
susu ve diger pozitif oldugu diistiniilen API 20E 6rneklerinde ise amplifikasyon
gorilmiis ve Ct elde edilebilmistir. Ayrica tiim 6rneklerde PZR sonucu iiretilen
amplikonlar, pozitif kontrol ile beraber 78,5 °C bandinda tek bir pik vermistir.

Bu da her hangi bir spesifik olmayan amplikon olusmadigini gostermekle
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birlikte Orneklerde

kanitlamaktadir.

OmpA, OmpX,

zpx ve Cpa genlerinin  bulundugunu
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Sekil 4.2: OmpA amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: irmik, PU:

Fluorescence (-R' (T))

Pirin¢ Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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Sekil 4.3: OmpA erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:

Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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Sekil 4.4: OmpX amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:

Fluorescence (-R’ (T))
g
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Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)

Sekil 4.5: OmpX erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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Sekil 4.6: zpx amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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Sekil 4.7: zpx erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: irmik, PU: Piring
Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)

50



>

4404
29
5%

ASAAAARLARARRL:
¥§§3$£§§:§§gg

FEFEEREEY

_n
$

Sekil 4.8: Cpa amplifikasyon egrileri (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: Irmik, PU:
Piring Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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Sekil 4.9: Cpa erime egrisi analizi (ST: Siit Tozu, C: Cevresel, IR: irmik, PU: Piring
Unu, PC: Pozitif Kontrol, NTC: Negatif Kontrol)
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4.4.1 C. sakazakii (Cronobacter spp.) pozitif 6rneklerde Ct degerleri

4.4.1.1 OmpA izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Cizelge 4.4: OmpA izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Ornek No | Ornek Adi | Hedef Gen Ct Tm Uriinii
1 ST1 OmpA 15,28 78,82
2 ST2 OmpA 14,69 78,82
3 ST3 OmpA 14,16 78,82
4 ST4 OmpA 14,04 78,31
5 STS OmpA 13,14 78,84
6 ST6 OmpA 13,92 78,82
7 ST7 OmpA 14,04 78,82
8 C1 OmpA 17,43 78,34
9 C2 OmpA 17,85 78,84
10 C3 OmpA 18,00 78,84
11 IR1 OmpA 18,50 78,34
12 PU1 OmpA 14,29 78,85
13 PU2 OmpA 15,45 78,35
14 PC OmpA 14,21 78,35
15 NTC OmpA No Ct N/A
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4412 OmpX izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Cizelge 4.5: OmpX izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Ornek No | Ornek Adi | Hedef Gen Ct Tm Uriinii
1 ST1 OMPX 15,85 83,88
2 ST2 OMPX 16,01 83,9
3 ST3 OMPX 13,89 83,45
4 ST4 OMPX 15,46 83,45
5 ST5 OMPX 15,24 83,45
6 ST6 OMPX 13,82 83,49
7 ST7 OMPX 16,20 83,97
8 Cl OMPX 15,85 83,88
9 C2 OMPX 15,40 83,92
10 C3 OMPX 15,59 83,45
11 IR1 OMPX 17,69 83,9
12 PU1 OMPX 15,21 83,45
13 PU2 OMPX 16,07 83,45
14 PC OMPX 15,04 83,45
15 NTC OMPX No Ct N/A
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4.4.1.3 1zpXizole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Cizelge 4.6: zpx izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Ornek No | Ornek Adi | Hedef Gen Ct Tm Uriinii
1 ST1 ZPX 19,17 85,33
2 ST2 /PX 17,21 84,88
3 ST3 ZPX 20,82 84,9
4 ST4 ZPX 14,15 84,92
5 STS5 ZPX 15,96 84,9
6 ST6 ZPX 15,99 84,9
7 ST7 ZPX 16,04 84,46
8 Cl ZPX 16,73 83,88
9 C2 ZPX 14,93 84,4
10 C3 ZPX 17,15 84,45
11 IR1 ZPX 18,88 84,38
12 PU1 ZPX 16,97 84,4
13 PU2 ZPX 17,07 84,42
14 PC ZPX 17,22 84,42
15 NTC ZPX No Ct N/A

