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HAZIR BEBEK MAMALARINDA ve BEBEKLER TARAFINDAN TUKETILEN TAHIL
BAZLI GIDALARDA ESBL DIRENGLI Enterobacteriaceae ve Cronobacter spp-
ARASTIRILMASI

OZET

Geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (ESBL) (reten Enterobacteriaceae
suslar antimikrobiyal tedaviye yanitin ertelenmesi ya da yanit veriimemesine neden
olmakta ve enfeksiyona bagli morbidite ve mortalite riski artmaktadir. Bebek
mamalari ve bebek mamasi yapiminda kullanilan tahil-bazli gidalar Cronobacter
spp ve diger Enterobacteriaceae Uyeleri ile kontamine olduklarinda ciddi tehdit
olusturmaktadirlar. Bu ¢alismada, Turkiye’'nin farkli bolgelerinden toplanan toplam
115 adet drnekte (40 adet hazir bebek mamasi, 60 adet tahil-bazli gida ve 15 adet
sit tozu) ESBL direngli Cronobacter spp. ve diger Enterobacteriaceae varliklarinin
fenotipik  yontemlerle arastirlmasi amaglandi. VRBGA agarda gelisen
Enterobacteriaceae kolonilerine oksidaz testi uygulandi. Oksidaz negatif sonug
veren izolatlar konfirmasyon igin BCP glikoz agara gegildi. Konfirmasyonu yapilan
enterik izolatlarin Vitek® MS cihazi ile tanimlanmasi yapildi. ESBL slpheli izolatlar
CLSI (2013) talimatlan takip edilerek, seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX),
sefpodoksim (CPD) diskleri ile tarandi, bu disklerin klavulanatl (CLA) tardesleri
kullanilarak disk diftizyon konfirmasyonu yapildi. Antibiyogram dogrulamasi ve MiK
degeri tespiti igin Merlin Micronaut-S beta-lactamase VI kiti kullanildi. Spektrometre
cihazi ile alinan okumalar otomatik olarak Sifin yazilimi ile analiz edildi. . Yapilan
degerlendirme sonucunda, ithal bebek mamalar ve sut tozu érneklerinde bakteriyel
ureme gorulmedi. Ancak, yerli bebek mamalarinda Pantoea agglomerans, tahil-bazl
gida orneklerinde Cronobacter sakazakii ve dider enterobakterlerden Pantoea
agglomerans, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae/asburiae, Klebsiella
oxyloca ve Leclercia adecarboxylata tespit edildi. Bu calismada, fenotipik analiz
sonuclarina gbére Cronobacter sakazakii izolatlar arasinda ESBL Ureten
saptanmazken, diger enterik bakterilerden yerli bebek mamalarinda %10, piring
ununda %10 ve irmikte %5 oranlarinda ESBL direnci oldugu goruldi.

Anahtar sozciikler: ESBL, Enterobacteriaceae, Cronobacter spp., Bebek Mamasi.
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INVESTIGATION of EXTENDED SPECTRUM B-LACTAMASE (ESBL)
PRODUCING Enterobacteriaceae and Cronobacter spp. IN INFANT FORMULAS
AND CEREAL-BASED INFANT FORMULAS

ABSTRACT

The extended-spectrum-beta-lactamase (ESBL) producing
Enterobacteriaceae can have un-anticipated adverse effects such as a delay
against or failure of antiotic therapy, resulting in increased risk of infectious morbidity
and mortality. The infant formulas and cereal-based infant foods contaminated with
Cronobacter spp., and other Enterobacteriacae are a deep threat tothe infant health.
The objective of this study was to investigate the presences of Cronobacter spp. and
other ESBL producing Enterobacteriacae from a total of 115 specimens (40 infant
formula, 60 cereal-based infant formula and 15 milk powder) by phenotypic
methods.. After culturing on VRBGA media, oxidase testing was performed. The
oxidase negative isolates were initially confirmed on BCP Glucose media for the
membership of Enferobacteriaceae, and subsequently identifiedby Vitek® MS.
Following that, according to the guidelines by CLSI (2013), the ESBL presumptive
isolates were screened by a combination of ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX),
and cefpodoxime (CPD) with/without clavulanic (CLA) acid. Finally, antimicrobial
susceptibility testing with MIC determination wwas conducted using Merlin
Micronaut-S beta-lactamase VIl kit. The readings were analyzed the Sifin Software
integrated with a Spectrometer. The results showed that the domestic infant formula
samples contained Pantoea agglomerans, while the cereal-based samples included
Cronobacter sakazakii, Pantoea) agglomerans, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae/asburiae, Klebsiella oxytoca, Leclercia adecarboxylata. The
imported infant formulas were free of any bacterial load. The phenotypic screening
revealed that the prevelances of ESBL producing enterobacterial was found as 10%
in domestic infant formula samples, 10% in the rice flour samples, and 5% inthe

semolina samples whereas none of the C. sakazakii isolates were ESBL producer.

Keywords: ESBL, Enterobacteriaceae, Cronobacter spp., Infant Food.
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1. GIRIS VE AMAC

Bebek beslenmesinde anne sutlnun yeterli olmamasi, sit salgisinin bazi nedenlerle
kesilmesi ve modern yasamda kadinlarin galismak zorunda kalmalari gibi sebeplerle
hazir bebek mamalarina yénelme hiz kazanmistir (TUIK, 2014).

Turk Gida Kodeksi'ne gére, bebek beslenmesi amacl hazir gidalar; bebek formdilieri
(bebeklerin yagamlarinin ilk aylari boyunca tuketimi i¢cin Gretilmis Urtinler), devam
formilleri (genellikle 6 aydan itibaren tlketim icin Uretilmis Grtinler) ve bebek-kiiglk
gocuk ek gidalari (36 aya kadar olan bebek ve gocuklar igin tamamlayici olarak

uretilen ek gidalar) olarak siniflandinimistir (TUIK, 2014).

TSNA (Turkiye Saghk ve Nufus Arastirmasi) 2013 verilerine gore, bebeklerde
yalnizca anne sutl alimi ortalama siresi 1,2 ay olarak belirtilmistir. Bu duruma ek
olarak, 2008 ile 2013 yillari arasinda toplanan verilere bakildiginda, bebeklerin
yasamlarinin ilk 6 ayinda anne situ alimi azalirken, ek gidalara gecisin arttii
goralmustar (TSNA, 2013).

Turkiye istatistik Kurumunun son 10 yillik verileri baz alindiginda Ulkemizde yilda
1.283.062 bebegin dogdugu g6z Onine alindifinda, patojen vel/veya firsatci
bakterler ile kontamine olmus bebek mamalarinin tiketilmesiyle infeksiyon riskinin

yikselecedi agik sekilde gériulmektedir (TUIK, 2014).

Yeni doganlarda intestinal mikrofloranin olusumu dogumdan sonraki ilk 110 gin
icerisinde olmaktadir. Hamilelik dénemi boyunca annenin strese maruz kalmasi
Esherichia, Serratia ve Enterobacter gibi patojen bakterilerin artmasina, buna karsin
yararl olan laktik asit ve Bifidobakterlerin miktarinin azalmasina neden olmaktadir.
Antibiyotik tedavisi alan bebeklerde Esherichia ve dider lgili patojen
mikroorganizmalarin daha gugli olmasina neden olmaktadir. Bu da prematire
doganlarda nekrotizan enterokolit, yeni dodanlarda ise kolik gelisimine neden

olmaktadir (Zijimans ve ark., 2015).

Bebeklerde, badisikhk sistemlerinin ve badirsak floralarinin tam gelismemis
olmasindan dolayi yeni dogan patojenlerine karsi duyarhlik ¢cok daha fazladir. Hem

yeni dodan déneminde hem de sutten kesme siresi icerisinde tluketilen gidalar



sinirhdir ve bu gidalar bir gok besin bilesenini icermekle birlikte yeni dogan
patojenlerini tagimalari agisidan risk olugsturmaktadir (Kim ve ark., 2011). Cevresel
kaynakli patojen mikrooganizmalarin bebek mamalarina bulasmalar en ciddi
enfeksiyona bagdl ©6lim nedenleri arasinda gelmektedir. Dunya Sagdhk Orgiti
(WHO) ve Dunya Gida ve Tarim Teskilati (FAO) 2007 yilinda bebek mamasi
kaynakli élumlerin gérilme siklidindaki artis sebebiyle, bebek mamasi Uretiminde
uluslarasi hijyen uygulamalari yénetmeligi olmasini énermistir (Arsalan ve ark.,
2013 )

Antibiyotiklerin yaygin bir sekilde kullaniimasi ilaca dayanikli bakteriyal patojenlerin
ortaya cikmasina neden olmustur. Antibiyotik direncin ézellikle Gram negatif enterik
bakteriler arasinda prevalansi giderek arttigi anlasiimistir (Oliphant ve Eroschenko,
2015). Beta laktamaz enzimi beta laktam gurubu antibiyotikleri hidrolize ederek
inaktif hale getirmektedir. Bu enzim, basta Enterobacteriaceae Uyeleri olmak lzere
bircok bakteri turintin en &énemli diren¢g mekanizmalarindan birisidir (Bradford,
2001).

Genig-spektrumlu-beta-laktamaz (ESBL) Ureten Enterobacteriaceae tirlerinin
prevalansi son on yilda giderek artmakta ve bu bakterilerin sebep olduklar
hastaliklarin  insidansi yukselmekte, sonug¢ olarak enfeksiyonlarin tedavisi
guclesmektedir. ESBL Ureten Enterobacteriaceae nedeniyle meydana gelen
enfeksiyonlar, duyarli mikroorganizmalarin  olusturdugu enfeksiyonlar ile
kiyaslandigida hastaliga etki edecek ilgili antimikrobiyal tedavinin etkisinin gec¢
bagladiyi ve hastalarin morbidite, mortalite ve tedavi masraflarinin arttid

gérulmektedir (Dagdlar ve ark., 2012; Stewardson ve ark., 2014).

Bu calismada Tirkiye'de satisa sunulan hazir bebek mamalari, tahil bazli nisasta,
piring unu ve irmik gibi ikame bebek gidalarinda ESBL lreten Cronobacter spp. ve
diger Enterobacteriaceae susglarninin varliklarini fenotipik yontemlerle arastirmak

amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bebeklerde Beslenme Yéntemleri ve Onemi

2.1.1. Anne Siituyle Beslenme

Anne std; yeni doganlarda optimum blylime ve gelisme igin gerekli olan tim sivi,
enerji ve besin ogelerini igeren, biyo-yararliidi yiksek, sindirimi kolay dogal bir
besindir. Anne sitl ve emzirmenin hem bebek, hem de anne i¢in, basta beslenme
olmak Uzere, saglk, bagisiklik ve gelisim yénunden, ayrica psikolojik, sosyal ve

ekonomik yénden cok sayida yararlari vardir (Inci ve Sergekus, 2015).

