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OZET

Cakmak, B. (2012). Piyasada Satisa Sunulan Cesitli Bebek Mamalarinda ve Pastorize
Siitlerde Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)’nin Varligi. istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Besin Hijyeni ve Teknolojisi AbD. Doktora Tezi. Istanbul.

Enterobacter sakazakii (E. sakazakii) bebeklerde yasami tehdit eden menenjit,
nekrotize enterokolit ve septisemiye neden olan firsat¢i bir patojendir. Prematiire, diigiik
dogum agirligina sahip ve 28 giinliikkten kiigiik bebekler E. sakazakii infeksiyonu riski
altindadir. E. sakazakii c¢esitli gidalardan ve c¢evresel kaynaklardan izole edilmis
olmasina ragmen, toz bebek mamalari infeksiyonlarin ana kaynagi olarak bildirilmistir.
Toz bebek mamalarinin tiiketilmesi sonucu olusan bir¢ok infeksiyon bildirilmistir. Bu
calismada 120 adet bebek formulii, 80 adet devam formulii ve 150 adet bebek - kiiciik
cocuk ek gidasi olmak iizere toplam 350 adet bebek mamasi ve 50 adet pastorize siit E.
sakazakii varlig1 yoniinden incelendi. E. sakazakii; 350 adet bebek mamasinin 4’{inde
(% 1,14) tespit edildi. E.sakazakii tespit edilen bebek mamalari tahil bazli bebek ve
kiigiik ¢cocuk ek gidasi grubundandir. 100 adet tahil bazli bebek ve kiiclik ¢cocuk ek
gidasiin 4’iinde (% 4) E. sakazakii tespit edildi. Pastorize siitlerde ise, E. sakazakii
tespit edilmedi. Bu sonuglar, toz bebek mamalarinin E. sakazakii infeksiyonlari
acisindan dikkate alinmasi ve infeksiyonlari dnlemek i¢in hijyenik onlemler alinmasi
gerektigini gostermektedir. Bununla birlikte, Tiirk Gida Kodeksi’nde bebek ve devam
formullerinin yan1 sira, bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalarma da E. sakazakii analizi
zorunlulugu getirilmesi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler : E. sakazakii, Cronobacter spp., Bebek Mamasi, Pastorize Siit

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4502
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ABSTRACT

Cakmak, B. (2012). Presence of Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) in a variety
of commercially available baby food and pasteurized milk. Istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Food Hygiene and Technology. Doctoral Thesis.
Istanbul.

Enterobacter sakazakii (E. sakazakii) is an opportunistic pathogen associated
with rare but life-threatening cases of meningitis, necrotizing enterocolitis and sepsis in
babies. Premature and underweight babies, and the babies less than 28 days old are
under the risk of E. sakazakii infection. Although it has been detected in various foods
and other environmental sources, powdered baby food is reported as the main source of
outbreaks. Feeding with powdered infant formula has been epidemiologically
implicated in several clinical cases. In this study 350 baby food and 50 pasteurized
milk samples were examined for presence of E. sakazakii. Baby food samples consist of
120 powdered infant formula, 80 follow-on formula and 150 additional food for infant -
young children. E. sakazakii was detected in 4 of 350 baby foods (% 1.14) examined. E.
sakazakii detected on samples which were cereal-based additional food for infant and
young children. E. sakazakii was detected in 4 of 100 cereal-based additional food for
infant and young children (% 4) examined. It could not be detected in pasteurized milk.
This result indicates that powdered baby food should be considered as an important
source for E. sakazakii, and proper hygienic measures should be applied to prevent
related infection. It is cocluded that, it should be required to analyze for E. sakazakii for
additional food for infant and young children samples in Turkish Food Codex, as well
as infant milk formula and follow-on Formula samples.

Key Words: E. sakazakii, Cronobacter spp., Baby Food, Pasteurized Milk

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 4502



1. GIRIS VE AMAC

Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) son yillarda 6nemi artan, gida
kaynakl1 bir patojendir. Tiim yas gruplarinda goriilmekle birlikte, 6zellikle prematiire,
diisiik dogum agirligina sahip ve 28 giinliikten kiigiik bebeklerde menenjit, nekrotize
enterokolit ve septisemiye neden olan bir bakteridir (Nazarowec-White ve Farber
1997a, Bar-Oz ve ark. 2001, Lai 2001).

E. sakazakii infeksiyonlarin goriilme sikligi diisiik, fakat prognozu kotidiir
(Mullane ve ark. 2006). Ilk olarak 1958 yilinda iki bebegin neonatal menenjit sonucu iki
glin i¢inde 6limiiyle sonuglanan bir salginda, E. sakazakii’den bahsedilmistir (Urmeyni
ve Franklin 1961). Bir¢ok E. sakazakii infeksiyonunun yeni dogan bebeklerde ve
yenidogan bakim iinitelerinde meydana gelmesi nedeniyle, toz bebek mamalar1 bulasma
kaynagi olarak gosterilmistir (Biering ve ark. 1989, Simmons ve ark. 1989, Nazarowec-
White ve Farber 1997a, Bar-Oz ve ark. 2001, Van Acker ve ark. 2001). Bununla
birlikte, bu organizma c¢esitli gidalardan ve gevresel kaynaklardan da izole edilmistir

(Iversen ve Forsythe 2003).

Yeni dogan bebeklerin 0Ozellikle premature bebeklerin mide asitliginin
yetiskinlere gore daha diisiik olmasi, E. sakazakii’nin bebeklerde enfeksiyon
olusturmasinda olas1 6nemli bir faktordiir (Maffei ve Nobrega 1975, WHO 2004).

Ayrica, diisiik su aktivitesine dayanikliligi, enterotoksin ve kapsiil {iretebilme
yetenegi, toz bebek mamalarinin 24 ay gibi uzun raf dmiirleri boyunca canli kalmasina
neden olan faktorlerdir (Iversen ve Forsythe 2003, Lehner ve Stephan 2004, Drudy ve
ark. 2006a, Beuchat ve ark. 2009). E. sakazakii (Cronobacter spp.) 1siya toleransli bir
Enterobacteriaceae iiyesi olmasina ragmen, pastorizasyon isleminde yikimlanmasi ise,

iretim sonrast kontaminasyonu gostermektedir (Iversen ve ark. 2004b).



Anne siitliiniin  olmayis1 ya da annenin siit vermeyi ¢esitli nedenlerle
gerceklestiremedigi durumlarda, yeni dogan bebeklerin beslenmesi, ticari bebek
mamalar1 ile ya da siitler ile saglanmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi’ne gore, bebek
beslenmesinde kullanilan gidalar bebek formiilleri (bebeklerin yasamlarinin ilk aylar
boyunca tiikketimi i¢in tiretilmis {irlinler), devam formiilleri (genellikle 6 aydan itibaren
tilkketim i¢in tretilmis triinler) ve bebek - kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (36 aya kadar olan
bebek ve ¢ocuklar i¢in tamamlayic1 olarak iiretilen ek gidalar) olarak ayr1 ayri
tanimlanmistir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun son 10 yillik verilerine gére, yilda
1.253.253 bebegin dogdugu iilkemizde, bebek basmna tiiketilen mama miktar
hesaplandiginda, kontamine bebek mamalarinin neden olacagi infeksiyon riski oldukca

onemlidir (TUIK 2011).

Simdiye kadar pastorize siitlerde E. sakazakii aranmasi ile ilgili bir ¢alisma
yapilmadigt i¢in, literatiir bilgisine rastlanmamistir. Bu eksikligi gidermek amaci ile
bebek mamalariyla birlikte, pastorize siitlerde de E. sakazakii varliginin arastirilmasi

amagclanmustir.

Bu c¢alisma ile, piyasada satisa sunulan bebek mamalarinin (bebek ve devam
formiilleri, bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari) ve pastorize siitlerin E. sakazakii’nin
varhig1 agisindan incelenerek, tilkemizde bu tiriinlerdeki E. sakazakii infeksiyon riskinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. E. sakazakii’nin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

E. sakazakii; Enterobacteriaceae familyasindan, Gram negatif, fakiiltatif anaerob,
peritrik flagellalariyla hareketli, cubuk seklinde ve spor olusturmayan bir bakteridir. E.
sakazakii; 1980 yilina kadar ‘sar1 pigmentli Enterobacter cloacae’ olarak bilinirdi. E.
cloacae ile arasindaki DNA-DNA hibridizasyonu, biyokimyasal reaksiyonlari, pigment
tiretimi ve antibiyotik duyarliligi farkliliklari baz alinarak, ‘Enterobacter sakazakii’
adiyla yeni bir tiir olarak adlandirilmistir. Adini, bu tiire yaptig1r katkilardan dolayi
Japon bakteriyolog Riichi Sakazakii’den almistir (Farmer ve ark. 1980).

2007 yilinda 210 adet E. sakazakii susunun DNA profilleri ve fenotipik 6zellikleri
incelenmis ve bu bakterinin taksonomik simiflandirmasinda degisiklik yapilmasi
Onerilmistir. Buna gore, Cronobacter adinda yeni bir cins ve 5 tiir tamimlanmistir (C.
sakazakii subsp. sakazakii subsp. nov., C. sakazakii subsp. malonaticus subsp. nov., C.
turicensis sp. nov., C. duplicensis sp. nov., C. muytjensii) (Iversen ve ark. 2007a). Buna
gore E. sakazakii suslarinin tamami Cronobacter spp. olarak, yeni bir cins adi altinda
tanimlanmistir. Bu bakterinin yeni doganlarda sebep oldugu 6liim oraninin yiiksekligi
nedeniyle, Yunan mitolojisinde yeni dogan bebekleri yutan “Cronos” adindaki tanridan
esinlenerek “Cronobacter” adi verilmistir (Iversen ve ark. 2008). Bakterinin adi;
bilimsel literatiirlerde hem Cronobacter spp., hem de E. sakazakii olarak
kulanilmaktadir (Iversen ve ark. 2008, Chenu ve Cox 2009, Zhou ve ark. 2011).

Bundan sonraki kisimlarda anilan bakteri E. sakazakii olarak tanimlanacaktir.

E. sakazakii ve diger Enterobacteriaceae iiyeleri arasindaki temel farklilik, E.
sakazakii’'nin D-sorbitol’ii fermente edememesi ve ekstrakromozomal DNA
tiretebilmesidir (Farmer ve ark. 1980). Bir diger farklilik ise, a-glukosidaz enzimi igin
pozitif reaksiyon vermesidir. Diger Enterobacteriaceae iiyeleri, a-glukosidaz negatiftir
(Muytjens ve ark. 1984). E. sakazakii ile diger Enterobacteriaceae ailesi iiyesi bazi

tiirlerin fenotipik farkliliklar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir (Farmer ve ark. 1980).



Tablo 2-1: E. sakazakii ve Enterobacteriaceae ailesindeki baz tiirler arasindaki fenotipik

farkhiiklar
Test Pozitif sus %’si
E. sakazakii E.cloacae E. aerogenes E.agglomerans E. gergovidae
Yellow pigment
(25°C) 99 1 1 80 1
DNAse (7 giin) 99 1 1 1 1
Lysine
decarboxylase 1 1 2 1 64
Arginine
dihydrolyase % 7 1 1 1
Ornithine
decarboxylase a1 % 2 1 9
D-Sorbitol (asit) 1 95 99 24 1

Nazarowec-White ve Farber (1997c), Enterobacteriaceae iiyeleri iginde, E.

sakazakii’nin 1s1ya en toleransli bakteri oldugunu 6ne stirmiiglerdir.