54




4.4.1.4 Cpaizole edilen érneklerde Ct degerleri

Cizelge 4.7: Cpa izole edilen 6rneklerde Ct degerleri

Ornek No | Ornek Adi | Hedef Gen Ct Tm Uriinleri
1 ST1 CPA 35,42 89,67
2 ST2 CPA 35,09 89,67
3 ST3 CPA 34,63 91,67
4 ST4 CPA 34,24 89,30
5 ST5 CPA 33,22 88,80
6 STé CPA 32,31 89,28
7 ST7 CPA 33,77 89,28
8 Cl CPA 35,14 89,67
9 C2 CPA 33,11 89,21
10 C3 CPA 35,64 89,25
11 IR1 CPA 36,12 88,25
12 PU1 CPA 31,85 87,78
13 PU2 CPA 34,58 88,80
14 PC CPA 34,13 88,8
15 NTC CPA No Ct N/A
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5 TARTISMA ve SONUC

C. sakazakii, ozellikle bebeklerde menenjit, sepsis ve nekrotizan enterokolit
enfeksiyonlar1 gibi hayati risk olusturan H. Influezae, Streptococcus
pneumaniae ve Neisseria meningitidis’den sonra en Onemli patojen
mikroorganizmalardan birisidir. Henliz tam olgunlagsmamis bagirsak yapisina
sahip olan; prematiire, 28 glinden daha kii¢iik yasta, 2 kg’dan az agirliga sahip
ve medikal bakim goren bebekler C. sakazakii enfeksiyonu riski altindadirlar.
Pek ¢ok iilkede C. sakazakii enfeksiyonlarinin ¢gogunun toz bebek mamalari ile
ilgili oldugu bildirilmistir. Salginlar da ¢ogunlukla yenidogan bakim
iinitelerinde gerceklesmektedir. C. sakazakii ilk kez 1958 yilinda ingiltere’de iki
bebegin O6liimii ile sonug¢lanan bir salginda yenidoganlarla iliskilendirilmistir.
Son donemde Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum tip A ve tip B ve
Cryptosporidium parvum gibi gida ya da su kaynakli patojenlerle ayni sinifta
yer almistir. Diinya tlizerinde simdiye kadar, 76 adet C. sakazakii enfeksiyonu
vakast rapor edilmistir. Bu salginlarda hastaliga yakalanan bebeklerde 6liim
orant %40-80 ve hayatta kalanlar icin siiregelen sorunlarin ndrolojik
rahatsizliklarla sonuglanabildigi bildirilmistir. Bunun {izerine toz bebek mamasi
kullanim:1 ile ortaya c¢ikan saglik riskini azaltmak i¢in uygun stratejilerin
uygulamasina yonelik c¢abalar artmistir. C. sakazakii, insan ve hayvan
bagirsaginin normal florasinda bulunmamasi nedeniyle, gidalarin primer
kontaminasyon kaynaklarinin toprak ve su oldugu ifade edilmektedir.
Pastorizasyon islemi ile inaktive oldugu bilinen etkenin, acilmamis mama
kutularindan izole edilmesi, toz bebek mamalarinin pastérizasyon sonrasi
asamada vitamin ve mineraller gibi sicakliga duyarli katkilarin eklenmesi
esnasinda kontamine olabilecegi goriisiinii kuvvetlendirmistir. Toz bebek
mamalarindaki C. sakazakii diizeyinin oldukga diisiik oldugu (0.36 kob/100g).
Son yillarda yogunlasan calismalar, bebek mamalarinin yani sira deve eti,
domuz eti, kanath eti, et lirlinleri, su {irlinleri, yumurta, siit, hububat, biskiivi,

pastacilik triinleri, sebze ve salata gibi ¢esitli gidalarda C. sakazakii varligini
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gostermis olmakla birlikte yetersizdir (Holy ve Forsythe, 2014; Beuchat ve ark.,
2009; lversen ve ark., 2003; Drudy ve ark., 2006).

