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Bu ¢alismada, laboratuvar kosullarinda tiretimi gerceklestirilen Degue 6rneklerinin, tiretimi
ve raf 0mri stiresince pH, mikrobiyotadaki degisim, mayalar tanimlanmis ve fermantasyonda rol alan
LAB’larin antibiyotiklere karsi direng ozellikleri belirlenmigstir. Fermantasyon siiresince, Degue
orneklerinde pH ol¢iimlerinin yani sira, toplam LAB, Enterococcus, toplam mezofil aerob bakteri
(TMAB), aerob sporlu bakteri, toplam koliform, Escherichia coli ve toplam maya sayilart
saptanmigtir. Degue Orneklerinin  pH degerleri 4,08 - 4,64 arasinda bulunmustur. Toplam LAB,
TMAB, Enterococcus bakterileri, toplam maya ve toplam koliform sayilari ise sirasiyla 4.77 — 7.70
log kob/g; 4,04 - 6.33 log kob/g; 3.52 — 3,61 log kob/g; 4.38 - 7.16 log kob/g ve 0 - 1.77 log EMS/g
arasinda saptanmstir. Hi¢bir 6rnekte aerob sporlu bakterileri ve Escherichia coli tespit edilmemistir.
Toplam LAB’nin tanimlanmalar1 amaciyla katalaz negatif ve Gram pozitif 6zelliklerine sahip olan 20
sus belirlenmistir. Maya izolatlarindan 10 sus segilerek, %60’lik gliserinli eppendorf tiipleri
igerisinde -20°C’de muhafaza edilmistir. Bu bakterilerin tanimlamalar1 i¢in VITEK 2 (Biomerieux)
compact cihazi kullanilmistir. Vitek 2 compact analizi sonucunda suslarin  Pediococcus (%30),
Leuconostoc (%25), Enterococcus (%40) ve Streptococcus (%S5) cinslerine dahil olduklart
belirlenmistir. Maya suslarimin ise Candida kefyr (%50), Cryptococcus albidus (%10) ve Rhodotorula
glutinis (%40) tiirleri oldugu bulunmustur. LAB’larin antibiyotik direnglilikleri Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Pediococcus suslarinin,
vankomisin (%100), tetrasiklin (%100), siprofloksasin (%100) ve kloramfenikol’a (%66.67) kars1
direngli olduklart saptanirken, rifampisin (%100), gentamisin (%100), ampisilin (%66.67) ve
eritromisin’e (% 66.67) duyarli veya orta duyarli olduklar1 bulunmustur. Leuconostoc suslarinin ise
vankomisin (%100), siprofloksasin (%100), gentamisin (%60) ve tetrasiklin’e (%20) kars1 direngli
olduklari, kloramfenikol (%100), rifampisin (%60), ampisilin (%80) ve eritromisin’e (%60) duyarl
olduklar1 belirlenmistir. Enterococcus suslarmnin, gentamisin (%87.5), rifampisin (%75), eritromisin
(%25) ve siprofloksasin’e (%50) kars1 direngli , ampisilin (%87.5), vankomisin (%75), kloramfenikol
(%62.5) ve tetrasiklin’e (%62.5) duyarli olduklart saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Degue, Laktik asit bakteri, Maya, Antibiyotik direncliligi
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In this study, the cereal based product Degue was produced in Turkey following lab
conditions were examined and some parameters like the pH and the microbiological quality were
determined. Total lactic acid bacteria (LAB), total mesophile aerob bacteria (TMAB), aerob spore
bacteria, Enterococcus bacteria, total yeast, total coliform and Escherichia coli numbers were
determined in the samples. According to the results obtained, the pH of Degue produced lab
conditions varies between 4,08 and 4,64 during storage. The results of microbiology analyses
obtained from the experiments indicated that the numbers of total LAB, TMAB, Enterococcus
bacteria, total yeast and total coliform varies from 4.77 to 7.70 log cfu/g; 4,04 to 6.33 log cfu/g; from
3.52 to 3,61 log cfu/g; from 4.38 to 7.16 log cfu/g and from 0 to 1.77 log MPN/g respectively for the
samples. Neither aerob spore bacteria nor Escherichia coli has been detected in Degue. In order to
identify the total LAB and yeast, the microorganisms were firstly isolated then subjected to gram
staining and catalase test. 20 strains of total LAB isolates with catalase negative and Gram positive
properties and 10 strains of yeast were selected and stored at -20 ° C in eppendorf tubes with 60%
glycerin. VITEK 2 (Biomerieux) compact device was used for the identification of these bacteria. As
a result of the Vitek 2 compact analysis, the isolates were determined to be included in Pediococcus
(30%), Leuconostoc (25%), Enterococcus (40%) and Streptococcus (5%) species. For the yeast
isolates Candida kefyr (50%), Cryptococcus albidus (10%) and Rhodotorula glutinis (40%) were
found. The antibiotic resistance of the total LAB investigated by Kirby-Bauer disk diffusion method.
According to the results obtained, While Pediococcus isolates were determined resistant to
vancomycin (100%), tetracycline (100%), ciprofloxacin (100%) and chloramphenicol (66.67%), these
isolates were found susceptible or intermediate to rifampicin (100%), gentamicin (100%), ampicilin
(66.67%) and erythromycin (66.67%). As regards to Leuconostoc, while resistant to vancomycin
(100%), ciprofloxacin (100%), gentamicin (60%) and tetracycline (20%) were determined, were
found susceptible to chloramphenicol (100%), rifampicin (60%), ampicilin (80%) and erythromycin
(60%). Enterococcus isolates were found resistant to gentamicin (87.5%), rifampicin (75%),
erythromycin (25%) and ciprofloxacin (50%), whereas isolates were sensitive to ampicilin (87.5%),
vancomycin (75%), chloramphenicol (62.5%) and tetracycline (62.5%).