Anne sitl benzersiz bilesimi ve besin degeri ile yeni dodanlarda optimal
beslenmeyi, bluyimeyi ve gelisimi sagladid! icin bebeklerin ilk 6 ay boyunca anne
sutll ile beslenmesi onerilmektedir. Anne sitli beslenme igin gerekli optimal
besinleri igermesinin yani sira yeni doganlarin immuin sistemini destekleyici bir cok
bioaktif bileseni de icermektedir. Yapilan calismalarda anne sitl ile beslenen
cocuklarin, bebek mamalari ile beslenen g¢ocuklara gére daha saglikh oldugu

gorulmastir (Jakaitis ve Denning, 2014).

Anne sutindeki besin 6gelerinin miktari; laktasyon suresince bireyler arasindaki
biyokimyasal farkliliklara, alinan diyetin igerigine, laktasyon dénemlerine ve emzirme
zamaninin uzunluguna gére degisebildigi icin anne sutinin makro ve mikro besin
6gelerinin miktarlar oldukga genis bir dadiim gdéstermektedir. Anne siti; yagda ve
suda ¢ozilinebilen 200°'den fazla bilesik madde igceren kompleks bir bilesiktir.
Bilesimin %88’den fazlasi sudan olusmaktadir. Besin dgeleri bu ortam iginde degisik
sekillerde dagilmis haldedir. Anne sitlinun besin 6geleri bilesimi Cizelge 2.1. de

gosterilmigtir (Samur, 2008).

Bebek beslenmesi ile ilgili uygulamalarin tarihsel gelisimi incelendiginde, bugtin bile
en 6nemli besinin hala anne st oldugu goérulmektedir. Anne st ile beslenmenin,
bebek morbidite ve mortalite oranlarini azaltmasi, optimal blyime ve gelismeyi
saglamasinin yanisira aileye ve Ulkeye getirdidi ekonomik yararlar iyi bilinmektedir.
WHO ve Birlesmig Milletler Cocuklara Yardim Fonu (UNICEF) anne sutinin
yayginlasmasi igin tim dinyada yogun caba gostermektedir. WHO ve UNICEF

bebeklerin dogumdan itibaren ilk 6 ay sadece anne suitl ile beslenmelerini, yedinci



aydan itibaren ek gidalara baslaniimasini, iki yagina kadar emzirmeye devam
etmesini &nermektedir. Sanayi devrimi ve kadinlarin is yasamina girmesiyle,
gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde anne sutlne baglansa bile annenin

emzirmeye devam etmesinde ciddi sorunlar yagsanmaktadir (Bolat ve ark., 2011) .

Ozellikle gelismekte olan (lkelerin yaygin bir sorunu olan yetersiz ve dengesiz
beslenme; bir yandan bireylerin fiziksel, sosyal ve zihinsel gelisimlerini, diger yandan
da toplumun ekonomik ve kultirel geligimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
olumsuz etkiler en gok bebeklerde ve cocuklarda gdriilmektedir. Onemli élglide anne
sttinin yeterli stre verilmemesiyle ortaya c¢ikan yetersiz ve dengesiz beslenme,
gelismekte olan Ulkelerde gocuk &lumlerinin %50’sinin nedenini olusturmaktadir
(Oncii ve ark., 2011). 2014 yili verilerine gore yetersiz ve dengesiz beslenme

cocuk oluimleri sebepleri arasinda %45'ni tegkil etmektedir (WHO, 2014).

2.1.2. Bebek Mamasi ve Ek Gidalar ile Beslenme

Gida drlnleri ve Uretimi pazarlamasi son zamanlarda saglikh ve dengeli beslenmesi
dnemli olan gocuklara yénelmekte ve hizli bir gelisim géstermektedir. Sit ve sit
arinleri, kahvaltiik tahillar, donduruimusg Urlinler bu pazar kapsaminda
dederlendiriimektedir. Ayrica, kuru bebek mamalari, sut formulleri, hazir bebek
formlleri gibi 0-3 yas bebeklere 6zel gida pazari da giderek gelisim géstermektedir.
Bebek bagina mama tiketim miktar1 Polonya'da 40 kg, Endonezya’da 20 kg iken
Turkiye'de 10 kg seviyesindedir. Ulkemizde bebek gidalari sektérii, bebeklerin %75-
85'inin bebek mamasi kullanabilir duruma gelmesini ve bebek mamasi tiketiminin

bebek basina 2 katina ¢cikmasi hedeflenmektedir (Gllcan, 2011).

Bebek mamalari, ilk 4 veya 6 aya kadar normal agirlikli ve sadlikli bebeklerin besin
ihtiyaclarini kargilayabilen, normal blyime ve geligmeyi saglamak amaciyla Uretilen,
bilesimi anne sutine yakin olan; protein, yad, karbonhidrat, vitaminler, mineral
maddeler ve katki maddeleri ile teknolojisine uygun olarak hazirlanan ve isil
islemlerle dayanikli hale getirilen tliketime hazir sut esasl Urunlerdir (TGK, 2014).

Ornek bebek mamasi igerikleri gizelge 2.2.’de gésterilmistir (Gokgay ve ark., 2012).

Tam olarak Cronobacter spp. eradikasyonu saglamasa da, FAO ve WHO'ya gére
bebek mamalarinin hazirlama sirasinda 70°C su ile hazirlanmasi ve
kullaniimadidinda buzdolabina konulmasi bakteriyel blUylumeyi inhibe etmek igin
gereklidir (Zhu ve ark., 2013; Pablo Huertas ve ark., 2015).



Cizelge 2.1. Anne sltl icerisindeki enerji ve besin égeleri (Koksal ve Gokmen,2000)

Enerji ve Besin Ogeleri Anne Siitiindeki
Miktar (1000 ml)

Eneriji (kkal) 700
Protein (g) 8-9
Karbonhidrat (g) 30-50
Yag (g9) 42
Kazein:whey (%) 40:60
Vitaminler

e E(mg) 2.3

e K(ug) 2.1

e Tiamin (mg) 0,21

e Riboflavin (mg) 0,35

¢ Niasin (mg) 1.5

e Pantotenik asit(mg) 1.8

e Biotin (ug) 4

e C(mg) 40

e D Vitamini (ug) 0.55

e A Vitamini (pg) 670 (retinol

esdegderi)

e Mineraller

e Sodyum (mEq) T

e Potasyum(mEq) 13

e Klor(mEqg/l) 11

e Kalsiyum(mg) 280

e Fosfor(mg) 140

e Magnezyum (mg) 35

e Demir (mg) 0,3

e Bakir (mg) 0,25

o Cinko (mg) 1.2

e lyot (ug) 110

* Manganez (ug) 6

e Selenyum (ug) 20

e Flor (pg) 16

e Krom (ug) 50




Cizelge 2.2. Ornek bebek mamalari icerigi (Gékgay ve ark., 2012)

Dogumdan itibaren énerilen bebek mamasi (bebek formiilii) igerigi

Hidrolize whey (peynir alti suyu) konsantresi

Yapilandirilmis bitkisel yaglar

Glukoz surubu ve misir nisastasi

Inek st kaynakli galakto-oligosakkarid lifleri ya da polifruktoz lifleri

Inek sitl kaynakli laktoz, soya lesitini ve kalsium D-pantotenat, D-biotin
ve fiterolmonoglutamik asit

Potasyum di-hidrojen fosfat, kalsiyum klorir, sodyum klortr

Hayvansal yag (balik yagi)

L-tirozin, kolin klor(r, L-askorbik asit, taurin, sodyum L-askorbat, inositol,
demir silfat, cinko slfat, bakir siilfat

Uridin 5-monofosfat sodyum tuzu, sitidin 5-monofosfat, DL-alfa tokoferil
asetat, adenozin 5-monofosfat, inozin 5 monofosfat

sodyum tuzu

L-karnitin, nikotinamid, Fitomenadyon ve sodyum selenit

Retinil palmitat, DL-alfa tokoferol, riboflavin, tiamin hidroklorir,
siyanokobalamin, kolekalsiferol, piridoksin hidrosikloriir, potasyum

iyodir, manganez siilfat.

Bir yasina dogru énerilen bir bebek mamasi icerigi:

Laktoz, palm, hindistan cevizi, aygicek ya da kanola seklinde bitkisel
yaglar

Yagsiz sut tozu, demineralize serum proteini ve vitamin karigimi
Fitomenadion, biotin, kolekalsiferol, siyanokob alamin, kolin, taurin,
inositol, L-karnitin)

Kalsiyum tri-sitrat, emuglatér (yag asitlerinin mono ve digliseritleri, soya
lesitini)

Sodyum fri-sitrat, kalsiyum kloriir, magnezyum klorir, kalsiyum difosfat,
potasyum trifosfat, potasyum dihidrojen fosfat,

Demir 2-glukonat, antioksidan (soya lesitini), ginko siilfat, potasyum

klortr




2.2. Bebek Mamalan ve Ek Gidalarda Mikrobiyolojik Ozellikler

Turk Gida Kodeksi 2011 yilinda yayinlanan Mikrobiyolojik Kriterler Yénetmeligi'nde,
ISO 21528-2 metodu referans alinarak, bebek ve kiclk cocuk ek gidalari igin <10
kob/ml ve siit tozu igin en gok 10" kob/ml kosulu ile Enterobacteriaceae’nin
arastinimas bildirilmistir (TGK,2011).

Cronobacter spp cesitli gida maddelerinden izole edilmis olmasina ragmen, riskli
gida grubunu bebek mamalarinin olusturmasi sebebiyle, Turk Gida Kodeksi’nde
yapilan degisiklikler ile bebek formulu ve devam formillerinde Cronobacter spp.
analizinin yapilmasi zorunlulugu getirilmigtir ve yine bu ydnetmelikte bebek
formalleri, ve devam formillerinde (6zel tibbi amagh diyet formuller dahil)
Cronobacter spp. bulunmamasi gerektigi belirtiimektedir (TGK, 2011).

WHO ve FAO nun hazirlamig oldugu CAC (Codex Alimentarius Commission
International Food Standarts) komisyonu kriterlerinde bebek mamalari iki gruba
ayriimig ve yeni dogan mamalarinda Cronobacter spp. nin 10 gr mamada 0 (sifir)
olmasi gerektigi, devam mamalarinda ise yeni dogan sonrasinda bu bakteriye karsi
duyarlilik olugtugu icin bakilmasina gerek olmadidi vurgulanmistir (Buchanan ve
Oni, 2012).

Avrupa Birligi'nin Komisyon Regllasyonu 2073/2005 adi altinda bebek mamalari
icin hazirlanan ilk Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi'nde 6ncelikle bebek mamalarinin
Enterobacteriaceae agisindan degerlendiriimesi gerektidi, sonrasinda ise
tanimlanan Enterobacteriaceae var ise ek olarak Cronobacter spp. agisindan da
degerlendiriimesi bildirilmigtir (Buchanan ve Oni 2012). Ancak sonrasinda Avrupa
Gida Guvenligi Kurumu (EFSA) bu iki agsamall analizi sorgulamig ve incelenen
6rnek miktarlarinin enterobakterler ve patojen mikroorganizmalar acisindan farklilik
olabilecegini éne surmustur (EFSA, 2007; Buchanan ve Oni, 2012). Sonug olarak,
bebek mamalari agisindan her bir asamanin ayri ayri dederlendiriimesi seklinde

dizenleme yapilmistir (Buchanan ve Oni, 2012).