Yapilan calismalarda, molekiiler seviyede C. sakazakii patojenezinde rol
oynayan faktorlerin olduk¢a az anlasildigi goriilmektedir. Pagotto ve ark.
(2003); C. sakazakii enfeksiyonunda varsayilan viriilans faktorlerini ve doz-

yanit iligkisini aragtiran ilk kigiler olmustur.

C. sakazakii’nin gida tedarikinde her an her yerde goriilme 6zelligine ragmen,
PIF ile yakin bir iliski vardir. Uretim siirecinde intrinsik kontaminasyon ya da
PIF'nin yeniden olusturulmasi sirasinda kullanilan blender ve kasik gibi
aletlerden kaynakli ekstrinsik kontaminasyon meydana gelebilir (Simmons ve
ark., 1989; van Acker ve ark., 2001; Caubilla-Barron ve ark., 2007). PIF, insan
siitiine besleyici Ozellikte bir analog olarak formiile edilmistir (Breeuwer ve
ark., 2003); dyle ki, Diinya Saglik Orgiitii, bebeklerin ilk 6 ay boyunca yalnizca
anne siitiiyle beslenmesi ya da uygun bir anne siitii ikamesi saglanmasi
gerektigini 6nermektedir. PIF steril olmadigindan Cronobacter ile kontamine
olabilir ve matris bir kez yeniden yapilandirildiginda enfeksiyona neden
olabilen Cronobacter’in biyiimesini destekler. Bir grup PIF'de C. sakazakii
bulunmasi ile hastanede bir salgin arasinda net bir iliski oldugu bildirilmistir
(Himelright ve ark., 2002). PIF' de C. sakazakii varligina iliskin cesitli
arastirmalar gerceklestirilmistir. Muytjens ve ark. (1988); CFU/100 gram icin 0
ila 36 arasinda degisen seviyelerde 20 numuneden alinan C. sakazakii suslarini
en muhtemel say1 yontemini kullanarak numaralandirmis; 35 iilkeden 141 farkl
anne siitl yerine kullanilan tozlar1 incelemistir. Kanada’ da yiiriitiilen bir
arastirmada C. sakazakii, bes farkli ireticiden gelen 120 PIF Orneginin
sekizinden izole edilmistir (Nazarowec-White ve Farber 1997c). Ingiltere
genelindeki perakendecilerden satin alinan 82 PIF tozu ilizerine yapilan bir
incelemede bunlardan ikisinin C. sakazakii i¢in pozitif oldugu tespit edilmistir
(Iversen ve Forsythe 2004). Mullane ve ark. (2007); bebek mamasi iiretim
tesisindeki C. sakazakii prevalansini izlemek i¢in darbeli alan jel elektroforezi
uygulamis ve imalat ortaminin PIF' nin sporadik kontaminasyonu i¢in baslica
bir hat gorevi gordiigiinii tespit etmistir. Bu ¢alismada da Istanbul ili ve
cevresinde toplanan acgik siit tozlar1 6rneklerinde de C. sakazakii %35 oraninda

saptanmuistir.
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C. sakazakii, peynir iriinleri, et, piring ve diger tahillar, sebzeler, otlar ve
baharatlar, fermente ekmekler, kanatli hayvanlar, asir1 1sil islem gormiis siit,
bozuk tofu ve kefir gibi ¢esitli gidalardan izole edilmistir (Iversen and Forsythe,
2004; Friedemann, 2007). Bu nedenle, 6nleyici kontrol tedbirleri tasarlanirken
organizmanin genele yayilan dogasi dikkate alinmalidir (Kandhai ve ark.,
2004a). Bu calismada da piring unu incelenmis ve %10 oraninda C. sakazakii

saptanmigtir.

Bu c¢alismada C. sakazakii izolatlarinda sadece dort viriilans kodlayict gen
(OmpA, OmpX, zpx ve Cpa) varligi arastirilmistir. Bu amagla Real time PZR

yontemi kullanilmistir.