Nazarowec-White ve Farber (1997b)’mm aym yil icinde yaptig1 diger
caligmalarda, pastorizasyon isleminin organizmay1 o6ldiiriicii etkisi oldugu belirtilmistir.
E. sakazakii’nin gelisim sicakhign 5,5-45 °C’dir. Ayni ¢alismada bir susun 47 °C’de
gelisebildigi bildirilmistir. Optimum sicaklik araligr ise; 37-43 °C’dir. Uremesi igin en
diisiik sicaklik 5,5 °C oldugundan dolay:, organizma buzdolab: sicakliginda
tireyebilmektedir (Nazarowec-White ve Farber 1997b, Iversen ve ark. 2004b). Breeuwer
ve ark. (2003) ise, E. sakazakii’nin diger Enterobacteriaceae ailesindeki diger
bakterilere gore 1s1ya toleransh oldugunu dogrulamamiglardir ve 22 susun 47 °C’deki
gelisimi iizerine yaptiklar1 calismada, bu bakterinin 1siya dayanikli olmadiginm
gostermiglerdir. Bu farkliligin sebebini ise, Nazarowec-White ve Farber’in (1997b)
yaptiklar1 ¢alismada, kullamilan kiiltiirlerin 1siya son derece dayanikli olmasindan
kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir. Bununla birlikte, her iki g¢alisma da

gostermistir ki, E. sakazakii normal pastorizasyon islemi ile ytkimlanmaktadir.



Farmer ve ark.’nm (1980) 57 susta yaptiklar1 arastirmada, 4 ve 50 °C’de gelisme
olmazken, suslarmn c¢ogu 47 °C’de gelisim gdstermistir. Nazarowec-White ve Farber
(1997b), gelisme sicakligini, 5 klinik izolat, 5 gida izolat1 ve standart sus kullanarak
arastirmiglardir ve maksimum gelisme sicaklifinin 41-45 °C, minimum gelisme

sicakliginin 5,5-8 °C arasinda oldugunu bildirmislerdir.

E. sakazakii’nin diisiik su aktivitesine direngli oldugu belirlenmistir (Beuchat ve
ark. 2009). Lin ve Beuchat (2007); yaptiklar1 bir arastirmada, su aktivitesi arttik¢a 6lim

oraninin hizlandigini tespit etmislerdir.

Ozmotik strese ve kurutmaya, lag fazindaki E. sakazakii hiicrelerinin,
Entereobacteriaceae familyasindaki diger bakterilere gore ¢cok daha dayanikli oldugu

bildirilmistir (Breeuwer ve ark. 2003).

Organizma; lateks, silikon, plastik, polikarbon, paslanmaz ¢elik gibi yiizeylere
yapismakta ve bir biyofilm ile gelisme gosterebilmektedir (lversen ve ark. 2004b,
Lehner ve ark. 2005). E. sakazakii’nin yiizeylere tutunmasi ve biyofilm olusturmast;
temizleyici ajanlara ve dezenfektanlara daha direncli olmasini saglamaktadir (Iversen ve

Forsythe 2003, Lehner ve ark. 2005, Kim ve ark. 2006, Grimm ve ark. 2008).

E. sakazakii’nin bazi suslarinin enterotoksin {irettigi; bazi suslarinin ise
ortamdaki azot kayna@i sinirli oldugunda kapsiil iirettigi bildirilmistir (Iversen ve
Forsythe 2003, Lehner ve Stephan 2004, Drudy ve ark. 2006a). Heteropolisakkarit
yapidaki kapsiil, bakterinin toz bebek mamalarinin uzun raf émrii (24 ay) boyunca

canliliklarini stirdiirebilmelerini saglamaktadir (Iversen ve Forsythe 2003).

2.2. E. sakazakii’nin Epidemiyolojisi ve Cevresel Kaynaklari
Bircok arastirmaci tarafindan, E. sakazakii’nin tasiyicisinin ve kaynaginin toz
bebek mamalar1 oldugu ve E. sakazakii infeksiyonlarinin kontamine bebek mamalarinin

tiiketimi sonucu meydana geldigi bildirilmistir (Biering ve ark. 1989, Simmons ve ark.



1989, Van Acker ve ark. 2001). Yenidogan yogun bakim iinitelerinde meydana gelen E.
sakazakii infeksiyonlar iizerine yapilan ¢aligmalarda da, bu infeksiyon ve toz bebek
mamalar1 arasinda mikrobiyolojik ve istatistiksel bir iliski oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, bebekten bebege ya da ¢evreden bulasma olduguna dair bir kanit
bulunamamuastir (Simmons ve ark. 1989, Van Acker ve ark.2001, WHO ve FAO 2004).

E. sakazakii; tiim yas gruplarinda gériilmiistiir (WHO ve FAO 2004). Ozellikle
bebeklerde hayati risk olusturan menenjit, nekrotize enterokolit ve septisemiye neden
olmaktadir (Nazarowec-White ve Farber 1997a, Bar-Oz ve ark. 2001). Prematiire (< 37
hafta), diisiik dogum agirligina sahip (2,000 g’in altinda) ya da immun sistemi zayif
bebekler, 28 giinlitkten daha kiiciik bebekler E. sakazakii infeksiyonlar1 yoniinden risk
altindadir. Immun sistemi baskilanmis veya giicsiiz bebekler bu infeksiyona daha
duyarhidir (Lai 2001). Ayrica HIV pozitif annelerin bebekleri bagisiklik sistemleri daha
zay1lf oldugundan infeksiyona daha duyarli olabilmektedir. Nadir olarak da, bagisiklik
sistemi zayif olan ve yasl kisileri etkilemektedir (WHO ve FAO 2004).

E. sakazakii infeksiyonlarmin insidensi diisiik olmasina ragmen, prognozu
kotiidiir. Mortalite orani, Van Acker (2001) ve Lai (2001) tarafindan % 10-80 olarak;
Bowen ve Braden (2006) tarafindan % 40-80 olarak bildirilmistir. Son yillarda ise,
mortalite oraninin % 20°nin altina diistiigi belirtilmistir (WHO ve FAO 2004). Hayatta
kalanlarda, ¢ogunlukla kalict ndrolojik bozukluklar (hidrosefalus, kuadripleji, gecikmis

sinirsel gelisimler) sekillenmektedir (Ries ve ark. 1994, Lai 2001).

Infeksiyonlarm birgogu yenidogan bakim {initelerinde gergeklesmistir (Van
Acker ve ark. 2001). E. sakazakii infeksiyonlarinin yenidogan bakim iinitelerinde
goriilmesinin nedeni olarak, etkenin toz bebek mamalarinda ve mama hazirlama
ekipmanlarinda bulunmasi gosterilmistir (Simmons ve ark. 1989, Van Acker ve ark.

2001).

Mama hazirlama sirasinda, E. sakazakii ile kontamine ekipmanlarin

kullanilmasimin infeksiyona neden oldugu bildirilmistir, fakat E. sakazakii’nin orjinal



kaynag belirlenememistir. (Noriega ve ark. 1990, Block ve ark. 2002). infeksiyon
arastirmalart sirasinda, mama hazirlanan ortamlardan alinan ¢evresel svaplar sonucu, E.
sakazakii tespit edilememistir. Ancak siit tozu tiretim tesislerinde, diger gida {iretim

tesislerinde ve evlerde tespit edilmistir (Kandhai ve ark. 2004).

E. sakazakii’nin kurutmaya karst yiiksek toleransinin olmasi, kuru ortam
sartlarinda rekabet etme avantaji saglamaktadir. Siit tozu fabrikalarinda ve toz bebek
mamalarinda tespit edilmis olmas1 bu durumu agiklamaktadir. Bu nedenle, son iiriiniin

pastdrizasyon sonrasi kontaminasyon riski yiiksektir (Breeuwer ve ark. 2003).

E. sakazakii tarafindan iiretilen kapsiiliin, mama hazirlamada kullanilan biberon,
kasik vb. malzemelere ve paslanmaz gelik vb. gibi temas yiizeylerine tutunmasi ve

biyofilm olusturmasinda 6nemli rolii oldugu bildirilmistir (Iversen ve ark. 2004b).

Kuzina ve ark. (2001), ilk olarak Anastrepha ludens ad1 verilen Meksika meyve
sineginden E. sakazakii’yi izole etmislerdir. Hamilton ve ark. (2003) ise, Stomoxys
calcitrans sineginin bagirsaklarindan izole etmislerdir ve bu sineklerin E. sakazakii’nin

tasiyicisi olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Iversen ve Forsythe (2003), E. sakazakii’nin gevresel kaynaginin oncelikle su,
toprak ve sebzeler oldugunu, ikinci olarak sinek, fare gibi vektorler olabilecegini
bildirmistir. Bununla birlikte, Muytjens ve Kollee (1990), inek siitl, sigir, evcil
hayvanlar, kemirgenler, kus giibresi, tahil, clirlimiis ahsap, ¢amur, toprak ve ylizey

sularindan bakteriyi izole edememistir.

Genis spektrumda c¢evresel kaynaklardan, su, atik su, termal kaynak su igeren
kaynaklardan, topraktan, eve ait tozdan da E. sakazakii izole edilmistir (Dudley ve ark.
1980, Farmer ve ark. 1985, De Los AngelesMosso ve ark. 1994, Drudy ve ark. 2006b,
Kandhai ve ark. 2006, Friedemann 2007).



Kandhai ve ark. (2004), E. sakazakii’nin izole edildigi, siit tozu tiretim tesisleri
ve ev siipiirgeleri de dahil hemen hemen tiim ortamlari incelemislerdir. 9 tesisin 8’inde
ve 16 evin 5’inde E. sakazakii pozitif bulunmustur. Ayrica, bebek mamas1 hazirlamada
kullanilan kontamine kaplar, blender ve kasiklar, sulandirilarak hazirlanan bebek
formiillerinin sicak sise iginde uzun siire depolanmasinin, E. sakazakii infeksiyonlariyla

baglantili oldugu bildirilmistir (Van Acker ve ark. 2001).

Organizmanin, intestinal hiicrelere ve beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelere
tutunabildigini ve makrofajlar i¢inde canliligint siirdiirebildigi bildirilmistir (Pagotto ve
ark. 2003, Mange ve ark. 2006).

Farmer ve ark. (1980), birgok E. sakazakii izolatini, infekte hastalarin beyin-
omurilik sivisi, kan, balgam, bogaz, burun, diski, bagirsak, deri, yara, kemik iligi, goz,
kulak ve meme abselerinden izole etmislerdir. Ayrica tiikiiriik, idrar, yangili apendiks
dokusu, bagirsak ve solunum yollar1 gibi, genis ¢apta klinik kaynaklardan da izole
edilmistir (Gurtler ve Beuchat 2005, Ray ve ark. 2007, Bhat ve ark. 2009).

2.3. E. sakazakii’nin Patojenitesi ve Antibiyotik Duyarhhgi

E. sakazakii ilk kez 1958 yilinda, Ingiltere'de iki bebegin 6liimiiyle sonuglanan
bir salginda neonatal menenjit ile anilmistir. Her iki bebek de, 2 giin i¢inde, menenjitin
de dahil oldugu yaygin infeksiyon nedeniyle 6lmiistiir. Baslica patolojik anormallikler
beyinde goriilmistiir (Urmeyni ve Franklin 1961). Bebeklerde, menenjite bagli E.
sakazakii infeksiyonlari, dogumdan sonra 4. ve 5. giinler arasinda meydana gelmektedir
ve ilk klinik semptomlarin baslamasindan itibaren birkac¢ saatten birka¢ giline kadar

6liim meydana gelebilmektedir (Muytjens ve ark. 1983).

Iversen ve Forsythe (2003) E. sakazakii’nin toz bebek mamalarindaki infeksiyon

dozunun 1000 kob/g-ml oldugunu belirtmislerdir.