2.3. Enterobacteriaceae

2.3.1. Enterobacteriaceae Genel Ozellikleri

Insan tibbindaki en énemli bakteri ailesi; ézellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden olan Enterobacteriaceae’dir. Bu ailenin Uyeleri Gram-negatif, basil, fakUltatif
anaerob, glukoz ve diger sekerleri fermente eder, nitrati nitrite indirger, nadiren

oksidaz olmakla birlikte katalaz CUretirler. Pek ¢ogu cevrede yaygin  olarak



bulunmasina ragmen, bir ¢cok Enterobacteriaceae insan ve hayvan gastrointestinal
sistem florasinin bilesenleridir. Ayrica, bu bakteriler septisemi, Uriner sistem
enfeksiyonlari, pnédmoni, kolesistit, kolanjit, peritonit, yara enfeksiyonlari, menenit,
gastroenterit gibi birgok hastaliga neden olmaktadirlar (Tham,2012).

Enterobacteraiceae familyasina ait siklikla gérulen tlrler asadida bahsedilmektedir.

Escherichia (E.) coli

E. coli fakultatif anaerobik bir gram negatif ve memeli hayvanlarin kalin
bagirsaginda yasayan bakteri tirlerinden biridir. Normalde bagirsakta yasadid igin,
E. colinin gevresel sularda varligi fekal kontaminasyonun bir belirtisidir. Insan
sindirim sisteminde 10° ile 10° kob/g arasinda bulunmaktadir (Tham, 2012).
Bagirsak florasinin normal bir Uyesi olan E. coli ile konak organizma arasinda
uyumlu bir iligki oldugundan bakteri normalde hastallk yapmaz. Ancak, ortama
gecmesi halinde, érnegdin; ayni organizmada baska bir organa gegmesi (idrar yolu
enfeksiyonu ile mesaneye gecmek gibi) veya baska bir konak organizmanin
bagirsagina gegmesi durumunda, E. coli bir hastalilk etmeni olabilir. Bazi E. coli
tipleri ise, igcinde bulunduklari hayvan icin zararsiz olmalarina ragmen insana
gectiklerinde hastalik yapabilirler. Bu hastaliklar arasinda baslica ishalli hastaliklar
olmakla beraber idrar yolu enfeksiyonlar, menenjit, peritonit, mastit, septisemi
sayilabilir. E.coli’ nin, Enterotoksijen E. coli (ETEC), Enteroinvazif E. coli (EIEC),
Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC), EnteroAggregatif
E. coli (EAEC), Diffusely Adherent E. coli (DAEC) olmak {izere 6 cesidi vardir. E.
coli tipleri icerisinde en o6nemlisi olan EHEC'in siklikla dlumli gida kaynakl
infeksiyonlarindan sorumlu tutulan serotipi O157:H7 gidada ilk kez 1982 yilinda
tanimlanmisgtir (Shabana,2014; Su ve ark., 2014).

Klebsiella spp.

Klebsiella (K.) pneumonia, Klebsiella (K.) oxytoca ve Klebsiella (K.) granulomatis bu
cinsin U¢ 6nemli tlrddur. E. coli gibi, Klebsiella spp. de insan gastrointestinal
sisteminde 10 kob/g/diski olarak bulunur. K. pneumonia insan enfeksiyonlarindan
en sik izole edilen turdur ve driner sistem enfeksiyonlari gibi bir ¢ok cesit
enfeksiyona neden olabilir. Eski turlerin bir ¢ok salginda yer almasindan beridir
Klebsiella spp.’nin E. coliden daha énemli oldugu goérilmektedir ve yayilimasi

endemikten ¢ok epidemiktir (Tham, 2012).

Pantoea (P.) agglomerans

P. agglomerans (6nceki adiyla Enterobacter agglomerans) Enterobacteriaceae

familyasina ait, hareketli, peritrik, sporsuz, gram-negatif, aerobik basildir. Genellikle

8



su, toprak, kanalizasyon, tohum, sebze, tortulu malzeme ve gida maddeleri gibi
ekolojik niglerde bulunmaktadir. Ek olarak, hayvanlarda ve insanlarda hem firsatg
hem de kommersal bir patojendir. Bu firsat¢i patojen kan, yara, Urin, bodaz ve i¢
organlar gibi klinik érneklerden izole edilebilmektedir. P.agglomerans bitkisel bir
patojen olarak kabul edilmektedir ve 1960°h yillarin ortalarinda hastane kaynakl

enfeksiyonlarda tanimlanmistir (Mardaneh ve Dallal, 2013).

2.3.2. Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) Genel Ozellikleri

Enterobacter (E.) sakazakii ¢ok sayida bakteri turine sahip Enterobacteriaceae
ailesinin bir Gyesi olup gram negatif, peritrik flagellal, hareketli, sporsuz, fakultatif
anaerob basildir. Aragtirmacilar bu tire bakteriyolojiye yaptid katki dolayisiyla japon
bakteriyolog Riichi Sakazakii’nin adini vermislerdir (Koluman, 2011). 2007 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada E. sakazakii olarak tanimlanmis 210 susun DNA profilleri
ve fenotipik Ozellikleri incelenmis ve yeni bir cins olarak tanimlanmis ve bu
bakterinin taksonomik siniflandirnimasinda degisiklik yapiimasi onerilmistir. Buna
gore E.sakazakii suglarinin tamamina Cronobacter adi verilmistir. GUnimuz bilimsel
literattriinde, bakteri tanimlanirken hem Cronobacter spp. hem de E.sakazakii ismi
kullaniimaktadir (Koluman, 2011). Bu cins yedi alt gruba dlzenlenmistir:
Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter turicensis, Cronobacter dubliniensis, Cronobacter condimenti ve

Cronobacter universalis (Li ve ark.,2014).

Cronobacter spp. firsatci bir insan patojeni ve yenidodanlarda hayati tehdit eden
bakteriyal enfeksiyonlara neden olan etiyolojik bir patojen olarak kabul edilmektedir.
Cronobacter spp. ik kez 1958 yilinda, Iingiltere’de iki yeni doganin élumi ile
sonuglanan bir salginda, neonatal menenjit ile iligkilendirilmigtir. Cronobacter spp
enfeksiyonlari yenidodanlarda menenijit, septisemi ve nekrotizan enterokolit gibi
hayati tehdit eden enfeksiyonlardir. Prematiire, 28 glinden kigik ve disik dogum
agirhgina sahip yeni doganlardaki risk, blylk yenidodanlara gére daha fazladir
(Drudy ve ark., 2006). Bundan sonraki bélumlerde bakteri Cronobacter spp. olarak

tanimlanacaktir.

2.3.3. Bebek Mamalan ve Ek Gidalarda Enterobacteriaceae | Cronobacter spp.

'nin Varhginin Onemi

Bulagma yolu tam olarak bilinmemekle birlikte, kontamine toz bebek mamalarr ve
onun hazirlanmasinda kullanilan ekipmanlar C. sakazakifnin baglica kaynagi olarak
bilini. Dolayisiyla sulandinimis toz bebek mamalarindaki C. sakazakii

kontaminasyonu; pastérizasyon sonrasi kontamine olan bilesimin kullanimi,

9



paketleme &ncesi Uretim ortamlarindan, mamanin sulandirimasi sirasinda ve
hazirlama iglemlerinin diger agamalarn sirasinda olusan harici kontaminasyonlardan

kaynaklanmaktadir (Guner ve Telli, 2011).

Bebek mamalarinin kontaminasyonu; uretim esnasinda (dahili) ya da hazirlama
sirasinda (harici) kullanilan aletler kaynakli olabilir. Genel olarak Cronobacter spp.
nin Uretim asamasinda pastérizasyon sirasinda hayatta kalamadiklari
disunllmektedir. Bu nedenle C(retim asamasindaki kontaminasyonun isitma
islemleri sonrasinda olabilecegi duglnulmektedir. Ek olarak Cronobacter spp. nin
endustriyel kurutma sirasinda hayatta kalabildigi, hazir bebek mamalarinda 2,5 yila
kadar canliigini koruyabildigi bilinmektedir. Yine kontamine olmus blender ya da
kasik gibi aletler ile mamanin hazirlanmasi sirasinda da Cronobacter spp.
kontaminasyonu olabilecedi, bu aletlerin (zerinden bakterinin izole ediimesi ile

anlasiimaktadir (Pablo Huertas ve ark.,2015).

Prematire bebeklerde ve yeni doganlarda Cronobacter spp enfeksiyonlarinin
6nlenmesinde en buyuk katkinin bebek sut formuilerinin Uretimi ve siselenmesi
sirasindaki kontaminasyonunu onlemek oldugu bilinmektedir (Aigbekaen ve
Oshomo, 2010).

FAO ve WHO tarafindan organize edilerek Temmuz 2004'te isvigre’de yapilan toz
ve hazir bebek mamalari hakkindaki toplantida; Cronobacter spp’nin ekolojisi,
taksonomisi ve karakterinin daha iyi anlagiimasi gerektigi, bulagsmayi énlemek igin
alinacak o6nlem galismalarinin  devaminin  ve ilgili standartlarda bu
mikroorganizmaya da yer verilmesi karari verilmigtir. Yine ayni toplantida bebek
mamalarinda olasi enfeksiyon yapabilecek mikroorganizmalar 3 grupta (A,B,C)
kategorize edilmistir. A gurubunda olan mikroorganizmalarin hastalik yaptig
kesinlegmis, B grubundakiler muhtemel hastalik yapanlar ya da tam kanitlanmamig
olanlar, C gurubundakiler ise hastalik yapma ihtimalleri disik olan fakat daha
kanitlanamamislar. Cizelge 2.3. 'de bu grupta yer alan bakteriler yer almaktadir
(Forsythe, 2005; Anonim, 2004).

Cronobacter spp. 'nin ekolojik ve etiyolojik karakteristikleri hakkindaki bilgiler azdir ve
bebek formulleri Greten fabrikalarda, hastane mutfaklarinda Cronobacter spp.
olusumuyla ilgili calismalar derinlemesine incelenmemistir (Shaker ve ark, 2007). Bu
organizmanin bebek mamalarinin disinda tahil, dari, ekmek, piring, tohum, bitki, et,
peynir, sebze ve yumurta gibi gidalarda da bulunabildigi de bilinmektedir (Cetinkaya
ve ark, 2012).
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Cizelge 2.3. Bebek mamalarinda olasi enfeksiyon yapabilecek mikroorganizmalarin
kategorizasyonu (FAO ve WHO, 2004).

Kategori Bakteri Cesidi

Kategori A Salmonella, E. sakazakii

E. vulnaris, C. koseri, E. cloacae, H. alvei,

Kategori B _
P. agglomerans, K. pneumonia, K.oxytoca

C. botulinum, S.aureus, L. monocytogenes,

Kategori C
B. cereus

A:hastalik yaptigi kesinlegmis mikroorganizmalar, B:muhtemel hastalik yapanlar ya da tam
kanitlanmamig mikroorganizmalar, C: hastalik yapma ihtimalleri diigilk olan fakat daha

kanitianamamisglar.