C. sakazakii organizmalarinin ge¢misi kisadir fakat milyonlarca yildir var
olduklar1 kesindir. C. sakazakii (Eski adiyla Enterobacter sakazakii) yedi tiirii
bulunan (C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C.
dublinensis, C. condimenti, ve C. universalis) yeni siniflandirilmis bir cinstir
(Singh ve ark., 2015). Bunlar arasinda C. sakazakii, bebeklerde, ¢ocuklarda ve
ozellikle yashilarda ve bagisiklig1 zayiflayan yetiskinlerde %40 ila %380
oraninda yiiksek mortalite sahip en sik goriilen ve en ¢ok izole edilen tiirdiir
(Heperkan ve ark., 2017). Bu firsat¢1 mikroorganizma C. sakazakii cinsinde bazi
klinik olarak onemli olan anne siitii ve bebek mamalarinda bulunan bilesik
olarak onemli bir evrimsel konak adaptasyonu olan sialik asit gibi eksojen
maddelerin kullanilmasina olanak tamiyan gen kodlama acisindan benzersiz
ozelliktedir (Joseph ve ark., 2012). Son birka¢ yildir, ilk olarak 1980' de
Cronobacter sakazakii olarak tanimlanan C. sakazakii' nin karmagikligi
hakkinda ¢ok sey 6grenilmistir (Shashkov ve ark., 2015). Bununla birlikte, bu
patojen tarafindan olusturulan halk sagligi riskinin degerlendirilmesine iligkin
hala bir¢ok belirsizlik bulunmaktadir (Healy ve ark., 2010; Bao ve ark., 2017).
Ozellikle de C. sakazakii enfeksiyonunu kapsayan hastalik gdzetim ve/veya
salgin raporlama sistemleri, bebekler ve ¢ocuklarin gida kaynakli C. sakazakii
enfeksiyonu sebebiyle ciddi hastalik ve O6liim riski altinda olduklarini ortaya
koymaktadir (FAO/WHO, 2008). Calismamiz, analiz edilen gidalarin ve gida
tiretim ortamlarinin, C. sakazakii kontaminasyonu nedeniyle yenidoganlar,

bebekler ve ¢cocuklara yonelik bir saglik tehdidi olusturdugu kanitlamistir.
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2008 ve 2014 arasinda yapilan uluslararasi ¢aligmalar, hayvansal kokenli gida
numunelerinin %5,7" si ve bitki ile ilgili gida numunelerinin %19' unun C.
sakazakii dahil olmak iizere C. sakazakii tiirlerini igermekte oldugunu
gostermektedir (Sani ve Odevemi, 2015). Cek Cumhuriyeti' ndeki bir baska
arastirmada, C. sakazakii ile en sik kontamine olmus (%54,7) numunelerin bitki
kokenli gidalar oldugunu gostermistir (Hochel ve ark., 2012). Ancak bizim
calismamiz, C. sakazakii suslarinin %35' inin siit tozundan izole edildigini,
ardindan toz, piring unu ve irmik izledigini tartismali olarak gdstermistir.
Mevcut veriler, bebeklerin ve cocuklarin, C. sakazakii' yi barindiran analiz
edilen gidalar ve c¢evresel kaynaklarla enfeksiyon sebebiyle hastalanma ve 6liim

riski altinda oldugunu gostermektedir.