Keywords: Degue, Lactic acid bacteria, Yeast, Antibiotic resistance.
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GENISLETILMIS OZET

Fermantasyon, gidalarin {iretimi ve muhafazasi i¢in kullanilan en eski
teknolojilerden  biridir. Gidalarin  tat ve aromasmin gelistirilmesi ve
¢esitlendirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Diger yandan fermantasyon,
ozellikle gelismekte olan tilkelerdeki milyonlarca insan i¢in gidalari korumak ve
raf omriinii uzatmak amaciyla kullanilan bir teknolojidir (Odunfa ve ark., 1985).
Bat1 Afrika’da fermente {iriinler, halkin giinliik yasaminda ve beslemesinde 6nemli
yer almaktadir. inci darisi (millet), misir (maize) ve sorgum bitkisi (sorghum),
Afrika'da yetistirilen ve tiiketilen en 6nemli tahil ¢esitleridir. Bu tahil ¢esitleri, bati
Afrika'min tropikal bolgelerinde yetismektedir ve genelikle, Afrika ve Asya
iilkelerinde bir¢ok geleneksel fermente {iriinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
bitkilerden elde edilen fermente iriinlerde ¢ogunlukla siit ile karigtirilmaktadir.
Degue, fermente siit ve tahil (inci darisi, sorgum bitkisi ve misir) kuskusu yapilan
fermente bir igecek tiiriidiir. Degue, tahilli fermente siit iiriinii oldugu i¢in besin
degeri agisindan zengin bir lriindiir ve gesitli viktaminler (A, B1, B2, C, E, K1) ve
yiiksek oranda protein de bulunmaktadir ( Tchekessi ve ark., 2014).

Bu caligmada, Bati Afrika'da yaygin olarak tiiketilen ve tahil bazli siit
uriini olan Degue’nin geleneksel kiiltiir ile iretimi gerceklestirilerek,
mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi, fermantasyonda rol alan LAB ve
mayalarin tanimlanmasi ve izole edilen LAB’larin antibiyotik direnglilik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmaistir.