1958 yilindan itibaren bu organizma ile ilgili olarak bir¢ok infeksiyon vakasi,
pek ¢ok iilkede bildirilmistir. Joker ve ark. (1965), Danimarka’da ilk 4 giin iyi olan,
sonrasinda beyin apsesi ve hidrosefali ile komplike, menenjit ile ilgili belirtiler gosteren
bir yenidogan vakasi bildirmislerdir. Monroe ve Tift (1979), Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’nde ilk menenjitsiz E. sakazakii ile iliskili neonatal septisemi vakasini
bildirmislerdir. Infeksiyon dogumdan 6 giin sonra meydana gelmis ve ampisilin ile
tedavi edilmistir. ABD’nde, 1981°de siddetli bir neonatal menenjit vakasinin E.
sakazakii ile iligkili oldugu bildirilmistir (Kleiman ve ark. 1981). 1988’de 4 haftalik ve
8 giinliik 2 bebekte menenjit ile seyreden E. sakazakii infeksiyonu bildirilmistir (Willis
ve Robinson 1988). 1995-1996 yillarinda ise 3, 39, 73, 76 ve 82 yaslarindaki kisilerde 5
farkli E. sakazakii vakasi bildirilmistir (Lai, 2001). Muytjens ve ark. (1983),
Hollanda’da 6 yilda E. sakazakii’nin neden oldugu 8 neonatal menenjit vakasi ve 8
hastadan 2 tanesinde nekrotize enterokolit bildirmislerdir. Izlanda’da 1986-1987
yillarinda, zamaninda dogmus 3 bebekte, 1 tanesinin Oliimiiyle sonuglanan, E.
sakazakii’nin neden oldugu menenjit meydana gelmistir (Biering ve ark. 1989). Van
Acker ve ark. (2001) 1998 yilinda, Belgika’da 12 yeni dogan bebekte nekrotize
enterokolit ile seyreden E. sakazakii infeksiyonu bildirmislerdir. 12 bebegin tiimiiniin,
hastalik meydana gelmeden 6nce toz bebek formiilii ile beslendikleri ve 10 bebegin
beslendigi toz bebek formiilii ireticilerinin ayni oldugu bildirilmistir. Bowen ve Braden
(2006), yenidoganlarda meydana gelen, 46 adet E. sakazakii infeksiyonu
incelemislerdir. Cok diisik dogum agirligt ve septisemiye egilim semptomlari

bildirilmistir.

E. sakazakii infeksiyonlarinin &zellikle yenidogan bebeklerde goriilmesinin
sebebi olarak; yenidogan bebeklerin, o6zellikle prematiirelerin mide asitliginin,
yetigkinlere gore daha az asidik oldugu gosterilmistir. Bu durum, bebeklerde goriilen E.
sakazakii infeksiyonlarinda, etkenin canliligini siirdiirmesinde olas1 6nemli bir faktordiir

(Maffei ve Nobrega 1975, WHO ve FAO 2004).

Hastalik, genellikle antibiyotik tedavisine cevap veriyor olsa da, bazi
arastirmacilar hastaligin baslangicinda kullanilan yaygin ilaglarin antibiyotik direncini

arttirdigin1 bildirmislerdir (Pitout ve ark. 1997). E. sakazakii infeksiyonlar1 geleneksel
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olarak ampisilin, gentamisin veya ampisilin-kloramfenikol ile tedavi edilmektedir (Lai
2001). Shadlia-Matug ve ark. (2008), E. sakazakii izolatlarinin penisilin G, ampisilin ve
sefalotine direngli, gentamisine ise duyarli olduklarini bildirmislerdir. Oonaka ve ark.
(2010) ise, bakterinin gentamisin ve sefalosporinlere duyarli olmasina ragmen,
ampisilin ve linkomisine diren¢li oldugunu bulmuslardir. Lehner ve Stephan (2004),
optimal antibiyotik tedavi sistemi belirlenmesi gerektigini ve ampisiline direngli suslar
ortaya ¢ikmasinin, yeni sefalosporinler kullanimi diisiincesine yol agtigini

bildirmislerdir.

2.4. Bebek Mamalarinda ve Pastorize Siitlerde E. sakazakii

E. sakazakii bir¢ok gidada tespit edilmis olmasina ragmen, toz bebek mamalari
ile kuvvetli bir iliskisi vardir (Nazarowec-White ve Farber 1997a). Organizma; diinya
capinda, toz bebek mamalarindan, toz bebek mamasi bilesenlerinden ve toz bebek
mamasi Uretim tesislerinden izole edilmistir (Nazarowec-White ve Farber 1997a, Van
Acker ve ark. 2001, Shaker ve ark. 2007, Iversen ve ark. 2009).

Johler ve ark. (2010); diisiik pH sartlar1 altinda canliligini siirdiiren izolatlar
bulmuslar ve izolatlarin pH 4,5’de 24 saatte, yaklasik 10° kob/ml gelisebildigini tesbit
etmislerdir. Bu durum, yeni doganlarin mide asitliginin, yetigkinlere goére daha diisiik
olmast dolayisiyla, agiz yoluyla mideye alinan E. sakazakii’nin hayatta kalmasi
acisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir (Maffei ve Nobrega 1975, WHO 2004).

Ayrica E. sakazakii, toz bebek mamalarinda uzun sire dayaniklilik
gosterebilmekte ve bebek mamalarinda 2,5 yi1l depolamadan sonra dahi izole edilen tek
organizma oldugu bildirilmistir. (Riedeli ve Lehneri 2007). Kindle ve ark. (1996), E.
sakazakii‘nin test edilen diger mikroorganizmalara (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Mycobacterium terrae ve Candida albicans)

gore toz bebek mamasinda daha hizli gelistiklerini tespit etmislerdir.
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Iversen ve ark. (2004b), E. sakazakii’nin toz bebek mamalarinda, buzdolabi
sicakliginda depolanma siiresi boyunca gelisebildigini ve bebek beslenme
ekipmanlarinda da tutunabildigini bildirmislerdir. Bu nedenle toz bebek mamalarinin

depolanma siiresinin azaltilmasinin énemli oldugu belirtilmistir.

Muytjens ve ark. (1988), 35 iilkeden topladiklar1 141 adet toz bebek mamasinin
20’sinde (% 14), 13 ilkede, E. sakazakii bulmuslardir. Kanada’da yapilan bir
arastirmada, 5 farkli firmaya ait 120 adet toz bebek mamasinin 8’inde (% 6,67) E.
sakazakii tespit edilmistir (Nazarowec-White ve Farber 1997b). Iversen ve Forsythe
(2004), 82 bebek formiiliiniin 2’sinde (% 2.,4); 49 siitten kesme mamasinin 5’inde (%
10,2) bu bakteriyi izole etmislerdir. Leuschner ve ark. (2004), 11 iilkeden topladiklar
58 adet bebek formiiliiniin 8 tanesinde (% 13,8) E. sakazakii tespit etmislerdir. Retaino
ve ark. (2006), 6 adet kuru bebek tahilindan 2’sinde (% 33); Shaker ve ark. (2007), 8
adet bebek formiiliiniin 2’sinde (% 25) ve 15 adet tahil bazli bebek mamasinin 2’sinde
(% 13,3) bakteriyi izole etmislerdir. Chap ve ark. (2009), yedi lilkede (Brezilya,
Endonezya, Jordan, Kore, Malezya, Portekiz ve Birlesik Krallik) yaptiklari arastirmada,
E. sakazakii 136 devam formiiliiniin 1’inde (% 1), 179 diger bebek formiillerinin
22’sinde (% 12) tespit edilmistir. Tiirkiye’de 20 adet bebek mamasinda yapilan bir

arastirmada, E. sakazakii kontaminasyonu saptanmamistir (Koluman 2011).

Simdiye kadar pastorize siitlerde E. sakazakii aranmasi ile ilgili yapilmis bir

calisma bulunmamaktadir.

Shaker ve ark. (2008), toz bebek mamalarinda degisik sicakliklardaki sicak su
ile, stres altindaki E. sakazakii’nin termal inaktivasyonu iizerine g¢alismiglardir. Su
sicaklign 70 °C’nin iizerine ¢iktiginda, stres altinda olmayan organizmalara gore, stresli
hiicrelerde 6nemli bir azalma oldugunu gostermislerdir (yaklasik 1 logio). Ancak, toz
bebek mamalar1 80, 90 ve 100 °C’deki sularla hazirlandiklarinda, énemli bir farklilik

olmamustir.
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Gidalarin tiiketilmeden Once 1s1 igleme tabi tutulmasi, gida kaynakli patojenler
ile ilgili riskleri azaltan birinci yontem olarak bilinmektedir. E. sakazakii ise, 1siya
dayanikli olarak bildirilmistir (Zhou ve ark. 2011). Bununla birlikte, E. sakazakii’nin
biyofilm olusturma ve kuru sartlarda canliligini siirdiirme kabiliyeti, bebek formiili
fabrikalarinda ve sonradan kurutulmus iiriinlerde yasamini siirdiirmesine neden

olabilmektedir (Iversen ve ark. 2004b, Grimm ve ark. 2008).

Toz bebek mamalarinin iiretiminde 3 farkli proses kullanilmaktadir. Bu
prosesler; kuru karisim prosesi, yas karisim prosesi ve her iki prosesin birlesimi olarak
gruplandirilabilir. Mikrobiyal kontaminasyon; 1s1 islem uygulanmayan vitamin, mineral
gibi bilesenlerin toz formuna eklenmesini takiben ve/veya ¢evresel bulagmalar ile
pastdrizasyon sonrasinda gergeklesmektedir. Uretim ortamindaki énemli kontaminasyon
kaynaklari, kontamine hammadde bilesenlerinin kullanimi1 yoluyla olusmaktadir. E.
sakazakii kontaminasyonunun; pastorizasyon sonrasindaki asamalarda, kurutma ve
paketleme sirasinda ve iiretim ortamindan kaynaklandigi kabul edilir. Kurutma asamasi
sonrasindaki E. sakazakii prevalansi; organizmanin kurutma / ozmotik strese direngli

olabilme yetenegine baglidir (Mullane ve ark. 2006).

Toz bebek mamalart steril olarak iiretilen lriinler olmadigindan, i¢ ya da dis
kontaminasyon meydana gelmektedir. I¢ kontaminasyon; mama iiretim asamasinda
meydana gelen kontaminasyondur. Kurutma islemi sonrasinda eklenen kontamine
bilesenler ile, kurutma asamasindan sonraki ¢evresel islemler sirasinda ya da paketleme
oncesinde olusurken; dis kontaminasyon; mamalarin sulandirilmasi ve hazirlanmasi
esnasinda, iyi temizlenmemis, mama hazirlamada kullanilan blender, kasik vb. kaplar
ile meydana gelebilmektedir (Chenu ve Cox 2009, Mullane ve ark. 2006, Simmons ve
ark. 1989, Van Acker ve ark. 2001).

2.5. Diger Cesitli Gida Maddelerinde E. sakazakii
E. sakazakii, ¢evrede yaygin olarak bulunan bir bakteridir (Farber 2004,
Kandhai ve ark. 2004, Arts 2005). Genis bir spektrumda gida ve gida maddelerinden

izole edilmistir. Piring, fermente ekmek gibi tahil ve tahil iiriinleri, meyve ve sebze,
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baklagiller, otlar ve baharatlar gibi bitki kokenli gida ve gida maddelerinden izole
edildigi gibi, UHT siit, peynir, kefir, siit tozu gibi siit lirtinleri, sigir eti, sosis gibi et ve
et Uriinleri, balik ve tirlinleri gibi hayvansal gida maddelerinden de izole edilmistir. E.
sakazakii ile kontamine gidalarin spektrumu hem ¢ig, hem de islenmis gidalari
kapsamaktadir. E. sakazakii ile kontamine gidalarin proses niteligi kuru/kurutulmus
tiriinlerle sinirli degildir. Hem taze, dondurulmus, tiiketime hazir, fermente ve pisirilmis
gida tdriinleri, hem de gida hazirlamada kullanilan su ve igecekler E. sakazakii
tarafindan kontamine edilmis olarak bulunmustur (Muytjens ve Kollee 1990, Leclercq

ve ark. 2002, Iversen ve Forsythe 2003, Iversen ve Forsythe 2004b, Friedmann 2007).