C. sakazakii bircok gidadan izole edilmistir (Jason, 2015). Urdiin'de, Shaker ve
ark. (2007) ile Jaradat ve ark. (2009) bebek mamalarinda ve irmikte (%1,4 ve
%17,4) bu bakteriyi tespit etmis olup, Misir'da yapilan bir baska arastirmada ise
siit tozu ve bebek mamalarinda bulunmustur (E1-Sharoud ve ark., 2009). Xu ve
ark. (2014) ile Huang ve ark. (2015) bu firsatgr organizmayi 2010 ile 2012
yillar1 arasinda Cin' de tiiketilen genel mama (%6,25), bebek mamas1 (%1,82-
%16,9), devam mamasi (% 3,64), bliyime mamasi (%5,45), ¢ocuk mamasi
(%2,5) ve piring ununda (% 28,8) tespit etmistir. Siit tozu, piring unu ve irmik,
cesitli bebek ve ¢ocuk gidalarinin {iretimi i¢in maddeler olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismamiz, analiz edilen siit tozu Orneklerinde C. sakazakii
ile kontaminasyon diizeyinin uluslararast ¢alismalarin sonuglarina gore daha
yliksek iken irmik ve pirin¢g ununun ise Jaradat ve ark. (2009) ile Xu ve ark.
(2014) tarafindan yapilan diger c¢alismalardan daha diisik oldugunu
gostermistir. Diger taraftan, bu calismada, nisasta ve bebek mamasi
numunelerinde C. sakazakii tespit edilmemistir. Bulgularimiz daha Oonce
Miranda ve ark. (2017) tarafindan ABD’ de ve Hochel ve ark. (2012) tarafindan
Cek Cumbhuriyeti' nde agiklanan ¢alismalarla benzerlik gdstermistir. Tiirkiye' de
bazi g¢alismalar, C. sakazakii tiirlerinin 6zellikle de C. sakazakii' nin farkl
kaynaklardaki sikligina iliskin 6nemli veriler saglamistir. Buna paralel olarak,
C. sakazakii siit tozunda (%5 ila %7,5), nisastada (%5), piring ununda (%5),
irmikte (%5) ve peynir alti suyu tozunda (7,5) bulunmus (Gékmen ve ark.,

2010; Giimiis ve ark., 2017; Heperkan ve ark., 2017) olmasina karsin Gokmen
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ve ark. (2010) ve Giiner ve ark. (2011) ‘nin yapmis oldugu ¢alismalara gore ii¢
perakende markanin peynir altt suyu tozu ve toz haline getirilmis bebek
mamalarinda bulunmamaktadir. Sonuglarimiz, siit tozu, piring unu ve irmigin
onemli bir C. sakazakii tasiyicist oldugunu ve bebekler ve ¢ocuklar igin bir

saglik riski teskil ettigini isaret etmektedir.

C. sakazakii gida iiretim alanlarindan da izole edilmistir (Jason, 2015). Urdiin'
de bir gida iiretim tesisinin vakum tozundaki C. sakazakii sikligi %18 olarak
bulunmustur (Shaker ve ark., 2007). Miiller ve ark. (2013) C. sakazakii‘ nin
Isvigre'de toz haline getirilmis bir bebek mamasi isleme tesisinde tanimlanan en
yaygin tir (%93,6) oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, Mozrova ve ark.
(2014) Cek Cumhuriyeti' ndeki bir siit ¢iftliginden ve elektrikli siipiirgelerden
alinan toz orneklerinde ona rastlamistir. Ornegin, bir siit tozu iiretim tesisinde
sprey kurutma kulelerinin egzoz havasi igin tekstil filtreleri C. sakazakii' nin
dahili rezervuarlart oldugu bulunmustur. Bu durum ekonomik nedenlerden ve
iiretimde optimizasyon ve maliyet azaltma hedefleri nedeniyle atik tozun
filtrelerden iirtin akis1 icine yeniden girisinden kaynaklanmaktadir (Jacobs ve
ark., 2011). C. sakazakii' nin tiretim alanindaki kontaminasyon riskini azaltmak
i¢in, havadaki nem orani ve toz parcaciklarinin sayist daha diisiik tutulmali ve
bunun yan1 sira siklikla iiretim ekipmanlar1 temizlenmeli ve atik tozunun etkili
islenmesi yapilmalidir (Fei ve ark., 2015). Bu calismada, analiz edilen toz
orneklerinin %25' inin C. sakazakii i¢in pozitif oldugunu kanitladik. Buna gore,
gelecekteki calismalar, C. sakazakii' nin yayginlastirilmasina yodnelik risk
faktorleri olarak liretim alaninin ve ekipmanin etkisini ortaya ¢ikaracak olup bu
patojenin enfeksiyonlarini azaltmak i¢in onu daha iyi kontrol edilmesine yol

acacaktir.