Cronobacter spp. nedeni ile olusan enfeksiyonlarin insidansi azdir ancak, bu
patojenle enfekte olan yeni doganiarda %40 dan fazla mortalite orani oldugu ve
hayatta kalanlarin ise siddetli nérolojik komplikasyonlara maruz kaldigi
bilinmektedir. Toz bebek formdllerinin kontaminasyonu ile olusan Cronobacter spp.

salginlari Amerika ve Avrupa’da rapor edilmistir (Li ve ark., 2014).

Bebek formullerinde Enterobacteriaceae ve ozellikle Cronobacter spp. (E.sakazakii)

arastiriimasi Gzerine bir gok ¢alisma yapiimistir.

Muytjens ve ark. (1988) 35 llkeden topladikiari 141 toz bebek mamasi &rneginin
%52,2 sinin Enterobacteriaceae ile kontamine oldugunu, bunlardan %25 inin
E.agglomerans, %21 inin E.cloacae ve %14 UnUn E.sakazakii igerdigini

belirtmislerdir.

Nazarowec-White ve Farber (1997), Kanada’'daki 5 farkli sirketten alinan 120 bebek
mamas! Kutusunu test ederek bunlardan %6,7 sinin E.sakazakii icerdigini tespit

etmislerdir.

Iversen ve Forsythe (2004) 82 toz bebek mamasi érnegini ve 404 gida Granind
E.sakazakii, Salmonella ve Enterobacteriaceae varli§i agisindan incelemiglerdir.
E.sakazakii, 82 mamanin 2 sinde (%2,4), 49 kurutulmus bebek gidasinin 5’inde
(%10,2), 72 sut tozunun 3’Unde (%4,1) , 62 peynir Urininiin 2'sinde (%3,2) ve 122
bitki ve baharatin 40 inda (%37,8) izole edilmistir. Mama ve sit tozunun Salmonella
kontrolii yapilarak hijyenik dretildidi ancak, Enterobacteriaceae tespiti ile

E.sakazakiinin kontrol altina alinamadigi sonucuna varilmistir.
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2.4. Bakterilerde Antimikrobiyal Direng

Alexander Fleming penisilini buldugunda bakteriyal enfeksiyonlardan korunma ve
tedavilerinde etkili ve glvenilir agama kaydedilmistir. Ancak, antimikrobiyal direng
mekanizmasinin gelismesi ve bakterilerde bu direncin tespit edilmesi diinya ¢apinda

saglik adina énemli bir tehdit olusturmustur.

Hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi etki eden ve siklikla tercih
edilen antibiyotikler olan betal-laktam grubu antibiyotiklere karsi olusan direnc

mekanizmasi en énemli direng mekanizmalarindan biridir (Tang ve ark., 2014).

Gram negatif bakterilerde beta-laktam direnci; penisilin badlayici proteinlerin (PBP)
degdisimi, beta-laktamaz Uretimi ve PBP’lere erigsimin engellenmesi olacak sekilde
muhtemel U¢ mekanizma ile meydana gelmektedir. Gram pozitif bakterilerle
kiyaslandiinda gram negatif bakterilerde PBP’lerin periplazmik alanda olmasi beta
laktam  antibiyotiklerin  bakterilerin dis membranindan girip  hedeflerine
baglanabilmelerini saglamaktadir. Bu nedenle beta-laktam gurubu antibiyotiklerin
girigini ya da cikisini kisitlayan herhangi bir degisim antibiyotie karsi direng
gelisimine neden olmaktadir. Gram negatif bakterilerde beta laktamaz wretimi ile
olugan direng en yaygin gérilen direng mekanizmalarindandir (Tang ve ark., 2014).

Antibiyotikler ve antibiyotik direnci, farkli mikroorganizmalar arasinda sonsuz bir
yarigmanin parcasidir. $ekil 2.1. de antibiyotik direnci genlerinin insan, hayvan, gida

ve gevre arasindaki tasinma yollar gosterilmistir.

2.5.Beta Laktam Gurubu Antibiyotikler-Sefalosporinler

Disuk yan etkilerinin olmasi ve bakterisit etkiye sahip beta-laktam gurubu
antibiyotikler ginimuizde sikhkla tercih edilen antibiyotik gurubudur. Bakterilerin
hlicre duvarlarinda bulunan ve mikroorganizmalarin yapi butinluguni saglayan
peptidoglikan tabaka yapimini bozarak etki gosterirler. Hicre duvar yapisinda
bozulma olan bakterilerde ozmotik direng kaybi gerceklesir ve inaktif olurlar (Ayaz
ve ark., 2008). Sefalosporinler etki spektrumlari agisindan 4 guruba ayrilmaktadirlar
her bir guruptaki antibiyotik turleri Cizelge 2.4’ te gosterilmistir (Saran ve Karahan,
2010).
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Sekil 2.1. Antibiyotik direncinin taginma yollari (Anonim,2012)
2.6. Genig-Spektrumlu-Beta-Laktamazlar (ESBL)

Genig spektrumlu beta laktamaz terimi 1989 yihinda Philippon tarafindan ortaya
atlmigtir.  ESBL’ler asagidaki ozelliklere sahip beta laktamazlar olarak
bilinmektedirler: transfer edilebilirler, penisilinleri, birinci, ikinci, Gglnclt kusak
sefolasporinleri ve aztreonami (sefamisin harig) hidrolize edebilirler, klavulanik asit

gibi beta laktamaz inhibitorleri tarafindan bloke edilebilirler.

Enterobacteriaceae direncine bagl olusan enfeksiyonlarin insidansi son 10 yilda
hizlica artmig ve dunya c¢apinda bir salgin haline gelmistir. Kolonizasyon ya da
ESBL ureten Enterobacteriaceae ile olusan enfeksiyon baslangici icin bilinen risk
faktérleri: antibiyotik kullanimi, uzun sireli ve/ ve ya yakin zamanda hastanede
kalmak, siddetli hastaliklar, yakin zamanda ameliyat, mesane kateterizasyonu,
invaziv medikal cihaz kullanimi, uzun sireli bakimlar, uluslararasi seyahatler ve 65

yas Ustl olmak olarak belirlenmigtir (Tham ve ark., 2012).
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Cizelge 2.4. Sefalosporinlerin etki spektrumlarina gore siniflandiriimasi
(Saran,2010)

Antibiyotik Sinifi Antibiyotik Turleri

, sefadroksil, sefradin, sefaleksin, sefalotin
l. Kusak Sefalosporinler
sodyum, sefazolin, sefapirin

sefuroksim, sefoksitin, sefamandol, sefonisid,
sefonarid, sefaklor, sefotiam, sefmetazol,
sefotetan.

1. Kusak Sefalosporinler

sefotaksim, seftizoksim, sefoperazon,
seftriakson, moksolaktam, seftazidim,
sefsulodin, sefmenoksim, sefpiramid

. Kugak Sefalosporinler

V. Kusak Sefalosporinler sefepim, sefpirom

Ozellikle Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerin insanlarda antibiyotik
direngliliginin yayllmasinda aktif rol oynadidi gérilmektedir. Gida mevzuatlari bu tir
bakterilerin gidalarda varliklarini bir hijyen indikatéri olarak kabul etmesine ragmen;
antibiyotiklere direnglilik henliz gida glvenligi kriteri olarak yer almamaktadir. Bu
olgunun karmagiklagsarak ve artarak slrecedinin anlagiimasiyla birlikte, takibi ve
onlenmesine doénuk maultidisipliner isbirligi c¢abalarinda dikkat c¢ekici artis
gorulmektedir. Direngli bakterilerin yayiimalarinda gidalarin oynadiklari roller hentiz

net sekilde ortaya konulamamistir

ESBL’lerin epidemiyolojisi oldukga karigiktir ve ESBL'nin ortaya cikisi
degerlendirildiginde bulundugu Ulke ile birlikte genis cografik alanlar, bulundugu
topluluk, hastane ya da konak (¢cogu zaman tek bir hasta ya da saglikli tasiyici)
bakterinin aktariimasinda énem tasiyan faktorlerden bazilandir. Spesifik tipteki
bakterilerin (E.coli daha endemik, K.pneumonia’ nin daha epidemik olmasi gibi)
incelenmesinde farkl faktérlerde mevcuttur. Ek olarak, cevre (6rnedin, toprak ve su),
yirtici hayvanlar, ¢iftik hayvanlari ve ev hayvanlari bakterilerin ¢ogunlukla
bulundudu rezervuarlardandir. Sonug olarak bakterilerin transferi su ve gidadan
olabilece@i gibi dogrudan ya da dolayl (insandan insana) temas (zerinden
olabilmektedir (Tham ve ark., 2012).

Avrupa’da farkli Ulkelerin yogun bakim dnitelerinden elde edilen izolatlarda ESBL
sentezleyen K.pneumonia suslan ortalama %25 siklikta saptanmistir. Bu oran

tlkemizdeki izolatlarda %60’a varan oranlara g¢ikabilmektedir (Akova,2004).
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ESBL tespitinin énemli oldugunu vurgulayan bir calismada ESBL pozitif E.cofi ile
olusan enfeksiyonlarda mortalite oraninin %24,3 ve ESBL negatif E.coli ile olusan
enfeksiyonlarda mortalite oraninin %8 olmasi ESBL retiminin infeksiyon tedavisinin

basarisiz olmasinda ne denli snemli oldugunu gdstermektedir (Ocal, 2012).

2.7. ESBL Tani Yontemleri

Beta laktam antibiyotiklerin ve bu antibiyotiklerin inhibitér konsantrasyonlarinin sik
kullanimi, var olan diren¢ mekanizmalarini arttirmakla birlikte yeni direng

mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Ocal, 2012).

ESBL ureten bakteriler nedeni ile enfekte olan hastalara genel bir antibiyotik tedavisi
uygulandiginda tedavide basarn saglamamaktadir. Bu nedenle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda bu enzimleri saptamak igin gelistirimis standart tarama ve
testlerinin uygulanmasi ve sonuglarin dogru yorumlanmasi gerekmektedir (Akova,
2004).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri Clinical and Laboratory Standarts Institude (CLSI),
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), Deutsches Institut fir
Normung (DIN) ve Comite de [I'‘Antibiogramme de la Societe Frangaise de
Microbiologie (CA-SFM) ’da belirtilen uluslararasi kabul gérmis prosedirlere

yapiimalidir.

Klinik Laboratuvar Standartlar Enstitist (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST) gibi Uluslararasi kuruluglar ESBL (reten
Enterobacteriacae familyasi icinde E. coli, P. mirabilis ve Klebsiella spp. disinda

diger turlerin tespitiyle ilgili metot dnerisinde bulunmamaktadir.

ESBL ureten suslarin rutin antibiyotik duyarhlik testlerinde sefalosporinlere duyarl
gorunseler bile butun sefalosporinler, penisilinler ve aztreonama direngli olarak
bildiriimesini dnermektedir. Yanlhs ESBL pozitif bildirimler, gliniim{izde en etkili ve en
onemli tedavi segeneg@i olan karbapenemlere karsi direng gelisimine, maliyet
artisina, ayni zamanda yanlis negatif bildirimler ise tedavide basarisizliga yol
acmaktadir. (CLSI,2013; Henshke Bar Meir ve ark., 2006 ).