Aragtirmada, geleneksel olarak evde yapilan hazir kiiltiir kullanilarak
yogurt tretilmistir. Diger yandan, inci darisi (Pennisetum glaucum ) un haline
getirerek, kuskus elde etmek iizere pisirme islemi uygulanmistir. Uretilen inci
darist kuskusu ve yogurt kanstirilmistir (kuskusun Y’ ve yogurdun %.’1). 3
tekkeriirlii iiretim yapilarak, her iiretimden 5’er &rnek alinmustir. Uretilen Degue,
21 giin boyunca 4+1°C’de depolanmistir. Depolama siiresince, iiretimin 1., 7., 14.

ve 21. giinlerinde her Ornegin pH’sina bakilarak mikrobiyolojik analizleri
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yapilmigtir. Mikrobiyolojik 6zelliklerini belirlenmek amaciyla, yayma ekim
yontemi kullanilarak toplam LAB (4.77 — 7.70 log kob/g), Enterococcus (3.52 —
3,61 log kob/g) , toplam maya (4.38 - 7.16 log kob/g), toplam mezofil aerob
bakteriler (4,04 - 6.33 log kob/g), toplam koliform bakteriler (0 - 1.77 log EMS/g)
belirlenmistir. Hicbir 6rnekte aerob sporlu bakterileri ve Escherichia coli tespit
edilmemistir. Ayrica, toplam LAB ve maya kolonileri saflastirarak izolasyon
gergeklestirilmistir. Degue Orneklerine ait olan ve izole edilen bazi toplam LAB
kolonilerine katalaz testi uygulanmigtir. Katalaz negatif olan koloniler segilip,
Gram boyamaya tabi tutularak, Gram pozitif olan suslar secilmistir. Toplam 20
LAB susu ve 10 maya susu izole edilmstir. Elde edilen suslar, %60’lik gliserinli
eppendorf tiipleri igerisinde -20°C’de tanmimlama giiniine kadar muhafaza
edilmistir. izolatlarin identifiasyonu VITEK-2 (Biomerieux) compact otomatik
sistemi ile yapilmistir. Tim LAB’nin tanimlanmasi icin GP ID (Gram pozitif
bakteri tanimlama kart1) kartlar1 kullanilmistir. Mayalarin tanimlanmasi amaciyla
YST ID (Maya tanimlama kart1) kartlar1 kullamilmistir. Vitek-2 sisteminin
kiitliphanesindeki verilere gore, LAB suslarinin, %30'u Pediococcus, %25'
Leuconostoc, %401 Enterococcus ve %5'1 Streptococcus cinslerine dahil olduklar
belirlenmistir. Maya suslari ise; Candida kefyr (%50), Cryptococcus albidus (%10)
ve Rhodotorula glutinis (%40) tiirleri olarak bulunmustur.

Toplam LAB’larin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla
Kirby-Bauer disk diflizyon yéntemi kullanilmustir. izolatlar MRS agar besiyerine
yayma ekim yontemiyle ekim yapilmistir. Bu islem iki asamada
gergeklestirilmistir. Suslarin yogunlugu 0.5McFarland standard’a gore ayarlanarak
ekimler yapilmistir. Hemen ardindan beklemeden inokiile edilen petri kutularinin
ylizeyine dispenser araciligi ile antibiyotik iceren kagit diskler yerlestirilerek, 37
°C’de 24 saatlik anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda zon
caplar1 Olgiilmiistiir. Sonuglar, NCCLS (the National Committee for Clinical
Laboratory Standards) dokiiman M2-A9 kriterlerine gore bakteri suslarini; direngli,

orta derecede duyarli ve duyarli olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara
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gore, tim Pediococcus suslarinin tamami %100 tetrasiklin, vankomisin ve
siprofloksasin'e karsi direngli bulunurken, rifampisin ve gentamisin'e karsi
duyarlilik ve orta duyarlilik gostermislerdir. kloramfenikol'a karst %66.67's1
direncli ve %33.33"i orta duyarli bulunmustur. Ampisilin'e kars1 suslarin %66.67'si
duyarli ve %33.33"liniin direngli olduklari saptanmigtir. Eritromisin'e karst suglarin
%66.67'1 duyarli ve %33.33"i orta duyarli olarak belirlenmistir. Tiim Leuconostoc
suslarmin tamami %100 vankomisin ve siprofloksasin'e karsi direngli bulunurken,
kloramfenikol'e karsi duyarli olduklar1 saptanmistir. Rifampisin'e karsi suslarin
%60'1 duyarli ve %40" direncli olarak bulunmustur. Ampisilin'e kars1 %80'i duyarli
ve %20'si direngli olarak belirlenmistir. Gentamisin'e karsi %60 direnglilik ve
%40" duyarlilik gostermistir. Tetrasiklin'e kars1 %20'si direngli, %401 duyarli ve
%40" orta duyarl olarak saptanmustir. Eritromisin'e kars1 ise %601 orta duyarli ve
%401 duyarli bulunmustur. Enterococcus suslarinin, gentamisin'e karst %87.5'
direngli ve %12.5'si duyarl olarak belirlenmistir. Ampisilin' kars1 %87.5'i duyarl
ve %12.5' direngli bulunurken, vankomisin'e kasi %75'1 duyarli ve %25'i direngli
olarak saptanmistir. Kloramfenikol ve tetrasiklin'e karsi ise 9%62.5'1 duyarls,
%12.5'1 direngli ve %25'i orta duyarlh olarak belirlenmistir. Rifampisin'e karsi
%75' direnglilik ve %25'i duyarlilik gostermislerdir. Eritromisin'e karsit %37.5'
duyarli, %37.5' orta duyarli ve %25'1 direngli olarak bulunmustur. Siprofloksasin'e
karst ise %50'si direnglilik, %251 duyarlilik ve %25'i orta duyarlilik