Viriilans faktorleri, C. sakazakii' nin patojenik potansiyelini klinik belirtiler ile
olan makul baglantilar: ile belirtmektedir (Singh ve ark., 2017). Bununla birlikte
C. sakazakii' nin viriilans faktorleri ve patojenezi ¢ok az anlagilmistir. Bu
nedenle, toksikolojik deneyler, C. sakazakii alt tiplemesi, molekiiler ve
proteomik analizler, C. sakazakii' nin viriilans ile ilgili 6zelliklerini kapsamli

olarak degerlendirmektedir.

C. sakazakii cinsinin ISO/TS 22964' e gore tespit edilmesi bir hafta kadar siirer

ve geleneksel yontemler bir susun viriilans potansiyeli hakkinda bize hig¢bir sey
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sdylemez. Bu sebepten otiirii, hizl1 ve hassas yontemler gelistirilmistir (Yan ve
ark., 2012). Ornegin, menenjit baslangicindan o&nce kan-beyin bariyerinin
kesismesinde potansiyel bir viriilans faktérii olan OmpA dis zar proteini,
tanimlama amaciyla kullanilmis olup (Fei ve ark., 2015) diger bazi viriilans
genleri ile sinerjik olarak in vitro seklinde ¢alismasinin yani sira C. sakazakii
patojenezinde in vivo olarak da calisir (Chandrapala ve ark., 2014). Son yapilan
aragtirmalar da seksen dokuz proteininin en az onbirinin viriilansla ilgili
potansiyel gosterdigini ortaya koymustur. Cronobacter viriilansi birden ¢ok

etmene baglidir (Jaradat ve ark., 2014).

Son yillarda, birgok arastirma ¢ok ¢esitli kaynaklardan izole edilmis olan C.
sakazakii' nin virtilans Ozelliklerini incelemistir. Bir arastirma bir toz haline
getirilmis bebek mamasi fabrikasindan alinan on ii¢ izolatin zpX viriilans genleri
barindirdigini, higcbir izolatin ise OmpA igermedigini gostermistir (Jaradat ve
ark., 2009). Baska bir arastirma ise toz haline getirilmis bebek mamasi1 i¢eren
disiik nemli gida irlinlerinde test edilen Cronobacter suslarinin % 64,7' sinde
OmpA geninin bulundugunu ortaya koymustur (Yan ve ark., 2011). Benzer
sekilde, OmpA ve OmpX tiim Cronobacter tiirlerinde bulunurken, Cronobakter
suslarinin %98' inde Cronobacter plazminojen aktivator geni (Cpa) tagimaktadir
(Jaradat ve ark., 2014). Almanya’ da arastirmacilar, C. sakazakii' nin bebek ve
bebek gidalardan izolatlarinin %]11' inin oldukg¢a o&ldiiriicii oldugunu ortaya
koymustur (Zimmermann ve ark., 2014; Akineden ve ark., 2017). Cin' de
bulunan bir siit tozu fabrikasinda, Cpa-OmpX tasiyan viriilans genotiplerinin
orant %79,3 olarak bulunmustur (Wang ve ark., 2015). Benzer sekilde, 2010 ile
2012 yillar1 arasinda Cin' de siit bazli bebek mamasi1 numunelerinden izole
edilen C. sakazakii izolatlar1 ¢ogunlukla OmpA geni barindirmig olup bazi
viriilans genleri beraber tagimistir (Li ve ark., 2016). Bir baska arastirmada, C.
sakazakii izolatlarinin bitki kokenli materyallerden tiiretildigi ve g¢evresel
numunelerin Cpa (%60)’ y1 takiben OmpA igerdigini gostermistir (Singh ve
ark., 2017). Bu calismada, izole edilen suslarin OmpA, OmpX, zpx ve Cpa
olmak iizere dort virlilans geninin tamamint ayni anda barindirdiklarini
kanitladik. Bu nedenle, bu rapor bazi gidalardan ve gida tesislerinin toz toplama
sistemlerinden kaynakli C. sakazakii izolatlarindaki farkli viriillans genlerinin