Baumgartner ve ark. (2009), tiiketime hazir {iriinlerde yaptig1 ¢alismada, 23 adet
briiksel lahanasi, taze baharat ve salatanin 14’iinde (% 60,8), 26 adet baharat ve kuru ot
karisiminin 7’sinde (% 26,9), 42 adet pudra sekerinin 3’tinde (% 7,1) E. sakazakii izole

etmistir.

Iversen ve Forsythe (2003), E. sakazakii’nin hayvan ve insan bagirsak florasinin
bir pargasi olmadigini one siirmiistiir. Iversen ve Forsythe (2004), baska bir ¢alismada,
122 ot ve baharatin 40’inda (%37,8) bu bakteriyi izole etmislerdir. Ayrica, su, toprak
ve sebzelerin bu bakteri icin temel ¢evresel kaynak oldugu bildirilmistir. (Soriano ve
ark. 2001, Leclercq ve ark. 2002, Iversen ve Forsythe 2003, Cruz ve ark. 2004).

Molloy ve ark. (2009) tarafindan, 10 adet hamburger koftesinin 3’iinde, 6 adet

marulun 2’sinde tespit edildigi bildirilmistir.

Tiirkiye’de 2011 yilinda yapilan bir arastirmada, 45 adet kiyma numunesinin
2’sinde (% 4,44) ve 20 adet c¢ilek numunesinin 1’inde (% 5) E. sakazakii

kontaminasyonu saptanmistir (Koluman 2011).

Turcovsky ve ark. (2011), 64 adet kirmizi et numunesinin 1’inde, 12 adet sebze

numunesinin 1’inde E. sakazakii tespit etmislerdir.
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Kandhai ve ark. (2010), 222 kiyma numunesinin 7’sinde, 47 sebzenin 2’sinde E.

sakazakii tespit etmislerdir.

2.6. Gida Maddelerinde E. sakazakii Tespit Yontemleri

E. sakazakii’nin izolasyon ve identifikasyonunda kiiltiirel veya molekiiler
yontemler kullanilmaktadir. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 2002
yilinda ve International Organization for Standardization (ISO) tarafindan 2006 yilinda
yayinlanan metotlar kiiltiirel metotlardir (FDA 2002b ve ISO / TS 22964 2006).
Molekiiler yontemler ise, PCR (Polimerase Chain Reaction) ile yapilan metotlardir.

2.6.1. FDA (2002)’ya Gore E. sakazakii Analiz Metodu

FDA’nin (Food and Drug Administration) 6nerdigi izolasyon ve sayim metodu
EMS (En Muhtemel Say1) yaklasimina dayanmaktadir. Analiz; 6n zenginlestirme,
zenginlestirme ve izolasyon asamalarindan olusmaktadir. Analiz asamalar1 Sekil 2.1°de

gosterilmistir (FDA 2002b):
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3xlg 3x10g 3x100¢g
numune numune numune
9 ml distile su ile 90 ml distile su 900 ml distile su
1:10 dilusyon ile 1:10 dilusyon ile 1:10 dilusyon
[ 36 °C’de 16-18 saat inkiibasyon ]
10 ml 10 mi 10 ml
+ + +
90 ml EE Broth 90 ml EE Broth 90 ml EE Broth
> 7
36 °C’de 16-18 saat inkiibasyon ]

*VRBG Agar (0,1 ml yayma yontemiyle ekim)
36 °C’de 16-18 saat inkiibasyon

*VRBG Agar (10 pl 6ze ile seyreltme yotemiyle ekim)
36 °C’de 16-18 saat inkiibasyon

l

[ 5 adet stipheli koloni }

(Mor haleli mor koloniler)

l

TSA
25 °C’de 48-72 saat inkiibasyon

v

[ Sar1 koloniler ]

P

API 20 E

Oksidaz testi Biyokimyasal test

Sekil 2-1: FDA’ya gore, toz bebek mamalarindan E. sakazakii izolasyonu ve sayimi
metodu akis semasi (FDA 2002b).

FDA metoduna gore;




16

e EMS iigli-tiip teknigi kullanilarak, numuneler uygun hacimdeki erlen
siselere, aseptik kosullarda, tiger adet 100 g, 10 g ve 1 g olarak tartilir.
1:10 seyreltme yapabilmek igin, tiger adet 900 ml, 90 ml ve 9 ml steril
distile su eklenir ve hafifce karistirtlir. 36 °C’de 16-18 saat inkiibe edilir

(On zenginlestirme).

e Inkiibasyondan sonra, her suspansiyondan 10’ar ml alinarak icinde 90 ml
Enterobacteriaceae Enrichment Broth (EE) bulunan siselere aktarilir. 36

°C’de 16-18 saat inkiibe edilir (Zenginlestirme).
e izolasyon asamasi igin 2 yontemden biri kullanilir:

Yayma metodu: Her bir zenginlestirme kiiltiirinden 0,1 ml alinarak
paralel olarak VRBG Agar’a inokiile edilir. 36 °C’de 16-18 saat inkiibe

edilir.

Oze ile seyreltme metodu: Her bir zenginlestirme kiiltiiriinden 6ze ile
yaklasik 10 pl alinarak paralel olarak VRBG Agar’a inokiile edilir. 36
°C’de 16-18 saat inkiibe edilir. VRBG Agar’da iireyen tipik koloniler

safra asitlerinin ¢oktiiriilmesiyle olusan mor bir hale ile sarilmis mor

koloniler seklindedir.

e Petride iireyen olasi E. sakazakii kolonilerinden 5 adet alinarak Trypton
Soy Agar’da (TSA) 25 °C’de 48-72 saat inkiibe edilir. Sar1 pigmentli
koloniler tipik kolonilerdir.

e TSA igeren perilerden secilen sar1 pigmentli koloniler, oksidaz testi ile
ve ticari olarak satilan APl 20 E test kiti ile biyokimyasal olarak

dogrulanir.

e Her bir diliisyondan pozitif bulunan tiiplerin sayisina gore, numunenin

g’indaki koloni sayis1 EMS tablosundan hesaplanir.

Toz bebek mamalarinda E. sakazakii’nin belirlenmesinde FDA tarafindan
Onerilen metodun uzun slirmesi ve izolasyonda kullanilan VRBGA besiyerinin E.

sakazakii i¢in yeterince ayirt edici ve segici olmamasi nedeniyle, dogru sonucu daha
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hizli sekilde veren besiyeri arayisina gidilmis ve E. sakazakii i¢in kromojenik ve

florojenik besiyerleri formiile edilmistir (Polat ve Halkman 2007).

Bu metot E. sakazakii’nin sar1 pigment tiretimine dayalidir. Ancak sar1 pigment
tiretimi Enterobacteriaceae familyas: iginde yalnizca E. sakazakii’ye ozgii degildir.
Bununla birlikte bazi E. sakazakii suslarmin beyaz pigment firettigi bildirilmistir
(Cawthorn ve ark. 2008).

2.6.2. ISO /TS 22964 (2006)’e Gore E. sakazakii Analiz Metodu
ISO tarafindan 2006 yilinda yaymlanan ISO / TS 22964 metodu kalitatif tayin
yapan bir metottur. Analiz FDA’nin yonteminde oldugu gibi 6n zenginlestirme,

zenginlestirme ve izolasyon asamalarindan olugsmaktadir. Analiz asamalar1 Sekil 2.2°de

gosterilmistir (ISO / TS 22964 2006):
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[ 25 g/ ml numune ]

Y
p
225 ml Buffered Peptone Water
37+£1°C’de 18 + 2 saat

) !
( -
mLST/Vancomycin
44 +0,5 °C’de 24 + 2 saat
\
ESIA
44 +1°C’de 24 + 2 saat
1-5 adet siipheli koloni
(vesil, mavi-yesil koloniler)

v

TSA
25 £ 1 °C’de 44-48 saat inkiibasyon

I

[ Sar1 koloniler ]
: : Biyokimyasal test
k
[ Oksidaz testi } [ (API 20E, GNB 24E vb.) }

Sekil 2-2: 1ISO / TS 22964’e gore, siit ve siit iiriinlerinde E. sakazakii aranmasi metodu akis
semasi (1SO / TS 22964 2006)

ISO / TS 22964 metoduna gore;

e 25 g (ml) numune tartilarak 225 ml Buffered Pepton Water ile aseptik
kosullarda stomacherde homojenize edilir. 37+1 °C de 18+2 saat inkiibe

edilerek 6n zenginlestirme yapilir.

e Inkiibasyon sonrasi, n zenginlestirme besiyerinden 0,1 ml alinarak, 10
ml. mLST/vancomycin medium’a inokulasyon yapilir. 44+0,5 °C’de

2442 saat inkiibe edilir. Sicakligm 44,5 °C’yi agmamasi tavsiye edilir.
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Inkiibasyon sonrasi, mLST/vancomycin medium’dan, ESIA igeren petri
ylizeyine 6ze ile ekim yapilir. 24+2 saat 44+1 °C de inkiibasyona
birakilir. inkiibasyon sonrasi, kromojenik agardaki tipik koloniler siipheli
E. sakazakii kolonileri olarak degerlendirilir. Tipik koloniler 1-3 mm
arasinda degisen biiylikliikte, yesilden mavi-yesile degisen renktedir.
Hafif derecede 1s1k gecirgen ve mor renkli koloniler, tipik olmayan

koloniler olarak degerlendirilir.

ESIA’da 1-5 adet tipik koloni secilir. Tryptone Soya Agar (TSA) iceren
petrilerin yiizeyine ekim yapilir. 25£1°C’de 44-48 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrast TSA igeren petrilerde, sar1 pigmentli koloniler
incelenir. Sadece 1 koloni secilip TSA’ya transfer edildiginde,
inkiibasyon sonrasi sar1 pigmentli olmayan koloniler goriilebilir. 4 tipik
koloni daha segilerek TSA igeren petrilerin yiizeyine ekim yapilir. 5’den

az tipik koloni varsa, partideki tiim koloniler se¢ilmelidir.

TSA petrilerindeki, sart renkli koloniler segilerek biyokimyasal testlere

tabi tutulur. Dogrulama testleri Tablo 2.2’ye gore degerlendirilir.

Oksidaz: Segilen koloniler 6ze ile aliir, oksidaz kimyasali ile
nemlendirilmis filtre kagidi lizerine ya da ticari disklere yayilir. Filtre
kagidi iizerindeki soluk mor, mavimsi mor ya da koyu mavi rengi 10

saniye iginde degismezse, test negatif olarak degerlendirilir.

L-Lysine _decarboxylase: Oze ile secilen koloniler L-Lysine

decarboxylation medium’a inokule edilir. Tiipler 30+=1 °C’de 24+2 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi mavi-mor renk pozitif reaksiyon

oldugunu gosterir. Sar1 renk, negatif reaksiyondur.

L-Ornithine decarboxylase: Oze ile segilen koloniler L-Ornithine

decarboxylation medium’a inokiile edilir. 30+1 °C’de 24+2 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonrasi mavi-mor renk pozitif reaksiyon oldugunu
gosterir. Sar1 renk, nagatif reaksiyondur.

L-Arginine _dihydrolase: Oze ile segilen koloniler L-Arginine

dihydrolase medium’a inokiile edilir. 30+1 °C’de 24+2 saat inkiibe edilir.
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Inkiibasyon sonras1 mavi-mor renk pozitif reaksiyon oldugunu gosterir.
Sar1 renk, nagatif reaksiyondur.

Cesitli_sekerlerin _fermantasyonu: Oze ile secilen koloniler her bir

karbonhidrat fermantasyon medium’a inokule edilir. 30£1 °C’de 24+2
saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi sari renk pozitif reaksiyon
oldugunu gésterir. Kirmizi renk, negatif reaksiyondur.

Sitrat’in_kullanimi: Oze ile secilen koloniler yatik Simmons Citrate

Medium’un yiizeyine inokule edilir. Tiipler 30+1 °C’de 24+2 saat inkiibe
edilir. Besiyerinin maviye doniismesi pozitif reaksiyon oldugunu

gosterir.