gostermiglerdir.
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1.GIRIS OYENIRAN BERNADIN AGANI

1. GIRIS

Diinya gida iiretiminin %60"'ndan fazlasi, tahillar ve yagh tohumlardan
olusmakta olup, bu firiinlerle, 6zellikle gelismekte olan iilke niifusunun protein,
enerji, mineral ve vitamin ihtiyacina 6nemli dl¢iide katki saglanmaktadir (Chavan
ve ark., 1989). Tahil grubu gidalarin, tiim ¢esitleri Afrika'nin tropikal bolgelerinde
bulunmakta ve ana iiriin olarak tiiketilmektedir. inci daris1 (millet), misir (maize)
ve sorgum bitkisi (sorghum) baslica yetistirilen ve tiiketilen tahil gesitleridir. Bu
bitkiler, Afrika ve Asya iilkelerinde birgok geleneksel fermente {iriinlerin
iiretiminde kullanilmaktadir.

Fermantasyon, gidalarin {iretimi ve muhafazasi i¢in kullanilan en eski
teknolojilerden ve en sik uygulanan yontemlerdendir. Fermantasyon, gidalarin tat
ve aromasinin gelistirilmesi ve ¢esitlendirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Blandino ve ark., 2003; Hesseltine, 1983; Shetty ve ark., 2006). Diger yandan,
ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki milyonlarca insan i¢in gidalari korumak ve
raf dmriinii uzatmak amaciyla fermantasyon yonteminden yararlanmaktadir (Cooke
ve ark., 1987; Holzapfel, 2002; Odunfa ve ark., 1985; Tchekessi ve ark., 2014).
Ancak kullanilan hammadde, fermantasyon kosullart1 ve son iiriinii duyusal
nitelikleri kiiltiirden kiiltiire(halktan halka) degisebilmektedir. Fermantasyon
ozellikle gelismekte olan iilkeler i¢in onemlidir, ¢linkii ucuz ve tahilli triinlerin
besinsel ve duyusal niteliklerinin gelistirilmesi i¢in basit bir yontemdir. Afrika'da
en cok fermente gidalar tahil bazlilardir(Chavan ve ark., 1989; Cooke ve ark.,
1987; Hesseltine, 1983).

Bat1 Afrika’da tahil bazli fermente gidalar, kullanilan hammaddelerine
veya fermente iirlinlin yapisina gore agsagidaki gibi smiflandirilmaktadir (Hama ve
ark., 2009; Hounhouigan ve ark., 1992; Soma, 2014; Songré-Ouattara ve ark.,
2010):
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Hammaddelerine gore:

-Misirh gidalar: Banku, kenkey, mawe, agidi, kisra

-Inci daril1 gidalar: Ben-saalga, degue , arraw, dagnan, t6, ben-kida, kirario, massa,
dodo, zoom-koom, koko, obiolor, kunun-zaki, tchobal, gapal

-Sorgum bitkili gidalar: Ogi, kunun-zaki, kome, gowe

Fermente iiriiniin yapisina gore:

-S1v1 (piire ve bulamag): Ogi, baca, ben-saalga, dalaki

-Kat1 (hamur ): Kenkey, akidi, banku, kome

-Kuru (pismis, kizartilmis ve buharla pisirilmis tiriinler: Arraw, Degue
(Kuskusu),masa, womi.