2.7.1. ESBL Tarama Testleri

CLSI talimatlari ESBL tarama yontemi olarak disk diflizyon testini énermektedir. Bu
yonteme goére zon capi seftazidim icin <22 mm, sefotaksim igin <27 mm ve
sefpodoksim igin < 17 mm’dir. Bir izolatin bu Ug tip antibiyotikten en az birisine ait
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inhibisyon zonu g¢apinin belirtilen degerin altinda kalmas) durumunda ESBL stpheli
olarak dustnulmektedir.

CLSI, E. coli, K. oxytoca, K. pneumoniae tirlerini kullanarak ESBL Uretiminin
dogrulanmasi standartlanini olusturmustur. Buna goére, disk difiizyon testinde ESBL
dretimi igin sefpodoksim (CPD), seftazidim (CAZ) ve sefotaksim (CTX)
antibiyotiklerine karsi duyarlliginin saptanmasi gerekmektedir.

Cizelge 2.5. ESBL Tarama Testleri Zon Caplari (CLSI, 2013)

Antibiyotik Inhibisyon Zonu (mm)
Sefotaksim =27
Seftazidim <22
Sefpodoksim =17

Belirlenen zon caplarn g¢izelge 2.5.de gosterilmistir. Duyarlildinin  azaldigi

durumlarda ise dogrulama testi yapiimalidir (CLSI, 2013).

2.7.2. ESBL Dogrulama Testleri

Fenotipik dogrulama testleri klavulanik asit ve indikatér sefalosporin arasindaki
sinerjinin gosteriimesi temeline dayanmaktadir. Dogrulama amaciyla degisik
yontemler tanimlanmistir. Bunlar; klavulanik asit igceren kombinasyon disklerinin
kullanimi, ¢ift disk sinerji yéntemi, G¢ boyutlu yéntem, inhibitérle glglendirilmis disk
difizyon testi, minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) saptandidi dilisyon
ydntemleri, E-test stripleri ile MiK’ in saptanmasi gibi yontemlerdir (CLSI,2013).

Klavulanik asit iceren diskler ticari olarak bulunmakta ya da CLSI &nerilerine gore
laboratuvarda hazirlanabilmektedir. Bu amacla klavulonik asit iceren ve igcermeyen
seftazidim ve sefotaksim diskleri kullanilir. Kombinasyon diskleri etrafindaki zon,
klavulonik asit icermeyen disk etrafindaki zona kiyasla differansiyle élgim farki en
az 2 5 mm ise, izolat ESBL Uretimi agisindan pozitif kabul edilir (CLSI, 2013).
Enterobacteriaceae igin belirlenen standart zon caplari ve MIK degerleri Cizelge

2.5’te gosterilmistir.

2.8. Gidalarda ESBL Ureten Enterobacteriaceae Tiirleri

Bilingsiz antibiyotik kullanimi ile birlikte, enfeksiyon tedavisinde oldukga etkili olan 3.

jenerasyon antibiyotiklere Kkarsi bile bakteriyel direncin hizla arttidi bilinmektedir.
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Mikroorganizmalarin olusturudugu bu direng FAO, WHO gibi uluslarasi kurumlar
tarafindan biyolojik tehlike (Bio-Hazard) olarak kabul edilmektedir. ESBL Ureten
mikroorganizmalarin gidalara karigmasi ile birlikte insan saghd: da olumsuz yénde

etkilenmektedir.

ESBL ureten mikroorganizma bulasmis bir gidanin tuketilmesi, viicuda alinan bu
mikroorganizmalar insanlarin yakalandiklari herhangi bir enfeksiyon durumunda
alinacak antibiyotigin igse yaramamasina neden olmakta, bu da insan saghginin
negatif yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Bir cok Cronobacter izolati siklikla
kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi duyarli oldugu halde bazi gida érneklerinde

direngli izolatlarin oldugu bildirilmigtir (Lui,2014).

Cizelge 2.6. Enterobacteriaceae igin belirlenen standart zon g¢aplar ve MIK

degerleri (CLSI, 2013)

Antimikrobiyal | Zon Capi (mm) MIK (ug/ml)

Disk icerigi
ajan adi

S I R S | R

CAZ 30 ug =21 18-20 <17 <4 8 216
CAZ CLA 30 pg + 10 g 226 23-25 <22
CPD 10 pg 221 18-20 <17 <2 4 =8
CPD CLA 10 ug + 10 pg
CTX 30 g 226 23-25 =22 <1 2 24
CTX CLA 30 pug + 10 ug 231 28-30 =27

S: Duyarli; I:Orta; R:Direngli;MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Son zamanlarda toz bebek formillerinin mikrobiyolojik glvenligine dikkat
cekilmektedir. Guvenlige dikkat edilmesi, kontamine olan toz bebek formulieri
sebebiyle olusan E.sakazakii ve K.pneumonia’ yi iceren Enterobacteriaceae ailesi
kaynakli yenidogan enfeksiyonlarinin artmasi sebebi ile olmaktadir. Bu Ortinler steril
degildir fakat uluslararasi mikrobiyolojik standartlara uyum saglamasi gerekmektedir
(Zhou ve ark., 2011).
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2.9. VITEK®MS (bioMérieux)

MASS Spektrometre (MALDI-TOF MS; Matrix Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry-Matriks Yardimli Lazer iyonizasyon Kitle
Spektrometresi) yontemi bakteri hlcrelerinden protein profilini ¢ikararak referans bir
spektra ile karsilagtirma Uzerine dayali bir identifikasyon (tanimlama) yéntemidir

(Rifaat ve ark.,2014).

Matriks destekli lazer desorpsiyonu/iyonizasyonunda (MALDI) 15131 absorbe eden bir
matriks varhidi séz konusudur. Bu matriks varliginda analizi yapilacak molekilin
ylzeyden kopmasi ve iyonizasyonu icin gereken enerjiyi lazer i1simasindan alan bir
carpisma iyonizasyonu teknigidir. Bu teknikte, her bir lazer atisinda meydana gelen
iyonlarin ¢ézilmesi ve ayriimasi igin atis analizériine ihtiyag duyulmaktadir. Bu
sebeple MALDI ile birlite kullanilan iyon ayirici kitle analizérii “time of flight” ya da
“Ucus zamani” (TOF) analizéradar. TOF, iyonlarin agirliklan ile dogru orantil bir

sUre icinde dedektdre ulagsmasini saglamaktadir (Karatayli ve Bozdayi, 2008).

MALDI; proteinler, peptitler ve sekerler gibi biyomoleklllerin ve eski iyonizasyon
yontemleriyle iyonize edildiginde kinlip pargalanmaya egilimli olan polimerler,
dendrimerler gibi bUyUk organik molekillerin analizine olanak saglayan, kutle

spektromekiresinde kullanilan hassas bir tekniktir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Gida ornekleri

Bu calismada zincir marketlerde satisa sunulan farkli markalardan 40 adet hazir
bebek mamasi, 60 adet bebek mamasi olarak kullanilan tahil bazlh gida ve 15 adet
st tozu ornekleri olmak Uzere toplam 115 adet gida materyali Haziran-Agustos

2014 déneminde toplanmigtir. Orneklem dagdilimi Cizelge 3.1 'de sunulmustur.

Gizelge 3.1. Orneklem

Ornek sayis1 | .,

Numune Cinsi Ozelligi

(n)

20 Yerli kapali paket
Bebek mamasi .

20 Ithal kapali paket

10 Acik satilan
Irmik

10 Kapall paket

10 Aclik satilan
Nigasta

10 Kapall paket

10 Acik satilan
Pirin¢g Unu

10 Kapall paket
Siit Tozu 15 Acik satilan
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3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

3.1.2.1. Besiyeri ve Kimyasal Malzemeler

e Maximum Recovery Diluent (M.R.D.)

Cizelge 3.2. MRD igerik bilgisi

Formiil Igerik (g/lt)
Pepton 1.0
Sodyum klortr 8.5

9.5 gr M.R.D. toz besiyeri (LABM LAB103, Ingiltere) 1 litre distile suda ¢6zinunceye
kadar kanstirihir. Hazirlanan ¢ézelti otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilir.
Kullanilana kadar 11k gdrmeyen bir ortamda oda sicakhginda saklanir (TS 62 35 En

ISO 6887-1).

e Violet Red Bile Glucese Agar (V.R.B.G.A.)

Cizelge 3.3. V.R.B.G.A igerik bilgisi

Formiil Igerik (g/lt)
Maya Ekstresi 3.0
Dengelenmis Peptoniu Su 17.0
Sodyum Kilorid 5.0
Safra Tuzlar No.3 1.5
Glukoz 10.0
Nétral Kirmizi 0.03
Kristal Viyole 0.002
Agar No.2 12.0

38.5 gr toz V.R.B.G.A. (LABM LABSS, Ingiltere) besiyeri 1 litre distile su ile
kanstirir. Elde edilen karisim igin 100°C’lik su banyosunda bekletilerek iyice
¢bzUnmesi beklenir. Agar iyice eridikten sonra sogumaya birakilir ve 45°C ye kadar

sogutularak petrilere dokillr ve 3 saat icerisinde kullanilir (ISO 21528-2).

e BCP Glucose Agar
41.5 gr toz BCP Glukoz Agar (Conda, Catno 1320, ispanya) 1 litre distile su ile
karistinhr. Hazirlanan ¢ozelti, tamamen ¢éziinmesi igin 100 °C’lik su banyosunda

iyice ¢bztnmesi beklenir.
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Cizelge 3.4. BCP Glucose Agar icerigi

Formiil igerik (g/lt)
Tripton 10
D-glukoz 10
Sodyum klortr 5
Maya ekstrakti 1.5
Bromokresol moru 0.015
Bakteriyolojik Agar 15

Agar iyice eridikten sonra tiplere 10 ml dagitilir. Dagitim yapildiktan sonra

otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilir (ISO 21528-2).

e Nutrient Agar

Cizelge 3.5. Nutrient Agar igerigi

Formiil icerik (g/lt)
Pepton 5.0
Sigir Eti ekstrakti 3.0
Sodyum klorir 8.0
Agar No.2 12.0

28 gr toz Nutrient agar (LABM LABS, ingiltere) tartilarak 1 litre distile su ile
karistinlir. Elde edilen ¢ozelti otoklavda 121°C'de 15 dk steril edilir. Steril edilen
gOzelti petrilere dokdlur. Agar donduktan sonra 4-6°C’deki buzdolabinda kullanilana

kadar saklanir. (ISO 21528-2).

e ESBL Agar

Cizelge 3.6. ESBL Agar icerigi

Formiil icerik (g/it)
Pepton karigimi 43.2
Kromojenik karisim 1
Agar 15
Selektif karigsim 0.5
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59,2 gr toz Kromatik ESBL Agar (Liofilchem 610629, Italya) tartilarak 1 litre distile
su ile karistinlir. Hazirlanan c¢oézelti otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilir. Steril
edilen ¢ozelti 50°C’ye kadar sogdutulur. Sogutulan besiyeri icine toz kromatik vial
supleman (Liofilchem 81090, Italya) ekienerek, cozelti petri plaklarina dokalir.
Kullanilana kadar 4-6°C'lik buzdolabinda saklanir (CLSI,2013).

e Mueller Hinton Agar

Cizelge 3.7. Mueller Hinton Agar icerigi

Formidil icerik (g/It)
Si1gir eti ekstrakti 2.0

Kazeik asit hidrolizat 17:5

Nigasta 1.50

Agar No.1 17.0

Kalsiyum Ilyonlari 50-100 mg/litre
Magnezyum Iyonlari 20-35 mgllitre

38 gr toz Mueller Hinton Agar (LABM LAB39, ingiltere) tartilarak 1 litre distile su ile
karistinilir. Elde edilen ¢ozelti 121 °C'de 15 dk steril edilir. Steril edilen gozelti 47 °C
ye kadar sogutularak petri plaklarina dokiltr. Kullanilana kadar 4-6°C buzdolabinda

saklanir.