Tablo 2-2: E. sakazakii i¢cin dogrulama testleri sonu¢larinin yorumlanmasi

E. sakazakii’nin gosterdigi

Biyokimyasal test Pozitif - negatif reaksiyon reaksiyonlar (%)
Sar1 pigment iretimi + >99
Oksidaz - >99
L-Lysine decarboxylase - >99
L-Ornithine decarboxylase + +90
L-Arginine dihydrolase + >99
D-Sorbitol’iin fermentasyonu - +95
L-Rhamnose’un fermentasyonu + >99
D-Sucrose’un fermentasyonu + >99
D-Melibiose’un fermentasyonu + >99
Amygdaline fermentasyonu + >99
Citrate hidrolizi + >05

o E. sakazakii identifikasyonu igin ticari biyokimyasal test kitleri de

kullanilabilir.
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2.6.3. PCR ile E. sakazakii Analiz Metodu

E. sakazakii’nin tespitinde, molekiil tabanli metotlar da gelistirilmistir. Seo ve
Brackett (2005); E. sakazakii’nin kantitatif real-time PCR teknigini tanimlamislardir.
Bu metot ile toz bebek mamalarinda zenginlestirme asamasi uygulanmadan 100 kob/ml
diizeyinde organizma tespit edilmistir. PCR metodu ile daha kisa siirede sonug

alinmaktadir.

2.6.4. E. sakazakii’nin izolasyonu ve Identifikasyonu icin Gelistirilen Besiyerleri
Farmer ve ark. (1980) tarafindan; E. sakazakii’nin tanimlanmasindan bu yana,
bakterinin belirlenmesi ve identifikasyonu icin bircok metot Onerilmistir. Onceki
aragtirma sonuglarinda E. sakazakii, sar1 pigment iiretimi, D-Sorbitolii fermente
edememesi, gecikmis DNAse aktivitesi ve a-glukosidaz enzim {iretimi ile, benzer
ozellik gosteren diger Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerden ayrilmistir (Farmer
ve ark. 1980). Sonraki aragtirmalarda, pigmentsiz E. sakazakii suslarinin da
bildirilmesiyle, identifikasyonda sar1 pigment iiretimine tamamen giivenilmemesi ortaya

konulmustur (Block ve ark. 2002, Iversen ve Forsythe 2007, Iversen ve ark. 2007b).

E. sakazakii’nin, Enterobacteriaceae ailesi i¢inde a-glukosidaz pozitif olan tek
tiir olmasi, bu bakterinin belirlenmesi ve identifikasyonu amaci ile bir¢gok kromojenik
agar gelistirilmesinde temel olusturmustur (Muytjens ve ark. 1984). Kromojenik bir
substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glucopyranoside (XaGlc) igeren farkli
besiyerleri gelistirilmistir. Bu substrat a-glukosidaz tarafindan hidrolize edildiginde
aglikon ve bromo-4-chloro-3-indolyl ortaya ¢ikar. Hidrolizasyon iiriinlerinden bromo-4-
chloro-3-indolyl oksijen varliginda, bir pigment olan bromo-chloro-indigo’ya doéniisiir.
Bu pigment sayesinde E. sakazakii, besiyerinde mavi renkli koloniler olusturur (lversen
ve ark. 2004a). E. sakazakii’nin bu ozelligini kullanarak gelistirilmis besiyerleri
Druggan-Forsythe-lversen (DFI) Agar, Enterobacter sakazakii Isolation Agar (ESIA),
Oh-Kang (OK) Agar, Leuscher-Baird-Donald-Cox (LBDC) Agar ve Enterobacter
sakazakii Chromogenic Plating Medium (ESPM) gibi besiyerleri, bu biyokimyasal
ozelligin kullanimi ile formiile edilmistir (Polat ve Halkman 2007). ISO tarafindan
onaylanan ESIA besiyerinin bilesiminde; Gram pozitif rekabet¢i floranin inhibisyonu

icin sodium deoxycholate ve crystal violet mevcuttur. ESIA besiyerine gore yiiksek
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sodium deoxycholate konsantrayonu ve diisiik kromojenik substrat konsantrasyonu DFI
agarin hassasiyetini olumsuz etkilemektedir. DFI agarda; ESIA besiyerinden farkli
olarak, besiyeri bilesimindeki hidrojen siilfit iiretim tespit sistemi ile zayif a-glukosidaz
aktivitesine sahip olan Proteus tiirlerinin ayrimi miimkiin olmaktadir (Druggan ve
Iversen 2009).

Bakteri, besiyeri ve susa bagli olarak iki koloni tiiri (parlak ve mat)
olusturmaktadir. TSA’da olusan koloni c¢aplarinin, 36 °C’de 24 saat inkiibasyondan
sonra 2-3 mm, 25 °C’de 24 saat ve 48 saat inkiibasyon sonrasinda sirasiyla 1-1.5 ve 2-3
mm oldugu belirlenmis ve sivi besiyerinde gelisen E. sakazakii ‘nin kiimelenme ve
sediment olusturma egiliminde oldugu gozlenmistir (Nazarowec-White ve Farber,

1997a, Farmer ve ark. 1980, Iversen ve Forsythe 2003).

2.6.5. E. sakazakii’nin Biyokimyasal Analizleri icin Kullanilan Ticari Kitler
E. sakazakii’nin dogrulamasi1 amaciyla API 20E, Microbact GNB 24E gibi ticari
biyokimyasal test kitleri kullanilmaktadir.

2.7. Bebek Mamalari ve Bebek Mamalarimin Uretim Prosesi

2.7.1. Bebek Mamalari
Bebek mamalari; bebek formiilleri, devam formiilleri ve bebek - kii¢iik ¢ocuk ek

gidalar1 olmak iizere 3 ¢esittir.

Bebek formiilleri; bebeklerin yagamlarinin ilk aylar1 boyunca, dogrudan veya su
ilavesi ile tiiketilen tirtinlerdir (TGK 2008/52). Steril olarak iiretilmeyen tiriinlerdir

(WHO ve FAO 2004).

Devam formiilleri; farkli bir ay Onerilmedigi takdirde altinci aydan itibaren,
bebeklerin giderek cesitlenen diyetlerindeki baslica sivi alimini olusturan iiriinlerdir.

(TGK 2008/53).
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Bebek ve kiiclik cocuk ek gidalari ise; islenmis tahil bazli ve tahil bazli olmayan
ek gidalar olarak 2 gruba ayrilmistir. Bebek (12 aym altindaki yas grubu) ve kiigiik
cocuklar1 (12-36 ay arasindaki yas grubu) ileri yaslardaki giinliik diyetlerine alistirmak
i¢cin kullanilan ek gidalardir (TGK 2007/50). Ek gidalarin tiiketime hazir olarak satisa
sunulan tirtinleri, steril olarak tiretilen gidalardir (WHO ve FAO 2004).

2.7.2. Bebek Mamalarimin Uretim Prosesi

Toz bebek formiilleri, genel olarak 2 tip proses kullanilarak iiretilmektedir: Kuru
karigtirma prosesi ve yas karigtirma-sprey kurutma prosesi. Bazi {ireticiler tarafindan her
iki prosesin kombinasyonu kullanilmaktadir. Kombine edilmis proses, yas karisim-
sprey kurutma prosesi kullanilarak, protein ve yag bilesenlerinden olusan temel bir toz
tiretilmektedir ve sonra bu toz karbonhidrat, mineral ve vitamin bilesenleri ile
harmanlanarak kurutulmaktadir. Bu proseslerin, E. sakazakii ya da diger zararh

bakteriler tarafindan kontaminasyonu agisindan farkli riskleri ve yararlar

bulunmaktadir (Zink 2003).

2.7.2.1. Kuru Karistirma Prosesi
Kuru karistirma prosesinde; bilesenler dehidre toz form olarak tedarik¢ilerden
temin edilmektedir ve bu bilesenler bebek formiilii igin gerekli olan makro ve mikro

besin dgelerinden diizgiin bir karisim elde etmek i¢in harmanlanir (Zink 2003).

Kuru karigtirma prosesi, yas karisim-sprey kurutma metoduna gore, bazi iiretim
avantajlart sunmaktadir. Kuru karistirma, yas karisim-sprey kurutmaya gore daha az
sermaye gerektirir ve daha fazla enerji verimliligi saglanir. Ayrica, kuru karistirmada,
tiretim prosesinin su kullanimi igermemesinden dolay1, proses hatti uzun siire boyunca
kuru tutulabilmektedir. Kuru bir ortamda, bakterilerin gelismesini desteklemesi i¢in
gereken su engellenir ve fabrika ortaminda, iiriin kontaminasyonuna sebep olacak
sayidaki zararl bakterilerin sans1 azalir. Ancak, kuru karistirma metoduyla iiretilen bir
irtiniin mikrobiyolojik kalitesi, kuru bilesenlerin mikrobiyolojik kalitesi ile belirlenir.
Kuru kanstirma prosesinde, son iirlindeki bakterilerin yikimlanmasi ig¢in bir 1s1

uygulamasi yoktur. Boylelikle, eger kuru harmanlanmis bir iirinde, bir ya da daha fazla
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bilesen diisiik sayidaki zararli bakteriler ile kontamine olmus ise, bu bakterilerin bitmis

tirtinde de bulunmasi muhtemeldir (Zink 2003).

Kuru karistirma prosesi bilesenlerin kabulii ile baslar. Bilesenler, genellikle
mikrobiyolojik kontaminasyon da dahil olmak {iizere, sartnamelere uygunlugu igin test
edilene kadar depolanir. Mikrobiyolojik kontaminantlar diisiik sayilarda mevcut
olabildigi i¢in ve parti icinde rastgele dagilimda olmadigi icin, sadece partinin test
edilmesi ile, mikrobiyolojik kalitenin saglanmasi zordur. Her tedarik¢i bilesenlerin
zararli bakteriler tarafindan kontamine olmayacagini saglayacak sekilde iiriinlerini

tiretmek zorundadir. Bu da uygun proses kontrol ve iyi liretim uygulamalarina siki

sikiya bagli kalarak saglanir (Zink 2003).

Kuru bilesenler, biiytlik 6l¢ekli karistirma ekipmanlari ile biiyiik partiler halinde
harmanlanir. Bilesenler partinin her tarafina esit olarak dagilacak sekilde karigtirilir.
Karigtirtlmig triinler biiyliik boy parcaciklar ve gereksiz malzemelerin ayrilmasi icin
elekten gegirilir. Elenmis {iriinler depolama i¢in ¢anta, kilif vb. i¢ine transfer edilir. Bazi
durumlarda, tozlar, toz paketleme hattina direkt aktarilabilmektedir. Paketleme hattinda,
tozun kutulara aktarilmasi i¢in, dolgu hunisine transfer edilir. Doldurulan kutular, inert
gaz ile temizlenir, kapatilir, kodlanir ve paketlenir. Genel olarak, bitmis iirlinler,
mikrobiyolojik kontroller de dahil olmak iizere, sartnamelere uygunluguna dair son

kontrolii yapilincaya kadar bekletilir (Zink 2003).

2.7.2.2. Yas Karistirma - Sprey Kurutma Prosesi

Yas karistirma-sprey kurutma prosesinde, bilesenler birlikte karistirilir,
homojenize edilir, pastorize edilir ve toz elde edilmesi i¢in sprey kurutma yapilir.
Pastorizasyon agsamasi bilesenlerde mevcut olabilecek zararli bakterileri yok eder. Bu
nedenle, bu proses, bilesenlerin mikrobiyolojik kalitesine daha az bagimlidir. Bu
proseste, parti geneline, besin maddelerinin diizglin dagilim saglanmasi avantaji vardir.
Bununla birlikte, yas karistirma-sprey kurutma prosesi, proseste kullanilan sprey
kurutucu ve akigkan yatak dahil olmak iizere, diizenli olarak yas temizleme islemi

gerektirir. Bu siirekli yas temizleme islemi, fabrika ortaminda yerlesmis ve gelisen
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bakteriler i¢in gerekli su ihtiyacini saglar. Eger kontrol edilemez ise, bu bakteriler
tirtiniin kontaminasyon kaynagi olabilir. Yas karistirma-sprey kurutma prosesi kullanan
fabrikalarda, genellikle yas ve kuru proses alanlar1 boliinmiistiir ve bu alanlar arasinda
insan ve ekipman hareketleri kisitlanmistir. Ayrica, 6zellikle kuru proses alanlarinda

siki sanitasyon islemleri uygulanir (Zink 2003).