Inci darisi, bugdaygiller (Poaceae/Gramineae) ailesinden birkag bitki tiirlerinden
birisidir. Bunlar, 6zellikle Afrika ve Asya'da ¢gogunlukla kuru alanlarda yetistirilen
¢ok kiiciik tohumlu tahillardir. Latincesi Pennisetum glaucum olan inci darisi,
Afrika'da en c¢ok yetistirilen ve tliketilen darilardan biridir ve bati Afrika'nin
tropikal bolgelerinde bulunur (Hama ve ark., 2009). Tiirkiye'de yetistigi yerler ise,
Gilineydogu, Ic Anadolu, Karadeniz, Ege, Marmara ve Dogu Anadolu'dur. Bu
bitki, Afrika ve Asya iilkelerinde ¢esitli geleneksel fermente {irlinlerin iiretiminde
kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2010). Inci darisi, bircok fermente iiriiniin
yapiminda hammadde olarak  kullanilmakta olup, ¢ogunlukla siitle
karistirilmaktadir. Inci daris1 ve siit karisimmin fermantasyonuyla daha besleyici
ve fonksiyonel 6zellikte gidalar elde edilmis olurdur. Bat1 Afrika’da bu fermente
tahilli gidalar en bilinen ve yaygin {irlinleri, Degue ve Fura’dir (Hama ve ark.,
2009; Icard-Verniére ve ark., 2010; Owusu-Kwarteng ve ark., 2012).

Degue, fermente siit ve tahil kuskusundan yapilan fermente bir i¢ecek
tiiridiir. Mali’de " Degue" ve Senegal’da "Tiacri" ad1 verilen bu iiriin, genel olarak
fermente siit ve inci darisi (millet) kuskusunun karisimidir.

Ayrica, misir ve sorgum bitkisi kuskusundan da yapilmaktadir. Batt Afrika’nin
birkac tilkesi Senegal, Buukina-faso, Mali, Benin, Gine Cumbhuriyeti ve Fildisi

sahili'nde geleneksel ya da yari endiistriyel sekilde iiretilerek tiiketilmektir
2
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(Abriouel ve ark., 2006; Célestin ve ark., 2014; Hama ve ark., 2009; Soro-Yao ve
ark., 2014). Degue, yore halki tarafindan yiiksek oranda tiiketilen bir tirlindiir ve
besin degeri yiiksek oOzelliklere sahip bir iiriin olarak bilinmektedir. Degue
fermente bir icecektir, ancak iiretim siirecinde sadece siitiin fermantasyonu
gergeklestirilir ve pigirilmis inci darisi topaklarma (kuskus) eklenirdir (Hama ve
ark., 2009; Tchekessi ve ark., 2014).

Degue iiretimi ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ik asama: yogurt iiretimi;
ikinci asama: inci daris1 kuskusu iiretimi ve son asama ise her ikisi karistirilarak
Degue elde edilmesidir. Inci darisi kuskusu iiretiminin asamalar1 ise: Tartma,
temizleme, yikama, slizme, kurutma, Ogiitme, eleme, karigtirma, yogurma,
yuvarlama, pigsirme, ve sogutmadir. Daha sonra elde edilen inci daris1 kuskusu ile
yogurt karigtirilarak soguma islemi uygulanmaktadir. Istege gore elde edilen iiriine,
seker ve diger tatlar ilave edilerek tiiketilmektedir. Degue soguk icilen ve bir aya
kadar raf 6mrii olan bir tiriindiir (Hama ve ark., 2009; Tchekessi ve ark., 2014).

Benin’de “Degue millet, Degue maize ve Degue sorghum” adi altinda ii¢
cesit Degue iiretilmektetir. Degue gibi, dar1, misir veya / ve sorgum hamurundan
yapilan fermente {iriinler bat1 Afrika toplumlarinin 6zellikle de ¢ocuklarin protein
gereksinimlerine katkida bulunmaktadir ( Tchekessi ve ark., 2014). Bu iiriinlerin

ozellikleri ¢izelge 1.1°de verilmistir
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Cizelge 1.1. Degue Ozellikleri( Tchekessi ve ark., 2014)

Ozellikler Degue millet Degue misir Degue sorgum
pH 4.270 4.210 4.220
Titrasyon Asitligi 1.350 1.050 1.800
(o)