3.1.2.2. Cam ve diger geregler

e Otomatik Pipet: 1 ml (Brand)

e Petri: 90 mm, plastik, tek kullanimlk, steril

e Oze, plastik, tek kullanimlik, steril

o Deney tupl

e Vidall Kapakli Schott Sise: Cam, 250, 500 ve 1000 ml“lik, plastik kapakli,
e Steril poset

o  Steril tuzlu su ¢ozeltisi (% 0,85 NaCl,)

e 0,5 McFarland referans Kontrol Sollisyonu

e Steril pamuklu ekiivyon gubugu

3.1.2.3. Cihazlar

o Inkubatér (37°C lik- Binder, Almanya)
e Otoklav (Hirayama, Japonya)
e Su banyosu (Stuart, ingiltere)
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e Hassas Terazi (AND GF6100, Japonya)
e Stomacher (Easy Mix, Alimanya)

e Buzdolabi (4-6°C)

e Distile su cihazi (Aquatron A4000)

3.2. Yontem

Calismada gida numunelerinde Enterobactericeae tlrlerinin varliklarinin
tespiti icin ISO 21528-2 (Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal methods for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae — Part
2: Colony-count method) talimati takip edildi. Arastirmada CLSI tavsiyeli kontrol
susglar E. coli ATCC 25922 ESBL negatif kontrol ve K. pneumonieae ATCC 700603
ESBL pozitif kontrol suglarn kullaniimistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Kontrol Suslar (CLSI,2013)

No | Tanimi Kod Marka Kullanim amaci

1 E. coli ATCC 25922 Oxoid CL7050 ESBL negatif sus

2 | K. pneumonia | ATCC 700603 | Oxoid CL3074 ESBL pozitif sus

3.2.1. Numune Hazirlama

Farkli satig noktalarindan alinan numuneler analiz igin laboratuvara getirildi. 10 gr
ornek filtreli ve agzi kilitli steril 6rnek hazirlama torbasina konuldu. Torbanin darasi
alindi ve érnegdin tartimi yapildi. Tartimi tamamlanan érnegin Gzerine Madde 3.1.1.1.
de belirtildigi sekilde hazirlanan 80 ml M.R.D. steril mezir kullanilarak eklendi.

Suspansiyon 1 dk stomacher’ de homojenize edildi.

3.2.2. Kiiltiir-bazh Calisma

Madde 3.2.1’de hazirlanan karisimdan 1 ml petri kabina pipetlendi. Uzerine Madde
3.1.1.1.de belirtilen 45°C sicakli§inda olan 15 ml V.R.B.G.A. bosaltildi ve elle saga
sola dogru hareket ettirerek iyice karigmalar saglandi. Besiyerinin donmasi
beklendi. Katilagan besiyeri Gzerine tekrar 15 ml daha VRBGA dékildi. Petri kabi
donduktan sonra 37°C de 24 saat inkiibasyona alindi (ISO 21528-2).

inkilbasyon sonunda VRBGA agarda geligen ve tipik koloniler Nutrient Agara cizgi
ekim metodu ile ekildi. Ekimi yapilan petri plagi 37°C de 24 saat inkibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonunda Nutrient Agarda olusan kolonilere Merck Bactident®

Oxidase kiti (Merck, Darmstad, Almanya) kullanilarak oksidaz negatif testi yapildi.
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Sekil 3.1. VRBGA besiyerinde gelisen Enterobacteriaceae

Test sonucu negatif veren Gram negatif kolonilerden BCP Glucose Agara tiip ekim
yapilarak, 37°C'de 24 saat inkiUbasyona birakildi. inkilbasyon sonunda BCP
Glukoz Agarda gézlenen renk degisimi ile (mordan sari renge dontisim) izolatlarin
enterik bakteri oldugu sonucuna varildi. BCP agarda olusan rek degisimleri Sekil
3.2’de gosterilmigtir. Sari renk veren Gram negatif enterik bakterilerin gelistikleri
Nutrient Agar petri plaklar parafiim ile sarilarak ileri analizlerde kullaniimak Gzere
4-6°C’de buzdolabina kaldirildi.

3.2.3. ESBL Tarama, Dogrulama ve MiK tespiti

BCP Glucose Agarda sari renge dénusim gésteren érnekler ESBL kromojen agara
(LiofilChem, Italya) azaltma ydntemi ile ekim yapildi. Ekim yapilan érnekler 37°C'de
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ESBL agarda pembe (reyen
koloniler E.coli slpheli ve mavi Ureyen koloniler Klebsiella stupheli olarak kabul

edilmigtir.

Disk difiizyon ve disk difiizyon dogrulama testlerine gegcildi. Gelisen ESBL supheli
pembe veya mavi Kolonilerden steril izotonik solisyonuna bulas yapildi ve dansitesi
0.5 Mc Farland standardina ayarlandi. Bu sispansiyondan steril bir ekiivyon
yardimiyla strme yéntemiyle Mueller Hinton agara (LabM, ingiltere) yayma
yontemiyle ekim yapildi. Ekimi yapilan érneklere — gizelge 3.9' da belirtilen turdes
antibiyotik disklerinden CAZ+CLA, CTX+CLA ve CPDiCLA CLSI (2013)
talimatlarina gére steril bir forsep yardimiyla yerlestirildi. Disk yerlestirilen petri ters
cevrilerek, 37°C de 24 saat inklibasyona birakildi.
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Sekil 3.2. BCP Glucose Agar
CLSI talimatina gére ESBL tarama testinde en az bir cins diskin zon ¢api altinda
kalan izolat ESBL supheli kabul edilerek, disk difizyon dogrulama testine alindi.
Sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ) ve sefpodoksim (CPD) ve bu disklerin 10 ug
klavulanik asit iceren turdesleri ile yapildi. Klavulanatli ve klavulanatsiz disklerin zon
Glgim degerleri arasindaki diferansiyel fark CLSI talimatina gére her g antibiyotik
igin 26 mm olmasi durumunda fenotipik olarak kesin ESBL pozitif Gram negatif

enterik bakteri olarak kabul edildi.

0.5 Mc Farland esligine gore bulanikigi ayarlanan bakteri slispansiyonundan 100
mikrolitre soltsyon steril bir mikropipet yardimiyla alinarak 10 ml Mueller Hinton
Buyyon (Merck, darmstad, Almanya) tipline pipetlendi. Stuspansiyon 5-10 saniye
vortekslenerek iyice karismasi saglandi. Bu karisimdan 100 mikrolitre Micronaut-S
beta-laktamaz VII hazir pleytindeki kutuculara (96 adet) pipetlendi. Pleytin Gsti steril
etiket ile dikkatlice kapatildi. Usti kapatilan pleyt 35-37°C’de bir gece inkiibasyona
birakildi. inkuibasyonu tamamlanan pleytler antibiyogram dogrulama ve MIK degeri
tespiti amaciyla Termoscientific Multiskan FC Spektrometre ile okumaya alind.

Veriler Sifin yazihmi ile analiz edildi.
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Cizelge 3.9. Kullanilan antibiyotik diskleri

Antibiyotik Diski igerigi

CAZ seftazidim 30 ug
cV klavulanat 10 g
CAZ 30 seftazidim 30 ug
CTX sefotaksim 30 ug
cV klavulanat 10 ug
CTX 30 sefotaksim 30 pg
CPD sefpodoksim 10 ug
cV klavulanat 1 pg
CPD 10 sefpodoksim 10 ug

3.2.4. VITEK®MS (bioMérieux) ile identifikasyon

Bu galismada identifikasyon islemi VITEK® MS Maldi Tof cihaz talimati takip
edilerek yapiimistir. ESBL supheli oksidaz negatif kolonilerin varhgini dogrulamak ve
karakterize etmek igin bioMérieux firmasindan VITEK® MS cihazi kullaniimistir.
VRBGA agarda lreme olan numuneler Nurtrient Agara gecilerek VITEK® MS

(bioMérieux) aracilidi ile tanimlanmistir.

Slaytlar hazirlanirken, slayt Gzerinde bulunan matriks merkezindeki pozitif kontrol
kuyucuguna E.coli ATCC 8739 referans susu ve dider kuyucuklara Nutrient Agar'a
gecilen supheli koloniler steril bir 6ze yardimiyla bulastirildi.

Sonraki adimda 1 pl matriks sollsyonu (bioMérieux, Fransa) kuyucuklara pipetlendi.
Oda kosullarinda kuruyana kadar 1-2 dk bekletildi. Bu iglemler 2. sinif biyogtvenlik
kabini iginde yapildi. Cihaz yazilimindaki ana menuye giris yapilarak, hazirlanmig
slayt barkodu okutuldu ve orneklerin oldugu kuyucuklar isaretlendi. Hazirlanan slayt
kasete yerlestirildikten sonra okuma baslatildi. Ana meni girisinden VITEK® MS

Review kismi ile sonuglar gézden gegirilerek ve tanimlama sonuglari onaylandi.
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Sekil 3.2. VITEK®MS (bioMérieux) cihazi genel gérinisu

Sekil 3.4, VITEK®MS(bioMérieux) cihazi kaset okutma islemi
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4. BULGULAR

4.1. Kiltur-Bazli Bulgular

VRBGA besiyerine ekimi yapilan 115 adet gida érnedinin 18'inde (%16) Ureme
gorlldu. 3 adet (%15) yerli hazir bebek mamasi, 6 adet (%30) irmik, 1 adet (%5)
nigasta, 8 adet (%40) piring unu 6rneginde koloni gelisimi oldugu saptanmistir.
Ancak, ithal bebek mamasi ve sit tozu 6rneklerinde lreme gortlmemistir. Sonuglar

Cizelge 4.1.’de verigmistir.