ozelliklerine yonelik Tiirkiye'de yapilan ilk kapsamli rapordur.
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Cronobacter tiirleri yakin zamanda siniflandirilmis bir cins olup bu benzersiz
organizma grubunu daha iyi anlamak i¢in heniliz tamamlanmamis c¢alismalar
bulunmaktadir. Gidalar ve klinik ortamlar agisindan giivenilir algilama ve dogru
tanimlama en st seviyede Onemlidir. Molekiiler algilama ydntemleri,
geleneksel mikrobiyolojik (fenotip) tabanlt yontemlerle karsilastirildiginda
genellikle daha hizli olmasina ragmen, 0zel ekipman ve operatér egitimi
gereksinimi bazi sektorleri bu protokolleri uygulamaktan alikoymaktadir.
Bununla birlikte, klinik ortamda hizli tan1 protokolleri esas teskil eder. Ticari
olarak bulunan algilama sistemlerine yonelik veritabanlarinin giincellenmesi
icin ¢aba gosterilmesine ragmen, Cronobacter tiirlerininin tanimlanmasi ve
farklilagtirilmasinda gelistirmeler yapilabilir. Karsilastirmali genom analizi,
transkriptomik ve biyoenformatik ile birlikte proteomik gibi tekniklerin
uygulanmasi, patojen ile konakg¢i arasindaki karmasik etkilesimleri ortaya
¢ikarmak ve Cronobacter tiirlerinde yeni ve ortaya ¢ikmakta olan 6zellikleri
tanimlamak i¢in elzemdir. Dahasi, enfeksiyonlar1 tedavi etmek ve kontrol altina
almak igin kullanilan terapilerin tasariminda ¢ok 6nemli olan Cronobacter
tirlerinin Iin vivo viriilans faktorleri ve patojenitesi hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir. Cronobacter tiirleri ile iligskili hastaliklarin ilerlemesi ve
patojenezinin 6zellikle de hayvan model ¢aligmalari ile kombine edilmis in vitro

hiicre bazli analizler kullanilarak daha iyi anlasilmasina ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak, bu ¢alismada bebek beslenmesinde kullanilan bazi gidalarin C.
sakazakii ile bulas olduklari, elde edilen izolatlarin virulans genlere sahip
olduklar1 ve bu bakimdan saglik agisindan son derece risk tasidiklar
gosterilmistir. Klasik mikrobiyolojik yontemlerin virulans genleri tanimlamakta
yetersiz kaldigi, DNA-tabanli molekiiler algilama yontemlerinin virulans
faktorlerin belirlenmesinde gerekli oldugu gosterilmistir. Pek cok patojenik
organizmada oldugu gibi Cronobacter tiirleri de PIF isleme tesislerinde
karsilasilanlar gibi belirli olumsuz ¢evre kosullarinda hayatta kalma kabiliyeti
sayesinde daha genis bir bakteri popiilasyonundan ortaya ¢ikmistir. Bu sekilde
yeni patojenik organizmalarin ortaya c¢ikisi kacinilmaz gibi goziiktiigiinden,
gelecekte iyilestirilmis gida giivenligi sistemlerinin uygun kontrol ve ydnetim
¢ozlimlerini belirlemek icin bilimsel risk degerlendirmesine dayandirilmasi

oldukg¢a dnemlidir. Bu tiir sistemler, ancak en giincel ve hassas mikrobiyolojik
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yontemlerle iiretilen verilerle desteklendiginde etkili olabilir. Bu nedenle, yeni
teknolojilerin, protokollerin ve gida giivenligi konularinin sanayiye, otoritelere,

arastirmacilara ve tiiketicilere iletilmesi ve dagitilmasina ¢ok 6nem verilmelidir.
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