Yas karistirma-sprey kurutma islemi bilesenlerin tedarikcilerden alinmasi ile
baslar. Kuru karistirma prosesinde oldugu gibi, bilesenler spesifikasyonlara uygunlugu
test edilene kadar depolanir. Bilegenler biiyiik partiler halinde karistirilir ve sonrasinda
pastdrizasyon igin bir 1s1 degistiricisine pompalanir. Uygulanan pastérizasyon isleminin
sicaklik ve siiresi {iireticiler arasinda degisir ama daima zararli bakterilerin vejetatif
hiicrelerini yikimlayacak kadar yeterli 1s1 uygulanir. Pastorizasyon islemi sonrasinda
stvi homojenize edilir. (Bazi iireticiler pastorizasyondan once iiriinii homojenize eder).
Pastorizasyondan sonra, 1stya duyarli mikro bilesenler (vitamin, amino asit, yag asidi
vb.) iiriine eklenir. Uriin sonradan zararli bakterileri yok etmek igin yeterli 1s1
uygulamasi gecirmeyecegi i¢in, bu bilesenlerin mikrobiyolojik kalitesi, kritik 6dneme
sahiptir. Mikro besin maddelerinin eklenmesinden sonra, sivi, bir evaporatorden
gecerek veya sprey kurutucudan direkt pompalanarak yogunlastirilabilir. Uriin
buharlastirilirsa, islem siiresince 62,7-76,7 °C 1sitilir. Baz1 durumlarda, yogunlastirilmig
stivi 7,2 °C ‘den daha az sicakliga sogutulur ve gerekli olana kadar biiyiik tanklarda
depolanir. Sprey kurutma oncesinde, iiriine 71,1-93,3 °C 6n 1sitma islemi uygulanir ve
sprey kurutma makinesinden vyiiksek basing altinda gecirilir. Uriin hava giris
sicakligmin 137,8-204,4 °C araliginda oldugu sprey kurutma iginde atomize edilir.
Sprey kurutma; ya horizontal kutu tipi kurutucudur ya da dikey bir huni seklinde
kurutucudur. Kurutma boyunca gecen {irlindeki su buharlagtirillir ve kuru toz, sprey
kurutucunun altina diiser. Kurutucudan ¢ikis sicakhigi yaklasik 104,4 °C’dir. Sprey
kurutucudaki tozun ¢ikis sicaklik aralig1 43,3-79,4 °C’dir. Sicak toz soguk hava akimi
ile sogutulmus akiskan bir yataktan gecirilir. Akigkan yatagin sonunda, toz yaklasik
21,1 °C’ye sogutulmus olur. Genellikle sprey kurutucu ve akiskan yatakta diriiniin
kontaminasyon riskini azaltmak i¢in hepa-filtre temin edilir. Sprey kurutmadan sonra,
partikiil boyutunu arttirmak ve ¢oziinlirliigli saglamak icin iiriin y18ilmis olabilir. Toz

haline gelmis {iriin bir elekten gegirilir ve ¢anta, kilif veya depolama silolarina aktarilir.
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Bazi durumlarda, toz direkt toz paketleme hattina aktarilabilmektedir. Paketleme
hattinda, tozun kutulara aktarilmasi ig¢in, dolgu hunisine transfer edilir. Doldurulan
kutular, inert gaz ile temizlenir, kapatilir, kodlanir ve paketlenir. Genel olarak, bitmis
iirlinler, mikrobiyolojik kontroller de dahil olmak iizere, sartnamelere uygunluguna dair

son kontrolii yapilincaya kadar bekletilir (Zink 2003).

2.8. Tiirkiye’de ve Diger Ulkelerde E. sakazakii Hakkinda Yasal Diizenlemeler

ICMSF (International Commission for Microbiological Specifications for Food)
2002 yilinda E. sakazakii’yi, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens Tip A ve
B, Cryptosporidium parvum ile birlikte gruplandirarak ‘kronik veya uzun siire etkili,
hayati tehdit eden, bazi populasyonlar i¢in siddetli derecede tehlikeli’ olarak
simiflandirmistir (Iversen ve Forsythe 2003).

2002 yilinda, FDA E. sakazakii’nin bebek formiillerindeki varhigr ile ilgili olarak
bir uyar1 yaymlamistir. Toz bebek mamalar steril olarak hazirlanan tirlinler degildir ve
bazi 1siya direngli E. sakazakii izolatlarinda, 1stya duyarli izolatlarina goére infB’nin

daha yiiksek diizeyde oldugu ifade edilmistir (FDA 2002a).

FAO ve WHO tarafindan 2004 yilinda toz ve hazir bebek mamalar ile ilgili
yapilan bir toplantida, bebeklerde infeksiyona neden olabilecek ve bebek mamalarinda
bulunabilecek mikroorganizmalar goriisiilmiis ve bebek mamalarinda yarattiklar
risklere gore A, B, C olarak 3 grupta smiflandirilmistir. Buna gore, E. sakazakii ve
Salmonella; bebek mamasi kaynakli hastaliklar yaptiklari, bebek mamalarindan izole
edildikleri ve mama kaynakli hastaliklara neden olduklari i¢in A grubu risk olusturan
tehlike olarak tanimlanmiglardir (FAO WHO 2004).

2008 yilinda, WHO/FAO tarafindan, Recommended International Code of
Hygienic Practice for Foods for Infants and Children (CAC/RCP 21-1979) revize
edilmistir ve bu revizyon toz bebek mamalarinda test edilen spesifik patojenlerin

yeniden degerlendirilmesini igermektedir (Codex Alimentarius Commission 2008).
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Tiirkiye’de ise, 2008 yilinda bebek ve devam formiillerinde E. sakazakii analizi
yapilmasi zorunlu hale getirilmistir. ik olarak; 04.09.2008 tarih, 26987 Resmi Gazete
No’lu, 2008/52 Teblig No’lu Bebek Formiilleri Tebligi ve 2008/53 No’lu Devam
Formiilleri Tebliginde E. sakazakii analizi mikrobiyolojik kriterlere eklenmistir (TGK
Yonetmeligi 2008a, 2008b). 01.11.2007 tarih, 26687 Resmi Gazete No’lu, 2007/50
Teblig No’lu Bebek ve Kiicliik Cocuk Ek Gidalari Tebligi’nde ise, bu gidalarda E.
sakazakii analizi yapilmasi zorunlu hale getirilmemistir (TGK Yo6netmeligi 2007).
29.12.2011 tarihinde yayinlanan, 28157 Resmi Gazete No’lu Tirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde bebek ve devam formulleri ayni baslik
altinda belirtilmis ve organizmanin limit degeri ’25 g / ml’de bulunmamali’ olarak
belirtilmistir. Ayn1 yonetmelikte yer alan bebek ve kiiciik cocuk ek gidalarinda ise, E.

sakazakii analizi bulunmamaktadir (TGK Yo6netmeligi 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Ornekler piyasada satisa sunulmus Ve ¢esitli marketlerden temin edilen, 10 farkli
firmaya ait, 200 adet bebek ve devam formiilii, 150 adet bebek ve kiigiik ¢ocuk ek
gidasi, 50 adet pastorize siit olmak iizere toplam 400 adet numune incelenmistir.

Incelenen numunelerin tiimii orijinal ambalajinda satisa sunulan iiriinlerdir.

3.1.1. Kullanilan Alet ve Geregler

3.1.1.1. Besiyerleri ve Kimyasal Malzemeler
o Buffered Peptone Water (BPW)

Enzymatic digest of casein 10,09
Sodium chloride 5090
Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate (Na,HPO,4.12H,0) 909¢g
Potassium dihydrogen phosphate (KH,POy,) 159
Distile Su 1000 ml
pH 7,0£0,2 (25 °C)

Tartilan hazir besiyeri igerigi distile su ile 1sitilarak ¢dziindiiriildi. 121°C’de 15

dakika otoklavda sterilize edildi.

o Modified Lauryl Sulfate Tryptose Broth (mLST) / vancomycin medium
Modified Lauryl Sulfate Tryptose Broth (mLST)

Sodium Chloride (NaCl) 3409
Enzymatic digest of animal and plant tissue 20,09
Lactose (C12 H2:011) 50 ¢
Dipotassium hydrogen phosphate (K;HPO,) 2,759
Potassium dihydrogen phosphate (KH,POy,) 2,759
Sodium Lauryl Sulfate (C12 HsNaOsS) 01g
Distile Su 1000 ml

pH 6,8+0,2
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Tartilan hazir besiyeri igerigi distile su ile ¢oziindiiriildii. Deney tiiplerine 10’ar

ml dagitildi. Tiipler, 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

o Vancomycin solution
Vancomycin 10 mg
Distile Su 10 mg

Vancomycin distile su i¢inde ¢oziindiiriildii.

mLST / Vancomycin Medium: 0,1 ml vancomycin solusyonu; 10’ar ml’lik mLST

deney tiiplerine ilave edildi.

o Enterobacter Sakazakii Isolation Agar (ESIA)

Pancreatic peptone of casein 709
Yeast extract 309
Sodium chloride (NaCl) 500
Sodium desoxycholate 0,69
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl a-D-glucopyranoside (C14H15BrCINOg) 0,15¢g
Crystal violet 2,0mg
Agar 12,09-18,09
Distile Su 1000 ml
pH 7,0+£0,2 (25 °C)

o Tryptone Soya Agar (TSA)

Enzymatic digest of casein 1509
Enzymatic digest of soya 50¢9
Sodium chloride (NaCl) 50¢9
Agar 9,09-18,0g
Distile Su 1000 ml
pH 7,3£0,2 (25 °C)

Tartilan besiyeri icerigi distile su ile 1sitilarak ¢dziindiiriildi. 121 °C*de 15

dakika sterilize edildi. Petri kutularina yaklasik 15 ml dokiilerek hazirlandi.
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o Oksidaz test kiti (Oxoid)

o Biyokimyasal identifikasyon kiti (Microbact GNB 24E, Oxoid MB1074A)
Lizin, Ornitin, H,S, Glikoz, Mannitol, Xylose, ONPG, Indol, Ureaz, V-P, Sitrat, TDA

biyokimyasal reaksiyonlardan olusmaktadir.

3.1.1.2. Cam ve Diger Gerecler
o Pipet: 1 ml

. Petri: 90 mm, plastik, tek kullanimlik, steril

. Oze ve 6ze teli

. Deney tiipii: Cam, 18x160 mm ¢apinda

. Shot sise: Cam, 250 ve 500 ml’lik, plastik kapakli, otoklavlanabilen

. Steril poset

3.1.1.3. Cihazlar
. Inkiibator (Binder) (37 °C, 44 °C, 25 °C)

Otoklav (Hirayama)

o Su banyosu (GFL)

o pH metre (Testo)
o Hassas Terazi (Sartorius)
o Homojenizator (IUL)

° Buzdolabi1

o Distile su Cihaz1 (ELGA)

3.2. YONTEM
Piyasadan toplanan numuneler uygun kosullarda laboratuvara getirildikten

sonra, mikrobiyolojik analizler aseptik kosullarda yapilmistir. Numunelerin analizi ISO
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| TS 22964 ’e gore yapilmistir (ISO / TS 22964 2006). Numuneler analize alinmadan
once, metodun ATCC 51329 susu ile kontrolii saglanmistir. Ayrica analiz ¢aligmalari
esnasinda kullanilan tiim besiyerlerinin pozitif kontrolii amaciyla da ATCC 51329 susu

kullanilmustir.