4.2. Oksidaz Testi Bulgulari

VRBGA besi yerinde lreme gorilen tipik kolonilere Merck Bactident® Oxidase
(Merck, Almanya) kiti talimati takip edilerek yapilan test sonucuna gére VRBGA besi
yerinde Ureme gérulen 18 izolatin tUmi oksidaz negatif sonug vermistir. Oksidaz
negatif testi sonucu negatif olan izolatlar kesin enterik bakteri olup olmadiklarinin
dogrulamasi icin BCP Glikoz besiyerinde incelemeye alinmistir.inceleme sonucu
oksidaz negatif sonu¢ veren tum izolatlarin kesin enterik bakteri olduklarn teyit

edilmstir.

4.3. Vitek® MS (bioMeriéux) ile Tiplendirme Bulgulan

Gram negatif Enterik bakteriler bir sonraki asama icin VITEK®MS (bioMérieux)
cihaz ile tiplendirmeye alindi. Inceleme sonucu yerli hazir toz bebek mamalarindan
izole edilen 3 koloni P. agglomerans, acik piring unu 6rneklerinden izole edilen 2
koloni P. agglomerans, kapall piring unu érneklerinden izole edilen 6 adet izolatin
1'i C. sakazakii, 1'i P. agglomerans , 1'i E. aerogenes ve 3’ . cloacael/asburiae;
kapall nisasta érneginden izole edilen 1 koloni C. sakazakii/maloniticus ile agik irmik
6érneginden izole edilen 1 adet koloni C. sakazakii , kapall irmik érnedinden izole
edilen 5 adet izolatin 2’si K. oxyfoca, 2’si L. adecarboxylata ve 1'i P. agglomerans
olarak tanimlandi. Sonuglar Cizelge 4.2' gésterilmistir. VITEK®MS (bioMérieux) ile
tanimlanan Enterobacteriaceae familyasina tlrlerinden en fazla P. agglomerans

(n=7) karsilagiimisgtir.

4.4. ESBL Tarama Bulgulan

Identfikasyonu yapilan toplam 18 adet Gram negatif enterik bakteri izolati ESBL
varligi bakimindan tarama testine alindi. CLSI (2013) talimatina gore sefotaksim
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(CTX), seftazidim (CAZ) ve sefpodoksim (CPD) iceren diskler (MAST Group,
Almanya) kullanilarak tarandi. Sonuglar CLSI (2013) talimatina gére yorumlandi.

ESBI tarama testi sonucunda; hazir toz bebek mamasindan izole edilen 2 Pantoea
agglomerans kolonisi, kapall paket piring unundan izole edilen Enterobacter
cloacae/asburiae ve Enterobacter aerogenes ve kapall paket irmik érnedinden izole
edilen Pantoea agglomerans izolatlari en az bir disk CLSI kriterlerine gére belirlenen

zon cap! altinda kaldi§indan ESBL gtpheli olarak bulunmustur.

4.5. Antibiyogram Dogrulama ve MiK Tayini Bulgulari

CLSI talimatina gére ESBL sipheli olarak kabul edilen izolatlar disk diftizyon

dogrulama testine alinmistir.

Disk diflizyon konfirmasyonu test sonucuna gore disk diflizyon taramasi sonuglari

konfirme edildi. Sonuglar Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.

Elde edilen izolatlardan yerli bebek mamalarinda bulunan P.agglomerans, piring
ununda bulunan E. cloacae/ asburiae, E. aerogenes ve irmikten izole edilen P.
agglomerans turlerinin ESBL direngli olduklan fenotipik olarak dogrulanmisgtir.

Dogrulanan pozitif koloni sayilari Cizelge 4.4. te gdsterilmigtir.

Yeni doganlarda ciddi komplikasyonlara yol acabilecek olan Cronobacter sakazakii
nigasta, piring unu ve irmik érneklerinden izole edilmis fakat ESBL direnci tespit
edilmemistir.

CLSI (2013) talimatina gére ESBL supheli kolonilerin Micronaut-S beta-lactamase
VIl kiti (Merlin, Almanya) talimati uygulanarak mikrodilisyon yéntemiyle disk
difiizyon konfirmasyonu ve MIK degeri tespiti spektrometre kullanilarak konfirme

edildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5.te gdsterilmigtir.
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Cizelge 4.1. Kiltar Bazl-Calisma Sonuglari

2 Enterobacteriaceae
Ornek N
Gida cinsi varlig: olan Ornek
sayisi (n)
Sayisi (n)
Yerli hazir bebek
20 3(%15)
mamasi
irmik 20 6 (%30)
Nisasta 20 1 (%5)
Piring unu 20 8 (%40)
ithal hazir bebek
20 0
mamasi
Siut Tozu 15 0

Cizelge 4.2. VITEK®MS (bioMérieux) ile tiplendirme sonuglari

VRBGA’da
Gida Cinsi Gariliji;imﬁemek Bakteri tipi
Sayisi (n)
geetglétl:i‘wz:armam 3 P. agglomerans
Nisasta 1 C. sakazakii/maloniticus
2 P. agglomerans
1 C. sakazakii
Piring unu 1 P. agglomerans
1 E. aerogenes
3 E. cloacaelasburiae,
1 C. sakazakii
irmik 2 K. oxytoca
2 L. adecarboxylata
1 P. agglomerans
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5.TARTISMA ve SONUC

Enfeksiyon tedavisinde ¢i§ir agan antibiyotiklere karsi diren¢ olgusu antibiyotiklerin
kullaniminin baglamasindan hemen sonralari ilk kez 1940’ yillarda fark edilmigtir
(Gradman, 2011). Antimikrobiyal direng glinimuzde halk saghg! agisindan “Biyolojik
Tehlike” olarak kabul edilmektedir. Bilingsiz antibiyotik kullaniminin gut mikroflorada
yarattigi seleksiyon baskisi, direngli suslarin kalici olmasi ve bakteriler arasinda
direnclilik gelisiminin aktariimasi gibi etmenler konuyu yeni boyutlara tagimaktadir
(EFSA,2008).

Ozellikle Enterobacteriaceae familyasina ait tarlerin  insanlarda antibiyotik
direngliliginin yayiimasinda aktif rol oynadi§i gértimektedir. Gida mevzuatlari bu tir
bakterilerin gidalarda varliklarini bir hijyen indikatorii olarak kabul etmesine ragmen;

antibiyotiklere direnglilik henliz gida guvenligi kriteri olarak yer almamaktadir.

Bu olgunun karmasiklasarak ve artarak siireceginin anlagiimasiyla birlikte, takibi ve
dnlenmesine dénik multidisipliner igbirligi c¢abalarinda dikkat g¢ekici artis
goérulmektedir. Direncli bakteriler ve direng genlerinin yayilmalarinda gidalarin

oynadiklari roller heniiz net sekilde ortaya konulamamistir.

Bu suslar icin en onemli direng mekanizmas! beta-laktamaz enzimi Uretebilme
kabiliyetine sahip olmalandir. Bu enzimler genig spektrumlu beta-laktam
antibiyotikleri hidrolize ederek inaktif hale getirmektedir. Inaktivasyon sonucunda
enfeksiyon tedavisi cogu zaman basarisiz olabilmektedir (Bradfort, 2001; Tang ve
ark., 2014).

Antimikrobiyal direng halk saghgini direkt ilgilendirmekte ve sonuglari 6nemsenen bir
olgu olarak dikkat gekici sekilde yukselmektedir. Bu sorun gida glvenligini yakindan
ilgilendirmektedir. Direngli bakterilerin gidalar yoluyla direkt olarak insana bulagma
riski tasimaktadir. Bu sebeple konuya genis perspektiften bakilmasini ve

multidisipliner igbirligini gerektirmektedir (WHO,2015).

Uriner sistem enfeksiyon etmeni Enterobacteriaceae suslarn Dunya’ da her yil 130-
175 milyon kisinin hastalanmasina neden olmakta ve ylksek tedavi maliyetleri
getirmektedir. Bu patojen suslarin beta laktam antibiyotiklere kargl beta-laktamaz
enzimleri Uretebilme kabiliyeti kazanmalari en 6énemli direng mekanizmas! olarak
bilinmektedir (Nordstorm ve ark., 2013).
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Bebek mamalari; anne sitiinin olmadidi ya da annenin gesitli nedenlerle st
veremedigi durumlarda, bebedin tum besin ihtiyaglarini karsilamak tzere formule
edilmig Urtinlerdir. Ayrica bebekler anne sitl ile beslense bile 6. aydan sonra tek
basina anne sutlu yeterli olmamaktadir ve ek besinler ile beslenme programina

devam edilmesi gerekmektedir (Koksal ve Ozel, 2008).

Turkiye Saghk ve Nufus Aragtirmasi (TSNA) 2013 verilerine gore bebeklerde
sadece anne sutl alimi dogumdan sonra ortalama 1,2 aydir. Ek olarak 2008 ile
2013 yillari arasindaki veriler degerlendirildiginde yasamin ilk 6 ayl sadece anne
st ahmi azalirken ek gidalara gegigin arttigi géralmastir (TSNA, 2013).

Son zamanlarda hazir toz bebek mamalarinin mikrobiyolojik guvenligine dikkat
cekilmektedir. Kontamine olan toz bebek formiilleri sebebiyle olugan C. sakazakii ve
K. pneumonia’y iceren Enterobacteriaceae ailesi kaynakll yenidodan
enfeksiyonlarinin  artmasi  bu  konudaki glvenlik o6nlemlerinin  artmasini
saflamaktadir (Zhou ve ark., 2011). Dinya Saghk Orgutt (WHO) gibi uluslararasi

kuruluglar bu sorunun Gzerinde énemle durmaktadiriar.

Kontamine toz bebek mamalari ve onun hazirlanmasinda kullanilan ekipmanlar C.
sakazakiinin baslica kaynadi olarak bilinir. Dolayisiyla sulandiriimis toz bebek
mamalarinda C. sakazakii kontaminasyonu, kontamine olan sulspansiyonun
pastérizasyon sonrasi kullanimi, mamanin sulandiriimasi ve hazirlama iglemlerinin
diger agsamalar sirasinda olusan harici bulagmalardan kaynaklanmaktadir (Giner
ve Telli, 2011).

Cronobacter spp. nedeni ile olusan enfeksiyonlarin insidansi az olmakla birlikte bu
patojenle enfekte olan yeni dodanlarda %40’dan fazla mortalite orani oldugu ve
hayatta kalanlarin ise siddetli nd&rolojik komplikasyonlara maruz kaldig
bilinmektedir. Toz bebek formullerinin kontaminasyonu ile olugsan Cronobacter spp.

salginlari Amerika ve Avrupa’da rapor edilmigtir (Li, 2014).

Avrupa ve Amerika’da bebek mamalar igin olusturulan mikrobiyolojik kriterlere
bakildi§inda, bebek mamalarinda bulunan Enterobacteriaceae lyelerinin ve ozellikle
Cronobacter spp. nin bebeklerin sagligi acisindan &neminin giderek arttigin

gostermektedir (Buchanan ve Oni, 2012).

Bu calismada temel olarak Enferobacteriaceae ve Cronobacter spp. varligi ISO
21528-2 standartlari takip edilerek arastirimis ve elde edilen izolatlar VITEK®MS
(bioMérieux) ile tiplendirilmistir.

Erglin ve ark (1999) Turkiye’de yaptiklari bir caligmada yerli mamalarin genel
mikrobiyolojik kistaslarinin ithal mamalara gére daha dusik oldugunu belirtmislerdir.
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Bizim calismamizda da ithal mamalarda herhangi bir mikrobiyolojik Greme olmamasi
ancak, yerli mamalarda Enterobacteriaceae Uyelerinin bulunmasi Ergin ve ark.

(1999)’ nin sonuglar ile paralellik gdstermektedir.

Ankara'nin farkli marketlerinden toplanarak yapilan calismada, piring unu, ¢avdar
unu, yulaf unu, irmik, ¢ig sut, kiyma, rezene, anason, maydanoz, papatya, i1spanak
brokoli gibi gida bilesenlerinde Cronobacter spp. arastiriimasi yapilmig ve toplanan
12 cesit gida 6rneginin 4 c¢esidinde (piring unu, g¢avdar unu, yulaf unu, rezene)

Cronobacter spp. izole edilmistir (Cetinkaya ve ark., 2012).

Turkiye'nin gesitli illerinden toplanmis bebek mamasi yapiminda kullanilan tahil bazli
gidalarin degerlendirildigi bu calismamizda piring unu 6rneklerinde Cronobacter
sakazakii bulunmus olmasi Cetinkaya ve ark.’nin (2012) calismasi ile uyumluluk
gosterirken, irmik érneklerinde de Cronobacter spp ye rastlanmasi bu konuda daha

detayl arastirmalarin yapilmasi gerektigini distndurmektedir.

Gurtler ve ark. (2005) yapti§i calismada Cronobacter sakazakii yi piring nisastasi,
piring unu ve yumurtadan izole etmislerdir. Bu calismada da piring unundan
Cronobacter sakazaiinin izole edilmis olmasi Gurtler ve ark. galismasi ile benzerlik

gostermektedir.

Mardaneh ve Dallal (2013)'in yapti§i ¢alismada incelenen 125 bebek mamasi
drnedinden 8’inde Pantoea agglomerans pozitif olarak bulunmustur. Calismamizdan
elde edilen sonuglarda ise &zellikle yerli bebek mamalarindan Pantoea
agglomerans'in izole edilmis olmasi bebek mamalarinin bu patojen bakteri

acisindan da degerlendirmesi gerektigini digindirmektedir.

Ayrica Madaneh ve Dallal (2013)'nin yaptiklari ¢alismada bebek mamalarindan izole
ediledin P.agglomerans’in antimikrobiyal duyarliliklarinin incelenmis olmasi ve CLSI
kriterlerine gére  elde edilen izolatlarin %50'sinin  antibiyotik direncli olarak
bulunmasi, bizim calisgmamizda elde ettiimiz P.aglomerans izolatlarinin da CLSI

kriterlerine gére ESBL direngli olmasi ile uyumluluk gostermektedir.

Li ve ark.'min 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada Cronobacter prevelansini en fazla
tahil ve tahil bazl gidalarda bulurken, toz bebek formlllerinde Cronobacter izolatina
rastlamamistir. Bizim ¢alismamiz da da &zellikle bebek mamalarinda Cronobacter
spp bulunmazken nisasta, piring unu ve irmik (tahnl bazli gidalar) érneklerinde

tanimlanmig olmasi Li ve ark.’nin ¢alismasi ile paralellik gostermektedir.

ESBL ureten Enterobacteriaceae’nin prevalansi son on yilda giderek artmaktadir ve
bunlarin sebep oldugu hastaliklarin giderek artmasi, enfeksiyonlarin tedavisini de

glclestirmektedir. ESBL Ureten Enterobacteriaceae nedeniyle meydana gelen
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enfeksiyonlar, duyarli mikroorganizmalarin  olusturdugu enfeksiyonlar ile
kiyaslandiginda hastaliga etki edecek ilgili antimikrobiyal tedavinin etkisinin geg
baslamasina, hastalarin morbidite, mortalite oranlarinin ve tedavi masraflarinin

artmasina neden olmaktadir (Stewardson ve ark., 2014).

ESBL treten bakterilere bagh olarak olusan enfeksiyonlarin prevalansinin artmasi
ozellikle toplumda oral olarak uygulanan antimikrobiyal tedavinin etki

gostermemesine neden olmaktadir (Kassakian ve Mermal, 2014).

Bu caligmada yerli hazir toz bebek mamalarinda Pantoea agglomerans, piring unu
orneklerinde Pantoea agglomerans, Cronobacter sakazakii, Enterobacter aerogenes
ve Enterobacter  cloacaelasburiae, nisasta orneklerinde Cronobacter
sakazakii/maloniticus, irmik érneklerinde C. sakazakii, Klebsiella oxytoca, Leclercia
adecarboxylata, Pantoea agglomerans tlrleri tanimlanmistir. Tanimlanan turlerden
hazir toz bebek mamasindan izole edilen Pantoea agglomerans kolonileri, kapal
paket piring unundan izole edilen Enterobacter cloacae/asburiae ile Enterobacter
aerogenes ve kapall paket irmik érneginden izole edilen Pantoea agglomerans

kolonilerinde ESBL direnci fenotipik olarak dogrulanmistir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri turiine karsi
in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Antibiyotik Duyarliliklarina
Gore Tipleme yontemleri arasinda disk diflizyon, broth mikrodilisyon, agar dillisyon
ve E test (MIK tespiti) bulunmaktadir.

Fenotipik ydntemlerden biyotipleme sus tanimlama ve tiplendirmede en eski
metottur. Suslarin morfolojik, biyokimyasal 6zellikleri ve cevresel etkenlere karsi
duyarliliklarina dayali bir tiplendirmedir. API, Vitek MS Maldi tof ve BD Phoenix
ornek verilebilir. Ayrim glci test sayisina bagl olup; test, metabolik aktivite ve
buyime sartlarindan etkilenmekte ve biyolojik o6zellikleri degistiren random
mutasyonlar ve gen ekspresyonundaki varyasyonlardan dolayr ayrim guct zayif

kalmaktadir.

Bu yontemler ile standardizasyon ve tekrarlanabilirlik yuksek, uygulama ve
yorumlama kolay, dusik maliyetli, direng, plasmid, transpozon gibi genetik mobil
elementlerle gecis yapilabilmektedir. Ancak, ayni klondan gelen epidemiyolojik iligkili
turler ayni duyarlilk paterni gésterebilmekte ve ayinm gict zayiftir. Antibiyotik
duyarllik testlerinde "diflizyon" ve "dilisyon" olmak Uzere baslica iki metod kullanilir.
Diftizyon testleri icinde tarama amagli disk difizyon testi tercih edilmektedir. Elde
edilen bulgular broth (sivi) mikrodilisyon testi ile dogrulanmaktadir. Hangi metod
kullanilirsa kullanilsin, kullanilan testin Clinical and Laboratory Standarts Institude
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(CLSI), British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), Deutsches Institut
fur Normung (DIN) ve Comite de I'Antibiogramme de la Societe Frangaise de
Microbiologie (CA-SFM)’da belirtilen uluslararasi kabul gérmis bir prosedire gore

yapllmis olmasi gerekmektedir.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), ESBL Ureten Enterobacteriacae
familyasi icinde E. coli, Proteus mirabilis ve Klebsiella spp ve plazmid aracili AmpC
beta-laktamazlar diginda bu familyaya ait diger turlerin tespitiyle ilgili tavsiyelerde
maalesef bulunmamaktadir. Bu sebeple, diger tlrlerin tespitini de igine alacak
sekilde gelistirilecek diyagnostik yéntemlere gereksinim duyulmaktadir. ESBL ureten
Enterobacteriacae suslarinin otoanalizér cihazlar ile tespiti fenotipik yéntemlerin

dogrulamasi olarak tercih edilmektedir.

ESBL Ureten Enterobacteriaceae’'nin gidalar yoluyla bebeklere gecmesi hakkinda
daha 6nce arastirma yapiimamistir. Bu nedenle bu galisma bebek mamalari igin
hazirlanan  mikrobiyolojik  kriterlerde  ESBL direnci olan bakterilerin  de

degerlendirimesi gerektigi konusuna 11k tutacaktir.

Bununia birlikte bebek mamasi yapiminda siklikla kullanilan nigasta, piring unu,
irmik gibi tahil bazli gidalarda da Cronobacter sakazakii tanimlanmis olmasi bu
mikroorganizmalarin bebeklere geg¢mesine ve bebeklerin ciddi enfeksiyonlara
yakalanmalarina neden olabilmektedir. Tanimlanan Enterobacteriaceae familyasina
ait turlerin fenotipik degerlendirmesi sonucunda ESBL ureten tlrleri de igeriyor
olmasi, bu mikroorganizmalar nedeniyle hastalia yakalanan bebeklerin
antimikrobiyal tedaviye ge¢ yanit vermelerine ya da verememeleri nedeni ile

6limlerine neden olabilir.

ESBL Ureten mikroorganizmalarin gidalar yoluyla bebeklere bulagsma hakkinda
kapsamli epidemiyolojik arastirmalar maalesef Turkiye'de yapiimamaktadir. Bebek
mamalari ya da bebek mamasi yapiminda kullanilan tahil bazli gidalar (nisasta,
piring unu, irmik) ile ilgili yapilan ¢alismalarda; sadece mikrobiyal kontaminasyon
degerlendiriimis olup elde edilen izolatlarin antimikrobiyal direncliliklerina
bakilmamistir. Bu nedenle de gidalarla ilgili tebliglerde mikrobiyoljik kriterler
belirlenirken mikroorganizmalarin bulunabilecegi miktarlar bildiriimig, ancak bu
mikroorganizmalarin  direngliliklerine bir gida glvenligi parametresi olarak
deginilmemistir. Bebek mamalarina kontamine olmus mikroorganizmalarin ESBL
direngliliklerinin  tebliglerde yer almamasi, bir guvenlik parametresi olarak
degderlendirimemesi, 6zellikle bebek mamasi ve ek gida kullaniminin yayginlagtidi

bu dénemde bebek sadhdini riske atmaktadir.
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Bebek mamalarinin mikrobiyolojik kontrollerinde var olan patojenlerin miktarlarinin

degerlendiriimesine ek olarak ESBL direngliliklerinin de arastiriimast énerilmelidir.

Tahil-bazli gidalarin ESBL Ureten Enterobacteriaceae igermesi ve bebeklerin bu
gidalar tuketmeleri durumunda sagliklari agisinda antibiyotik tedavisinin basarisi
olumsuz etkileyebilecegini gostermistir. Bu nedenle antibiyotik direncleriyle ilgili
calismalarin  genotipik  yontemler de  kullanilarak  diren¢  genlerinin

karakterizasyonunu kapsayacak sekilde gelistirimesi gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada fenotipik sonuglar bebek mamalari ve tahil-bazli bebek
bebek mamalarinda ESBL Ureten enterik bakteriler ve Cronobacter sakazakii
varliklari tespit edilmigtir. Bu izolatlarin diren¢g kodlayan beta-laktamaz genleri
tanimlayacak sekilde incelenmesi insan saglidi ve gida glvenligi konulan

bakimindan son derece édnem tagimaktadir.
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