3.2.1. Numunelerin Analize Hazirlanmasi
Uygun kosullarda laboratuvara getirilen numune bebek mamasi ve pastdrize siit

orneklerinden aseptik sartlarda 25 g / ml tartildi.

3.2.2. On Zenginlestirme
Tartilan numune iizerine, 6n zenginlestirme amaciyla 225 ml BPW eklendi. 37

°C’de 18 sa inkiibe edildi.

3.2.3. Secici Zenginlestirme

Inkiibasyon sonunda, 6n zenginlestirme besiyerinden 0,1 ml alinarak, 10 ml’lik

mLST/Vancomycin Medium’a inokiile edildi. 44 °C’de 24 sa inkiibe edildi.

3.2.4. E. sakazakii Izolasyonu

Inkiibasyon sonrast mLST/Vancomycin medium’dan 6ze ile almarak ESIA’a
inokiile edildi. 44 °C’de 24 sa inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi agar iizerindeki 1-3
mm arasinda degisen biiyiikliikte, yesilden mavi-yesile degisen renkteki koloniler
stipheli koloni olarak degerlendirildi. ESIA’da gelisen E. sakazakii kolonileri Sekil
3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3-1: Enterobacter Sakazakii Isolation Agar’da iireyen E. sakazakii kolonileri

3.2.5. Dogrulama

ESIA’da siipheli olarak tireyen kolonilerden 1-5 adet secildi. Dogrulama testleri
yapmak icin, TSA iceren petrilerin yiizeyine ekim yapildi. 25 °C’de 48 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi, TSA iceren petrilerde, sar1 pigmentli koloniler incelendi.

3.2.5.1. Oksidaz Testi

TSA petrilerindeki sar1 pigmentli koloniler 6ze ile alinarak, filtre kagidi iizerine
yayildi. Filtre kagidi iizerindeki koloni iizerine ticari oksidaz testi damlatildi. Filtre
kagidi tizerindeki soluk mor, mavimsi mor ya da koyu mavi rengi 10 sn i¢inde
degismemesi, negatif olarak degerlendirildi. E. sakazakii; Oksidaz negatiftir. Oksidaz
pozitif sonug¢ veren kolonilere biyokimyasal test uygulanmadi.

3.2.5.2. Biyokimyasal Test
Biyokimyasal identifikasyon kiti olarak Microbact GNB 24E kullanildi (Oxoid
MB1074A). Bu ticari biyokimyasal test Kiti ile, Lizin, Ornitin, H,S, Glikoz, Mannitol,
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Xylose, ONPG, Indol, Ureaz, V-P, Sitrat, TDA biyokimyasal reaksiyonlari incelendi.
Microbact GNB 24E ile yapilan biyokimyasal test caligmas1 Sekil 3.2’de gosterilmistir.

Sekil 3-2: Microbact GNB 24E ile yapilan biyokimyasal test calismasi

Microbact GNB 24E, Enterobacteriaceae @ ve Gram negatif basillerin
identifikasyonunda kullanilmak itizere tasarlanmis bir mikro-substrat sistemidir. TSA
petrilerinde gelisen sar1 pigmentli 1-3 adet koloni 6ze ile alinarak 5 ml’lik fizyolojik
tuzlu su i¢ine inokule edildi. Bu siispansiyondan 100 pl alinarak Microbact GNB 24E
tizerindeki her kuyucuga eklendi. 1,2,3 No’lu kuyucuklara mineral yag eklendi. 35
°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, 8 No’lu ‘Indol” kuyucuguna 2 damla
Kovaks kimyasali damlatildi. 2 dakika i¢inde degerlendirildi. 10 No’lu ‘Voges-
Proskauer’ kuyucuguna VP1 ve VP2 kimyasali damlatildi. 15-30 dakika iginde
degerlendirildi. 12 No’lu ‘TDA’ kuyucuguna TDA kimyasali damlatildi ve hemen
degerlendirildi. 24 saat inkiibasyondan sonra sonuglar Tablo 3.1’de gosterildigi sekilde

degerlendirilmistir.
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Tablo 3-1: Microbact GNB 24E ile test sonuclarinin degerlendirilme Kkriterleri

Kuyucuk

Reaksiyon Rengi

No Test Ad1 Reaksiyon Prensibi Negatif Pozitif
1 Lizin Lizin dekarboksilaz Sar1 Mavi-Yesil
. Ornitin . :
2 Ornitin dekarboksilaz Sari-Yesil Mavi
3 H,S HS tretimi Saman rengi Siyah
4 Glikoz Glikoz Mavi-Yesil Sar1
fermentasyonu
5 Mannitol Mannitol Mavi-Yesil Sari
fermentasyonu
6 Xylose Xylose Mavi-Yesil Sar1
fermentasyonu
o-nitrofenil-p-d- .
! ONPG galaktopiranozid hidrolizi Renksiz Sari
8 Indol Triptofan’dan Indol tiretimi Renksiz Pembe-Kirmizi
9 Ureaz Ure hidrolizi Saman rengi Pembe
10 VP Aseton Uretimi Saman rengi Pembe
11 Sitrat Sitrat kullanimi Yesil Mavi
Triptofan’in deaminasyonu . .
12 TDA Saman rengi Kiraz kirmizisi

ile indolpiruvat tiretimi
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4. BULGULAR

Piyasada satisa sunulan, ithal ve yerli, 10 farkli firmaya ait 200 adet bebek ve
devam formiilii, 150 adet bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidasi ile 50 adet pastorize siit

numunesi olmak iizere, toplam 400 adet numune E. sakazakii yoniinden incelenmistir.

Piyasada; bebek formiilii, devam formiilii ve bebek - kiigiik ¢ocuk ek gidasi
olmak tiizere 3 ¢esit bebek mamas1 satisa sunulmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi’nde de, bu

mamalar farkli tebligler ile tanimlandig1 icin, ayr1 ayr1 incelenmistir.

Analiz sonuglar1 Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de belirtilmistir.

Tablo 4-1: Piyasada satisa sunulan bebek formiillerinde E. sakazakii analiz sonuglari

Numune  Pozitif Numune Sayis1  Pozitif Numune

Uriin ¢esidi
Sayisi (/25 g’da) Oram (%)

Bebek formiili 120 0 % 0

Tablo 4-2: Piyasada satisa sunulan devam formiillerinde E. sakazakii analiz sonuglari

Numune  Pozitif Numune Sayis1  Pozitif Numune

Uriin cesidi
Sayisi (/25 g’da) Oram (%)

Devam formiilu 80 0 %0




36

Tablo 4-3: Piyasada satisa sunulan bebek ve kii¢iik cocuk ek gidalarinda E. sakazakii
analiz sonuclari

Pozitif Numune Pozitif

. Numune
Sira No Uriin Cesidi Sayisi Numune
Sayisi
(/25 g’da) Oram (%)

Tahil Bazl

L Bebek ve Kiigiik Cocuk Ek Gidasi 100 4 % 4
(Toz mama)

Tahil Bazli Olmayan
2 Bebek ve Kiiciik Cocuk Ek Gidasi 50 0 % 0
(Kavanoz mamast)
TOPLAM Bebek ve Kiiciik Cocuk Ek Gidasi 150 4 % 2,7

Tablo 4-4: Piyasada satisa sunulan pastorize siitlerde E. sakazakii analiz sonug¢lari

Numune  Pozitif Numune Sayis1  Pozitif Numune

Uriin cesidi
Sayisi (/25 g’da) Oram (%)

Pastorize Siit 50 0 %0




37

160 150
140 A
120 - B Bebek formulleri
100 7 Devam formulleri
80 -
B Bebek ve kiiclk cocuk ek
60 - 50 gidalan
40 - M Pastorize siitler
20 4
. - -
Numune Sayisi Pozitif Numune Sayisi

Sekil 4-1: Piyasada satisa sunulan bebek mamalari ve pastorize siitlerde E. sakazakii
varhgi

Bu arastirma sonucunda;

o Analize alinan 120 adet bebek formiiliinde E. sakazakii tespit edilmemistir.

Bebek formiillerinde tespit edilen E. sakazakii oran1 % 0’dur.

o Analize alinan 80 adet devam formiiliinde E. sakazakii tespit edilmemistir.

Devam formiillerinde tespit edilen E. sakazakii oran1 % 0’dir.

o Analize alinan 50 adet pastoriz siitte E. sakazakii tespit edilmemistir.

Pastorize siitlerde tespit edilen E. sakazakii oran1 % 0’dir.
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. Analize alinan 150 adet bebek ve kiiciik ¢ocuk ek gidasinin 4 adedinde E.
sakazakii tespit edilmistir. Bebek ve kii¢iik ¢ocuk ek gidalarinda tespit edilen E.

sakazakii oran1 % 2,7’dir.

Bu mamalarin;

» 100 tanesi tahil bazli bebek ve kiicik cocuk ek gidasidir. E.
sakazakii tespit edilen 4 adet mama, tahil bazli bebek ve kiiglik

cocuk ek gidasidir.

» 50 tanesi tahil bazli olmayan bebek ve kiigiik cocuk ek gidasidir. Bu

grup mamalarda E. sakazakii tespit edilmemistir.

° Sonug olarak; analize alinan 350 adet bebek mamasinin 4 adedinde, % 1,14

oraninda E. sakazakii bulunmustur.
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5. TARTISMA

E. sakazakii; son yillarda Onemi artan, Ozellikle prematiire, diisik dogum
agirligina sahip ve 28 giinliikten kiigiik bebeklerde menenjit, nekrotize enterokolit ve
septisemiye neden olan gida kaynakli bir patojendir. Bakteri; et, peynir, sebze, tahil,
baharat, kuru ot gibi ¢ok cesitli gidalardan, ev ve fabrika gibi ortamlardan, hatta
sineklerden izole edilmis olmasina ragmen, toz bebek mamalari; bakterinin
kontaminasyon kaynagi ve yayilma araci olarak gosterilmistir (Hamilton ve ark. 2003,
Iversen ve Forsythe 2003, Kandhai ve ark. 2004, Kim ve Beuchat 2005). Kontamine
bebek mamalarinin, 6zellikle bagisiklik sistemi tam olarak gelismemis ve erken dogan
bebekler icin ciddi bir risk olusturdugu bildirilmistir (Mullane ve ark. 2006). Ciinkii,
bebek mamalari, hazirlanis1 sirasinda diisiik sicakliktaki suyla sulandirildiklarindan,

bakteri bu sicakliktan etkilenmemektedir (Leuschner ve Bew 2004).

E. sakazakii; kapsiil tretimi ile, uzun raf 6mrii olan bebek mamalarinda
canliligini  siirdiirebilmektedir. E. sakazakii’nin drettigi kapsiiliin, kurutulmus
ortamlarda canliligini siirdiirebilmesini sagladigini, biyofilm olusturabilmesini ve
yiizeylere tutunabilme yetenegini arttirabildigini bildirmistir (Iversen ve Forsythe 2003,
Lehner ve Stephan 2004, Drudy ve ark. 2006a, Beuchat ve ark. 2009). E. sakazakii
ayrica biyofilm olusumu ile; lateks, silikon, polikarbon, paslanmaz celik gibi ylizeylere

yapisarak gelisme gosterebilmektedir (Iversen ve ark. 2004b, Lehner ve ark. 2005).

Yeni dogan bebeklerin Ozellikle premature bebeklerin mide asitliginin
yetiskinlere gore daha diisik olmasi, E. sakazakii’nin bebeklerde enfeksiyon
olusturmasinda olas1 6nemli bir faktordiir (Maffei ve Nobrega 1975, WHO 2004).

E. sakazakii’nin diisiik a,’de canliligini siirdiirebilmesi, yaklasik a,, 0,2 olan toz
bebek mamalarinda gelisebilmesini saglamaktadir (Beuchat ve ark. 2009, Breeuwer ve
ark. 2003). E. sakazakii; Enterobacteriaceae ailesindeki diger bakteriler iginde 1s1ya en
toleransli bakteri olmasina ragmen, pastorizasyon sicakliginda inaktive oldugu

bildirilmistir (Nazarowec-White ve Farber 1997b, 1997c). Buna ragmen bebek
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mamalarinda tespit ediliyor olmasi, bebek mamalarinin iiretiminde kullanilan, yas
karistirma veya kuru karistirma proseslerindeki pastdrizasyon isleminden sonra

meydana gelen kontaminasyonu gostermektedir (Iversen ve ark. 2004b).

Bebek mamalari; anne siitiiniin olmadig1 ya da annenin ¢esitli nedenlerle siit
veremedigi durumlarda, bebegin tiim besin ihtiyaclarini karsilamak {izere formiile
edilmis drlinlerdir. Ayrica bebekler anne siitii ile beslenmeye baslasa bile, 6. aydan
sonra tek basina anne siitii yeterli olmamaktadir ve ek besinler ile beslenme programina
devam edilmesi gerekmektedir (Koksal ve Ozel, 2008). Bebeklerin anne siitii olmadig
durumlarda bebek mamasi tiikketmesi nedeniyle, bebekler ve kii¢lik ¢cocuklar tarafindan
tilketilen ¢esitli bebek gidalar1 ve pastorize siitlerde E. sakazakii varligi incelenmis ve
Tirkiye’de E. sakazakii infeksiyon riskinin arastirllmasi amaglanmistir. Bebek
mamalarinin E. sakazakii yoniinden riskli iiriinler olmasi, bu bakterinin bebeklerde
Olimle ya da kalict norolojik rahatsizliklarla sonuglanabilen menenjit, septisemi,
enterokolit gibi hastaliklara sebep olmasindan dolay1 ve pastorize siitlerde E. sakazakii

riskinin bilinememesinden dolay1 bu arastirma yapilmaistir.

Yapilan bu arastirmada; piyasada bebek gidasi olarak satisa sunulan, gesitli
markalara ait bebek formiilleri, devam formiilleri, ek gidalar ve pastorize siitler tesadiifi
ornekleme yontemiyle toplanmistir. Bu amacla; ¢esitli markalarin farkli lot numaral
iriinleri, farkli yas gruplari i¢in satisa sunulan triinleri, farkl icerige (tahill, siitlii, balls,
meyveli, sebzeli vb.) sahip triinleri orjinal ambalajli olarak tedarik edilmis ve E.
sakazakii yoniinden, ISO / TS 22964 (2006) standardina gore incelenmistir. Incelenen
350 adet bebek mamasindan 120 adeti bebek formiilii, 80 adeti devam formiilii ve 150
adeti tahil bazli ve tahil bazli olmayan bebek - kii¢iik ¢cocuk ek gidasindan olugmaktadir.
Ayrica 50 adet pastdrize slit numunesi incelenmistir. 29.12.2011 tarihinde yayinlanan
28157 Resmi Gazete No’lu Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi'nde “Bebek ve
Devam Formiilleri” grubunda E. Sakazakii nin limit degeri “25 g / mlI’de bulunmamali”
olarak bildirilmistir. Ayni yonetmeligin “Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar’” ve
“Pastorize Siit” gruplarinda ise E. sakazakii parametresi bulunmamaktadir (TGK
Yonetmeligi 2011). Incelenen numunelerde E. sakazakii’nin kalitatif tayini yapilarak

degerlendirme yapilmistir.
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Toplamda incelenen 350 adet bebek mamasinin 4 adedinde, % 1,14 oraninda E.
sakazakii tespit edilmistir. Bakteri, bebek ve devam formiillerinde tespit edilmemis,
tahil bazli bebek ve kiiclik ek gidalarinda tespit edilmistir. Bebek ve kiiciik ¢ocuk ek
gidalarinda E. sakazakii’nin bulunma yiizdesi ise % 2,7’dir. Bebek formiilii, devam

formiilii ve pastorize siitlerde E. sakazakii varligina rastlanmamastir.

Simdiye kadar, pastorize siitlerde E. sakazakii aranmasi ile ilgili yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Bebek mamalar1 ile ilgili cesitli iilkelerde yapilmis

calismalarda ise, belirli oranlarda E. sakazakii’ye rastlanmistir.

Muytjens ve ark. (1988), 35 iilkede 141 toz bebek mamasinda % 14 oraninda E.
sakazakii bulundugunu bildirmislerdir. Kanada’da yapilan bir arastirmada, 120 adet toz
bebek mamasmin % 6,7’sinde E. sakazakii tespit edilmistir (Nazarowec-White ve
Farber 1997b). Iversen ve Forsythe (2004), Asya, Avrupa, Afrika iilkelerinden ve
A.B.D.’den topladiklar1 82 adet bebek formiiliiniin % 2,4’linde; 49 adet siitten kesme
mamasinin % 10,2’sinde etkeni izole etmislerdir. Leuschner ve ark. (2004), 11 iilkeden
topladiklar1 58 adet bebek formiiliiniin % 13,8’inde E. sakazakii tespit etmislerdir.
Shaker ve ark. (2007), 8 adet bebek formiiliinden 2’sinde (% 25) E. sakazakii’yi izole
etmislerdir. Chap ve ark. (2009); 7 iilkede 136 devam formiilii ve 179 bebek formiilii ile
yaptiklar1 arastirmada, 136 adet devam formiiliiniin 1’inde (% 1), 179 adet diger bebek

formiiliiniin 22’sinde (% 12) E. sakazakii’yi tespit etmistir.

Simdiye kadar yapilmis, bebek mamalarinda E. sakazakii varligina yonelik
arastirmalar ile bu ¢aligsmanin verileri karsilagtirildiginda, toplam bebek mamalari iginde
tespit edilen % 1,14 E. sakazakii oraninin, diinya ortalamasindan daha diisiik oldugu

gozlemlenmektedir.
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Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun son 10 yillik verilerine gore; Tiirkiye’de her yil
1.253.253 bebek dogmaktadir. 2003 yilinda bebek basina yillik mama tiiketim miktar
ise Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun verilerine gére 0,37 kg’dir (Tiirkiye Istatistik
Kurumu 2011). 2003 yilina ait bu verinin ortalamada oldukg¢a diisilk olmasinin
nedeninin, kirsal bolgelerdeki mama tiiketiminin, kentsel bolgelere oranla ¢ok daha
diisiik diizeyde olmasi diisiiniilmiistiir. Bir mama markasinin Tiirkiye Genel Miidiirii ile
yapilan bir gériismede ise, 2008 yilinda her bir bebege diisen mama miktarinin 9,6 kg
oldugu belirtilmistir (Anonim 2008). Ulkemizde satisa sunulan mamalarda tespit edilen
E. sakazakii oran1 % 1,14 olduguna gore, onbinlerce cocugun E. sakazakii ile kontamine

bebek mamasi tikketme riski olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Iversen ve ark. (2004b); bakterinin pastdrizasyon sicaklifinda inhibe olmasina
ragmen, bebek mamalarinda tespit ediliyor olmasinin, liretim esnasinda pastorizasyon
isleminden sonraki kontaminasyonu gosterdigini bildirmistir. Yaptigimiz ¢alismada, E.
sakazakii’nin orijinal ambalajh tiriinlerde tespit edilmis olmasi ise, yine pastorizasyon
isleminden sonra meydana gelen kontaminasyonu diisiindiirmektedir. Bu nedenle,
mama tiretim tesislerinde hijyen uygulamalarina 6nem verilmesi, infeksiyon riskinin
azaltilmasi i¢in gerekli bir durumdur. Ayrica, toz bebek mamalariin, tiikketimi i¢in
piyasaya verilmeden Once, liretim bitiminde son triin mikrobiyolojik kontroliiniin

yapilmasi Onerilmektedir.

Toz bebek mamalarinin kontaminasyonunun ayrica, su ile hazirlanmasi
esnasinda E. sakazakii ile kontamine olmus, biberon, kasik vb. gibi bebek mamasi
hazirlamada kullanilan ekipmanlar yoluyla gergeklestigi bildirilmistir (Simmons ve ark.
1989). Hem hastanelerdeki bebek tinitelerinde, hem de evlerde mama hazirlama
esnasinda hijyen kurallarina dikkat edilmesi kontaminasyon riskini azaltici

uygulamalardir.

E. sakazakii; buzdolabi sicakliginda da iireyebilen bir mikroorganizmadir

(Nazarowec-White ve Farber 1997b). Bu nedenle her 6giin bebegin tiikketebilecegi kadar
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mama hazirlanmasi ve tiikketilmeden 6nce oda sicakliginda veya buzdolabinda bekleme

suresinin kisa tutulmasi onerilmektedir.

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalarinda tespit edilen E. sakazakii’nin sadece tahil
bazli ek gidalarda bulunmasi, tahil bazli gidalarin daha riskli {irlinler olabilecegini
disiindiirmektedir. Yapilan ¢alismada 100 adet tahil bazli bebek ve kiiclik ¢cocuk ek
gidasinin 4’tinde (% 4) E. sakazakii tespit edilmistir. Gegmis yillarda tahil bazli bebek
mamalarindaki arastirmalarda ise, Shaker ve ark. (2007), 15 adet tahil bazli bebek
mamasiin 2’sinde (% 13,3); Restaino ve ark. (2006), 6 adet kuru bebek tahilindan
2’sinde (% 33,3) E. sakazakii’yi izole etmislerdir.

Bununla birlikte, incelenen tahil bazli olmayan ek gidalar; toz formda olmayan,
tiketime hazir ve kavanoz igerisinde satisa sunulan iiriinlerdir. E. sakazakii’nin sadece
toz formda ve sulandirilarak tiiketilen tahil bazli ek gidalarda tespit edilmis olmasi,
kavanoz igerisinde tiikketime sunulan bebek gidalarinin prosesinden dolayr daha giivenli

oldugunu da gostermektedir.

E. sakazakii infeksiyonlar1 %10-80 oraninda mortaliteye sahiptir (Lai 2001).

Ulkemizde de zaman zaman hastanelerde sebepsiz bebek oliimleri gergeklesmektedir.
Bu Olimlerin nedeni arastirllmadigi igin, E. sakazakii infeksiyonu kaynakli olup
olmadigr bilinmemektedir. Organizmanin bebek mamalarinda uzun siire canh
kalabilmesi, hastane ya da ev ortamlarinda, mama hazirlama ekipmanlarinda
bulunduguna dair veriler, sebepsiz bebek oOliimlerinin E. sakazakii infeksiyonlari

sebebiyle olabilme ihtimalini akla getirmektedir.

WHO/FAO tarafindan E. sakazakii infeksiyonlarindan korunmak i¢in asagidaki

Oneriler getirilmistir:

e Yeni dogan bebekler ilk 6 ay anne siitii ile beslenmelidir.
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e (Gereginden fazla mama hazirlanmamali, miimkiinse her besleme zamani

geldiginde gerektigi kadar mama hazirlanmalidir.

e Mamalarin hazirlanmasinda kullanilan su kaynatilip 70-90°C’lerde iiriine

eklenmelidir.
e Kalan mama buzdolabinda saklanmali1 ve 24 saat i¢inde tiiketilmelidir.

e Prematiire bebekler anne siitii yoksa toz mamalar yerine steril hazir

mamalarla beslenmelidir.

Tirk Gida Kodeksi’nde ‘E. sakazakii aranmasi’ gerekliligi bebek ve devam
formiillerinde mevcut oldugu halde, bebek ve kiiciik cocuk ek gidalarinda bu sartin
bulunmamasi, ek gidalardaki kontroliin yetersiz kaldigin1 gostermektedir. Yapilan bu
caligmada E. sakazakii’nin ek gidalarda tespit edilmis olmasi, ek gidalarin da E.
sakazakii yoniinden riskli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde Bebek ve Kiigiik Cocuk Ek Gidalar i¢in de

‘E. sakazakii aranmas1’ sart1 getirilmelidir.
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