Demir (mg/100g) 38.320 18.210 21.590
Nitrojen (%) 2.229 2.233 2.183
N Protein (N x 6.25 13.930 13.950 13.640
(%))

Kuru madde (%) 22.200 20.100 21.200
Kiil (%) 0.744 0.720 0.753
Toplam seker (%) @ 9.501 6.470 5.291
Vitamin A - 8.560 8.695
(mg/100g)

Vitamin B1 0.290 0.250 0.250
(mg/100g)

Vitamin B2 0.380 0.560 0.370
(mg/100g)

Vitamin C 38.380 11.100 10.155
(mg/100g)

Vitamin-E - - 6.760
(mg/100g)

Vitamin K1 - - -
(mg/100 g)

Tahillarin fermantasyonu ile karbonhidratlar ve sindirilemeyen poli ve
oligosakkaritlerin miktar1 azalmaktadir. Ayrica, laktik asit fermantasyonu sonucu,

tahillarda bulunan polivalan katyonlar(demir, ¢inko, kalsiyum, magnezyum ve

4
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proteinler vs.) ile kompleks sekilde var olan fitat’in enzimatik bozulma i¢in uygun
kosullar1 saglanmaktadir (Gillooly ve ark., 1984; Haard ve ark., 1999; Khetarpaul
ve ark., 1990; Nout ve ark., 1997)

Bat1 Afrika’da musir, sorgum bitkisi ve inci darili gidarlarin fermantasyonu
evlerde, dogal fermantasyon yoluyla yapilmaktadir. Siit iiriinleri ise ferment olarak
marketten satin alinan hazir yogurt kullanilmaktadir. Fermente gidalarda bulunan
en yaygin mikroorganizmalar maya ve laktik asit bakterileridir (LAB). Bu
mikroorganizmalarin tiir ve suslari kullanilan hammaddeler, cografi faktorler,
caligma yontemleri, liretim hijyen kosullarina baghdir (Gotcheva ve ark., 2000;
Greppi ve ark., 2013; Schoustra ve ark., 2013).

Laktik asit fermantasyonu, tahil esash gidalarin giivenligi, besin degeri, raf
omrii ve kabul edilebilirligine katkida bulunmaktadir (Oyewole, 1997). Laktik asit
bakterileri (LAB), gidalardaki yaygin mikroorganizmalardir ve fermantasyon
islemlerinde starter kiiltiir olarak kullanimlarindan dolay1 fermente gidalar ve
icecekler ile birlikte yaygin olarak tiiketilmektedir (Caplice ve ark., 1999; Leroy ve
ark., 2004; Wood ve ark., 1995). Ayrica, insanlar ve c¢ogu hayvanin dogal
bagirsak mikroorganizmalar igerisinde 6nemli rol oynarlar. Yogurt da séz konusu
fermente {riinlerin basinda gelmektedir ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ve Streptecoccus thermophilus bakterilerinin laktik asit fermantasyonu
ile meydana gelen koagiile bir siit lriiniidiir (Adolfsson ve ark., 2004).

Laktik asit bakterileri gelisme ortamlarinda fermantasyonun baglica iiriinii
olarak laktik asit lireten, Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve genelde katalaz
negatif olan mikroorganizmalardir (S. Mathur ve ark., 2005; Tamime ve ark.,
1995). Laktik asit bakterileri, glikozu homofermentatif ve heterofermentatif olmak
iizere iki sekilde katabolize ederler. Bu fermentatif durum, laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasina yardimci olmaktadir.

1. Homofermentatif laktik asit bakterileri: Glikozu EMP (Embden Meyerhoff
Parnas) yolunu kullanarak, %90 laktik asit, %10 CO, olusturan bakterilerdir.

Ornegin: Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus.
5
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2. Heterofermentatif laktik asit bakterileri: Glikozu HMP (Heksoz monofosfat)
yoluyla laktik asitin yam1 sira, etanol, asetik asit ve CO, olustururlar. Ornegin:
Weisella ve Leuconostoc. Laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan laktik asitin
miktar tiirlere gore degismektedir (Evren ve ark., 2011). Fermantasyon esnasinda
yogurdun yapisi ve tadi, siit proteini {izerinde laktozdan meydana gelen laktik asit
etkisiyle olusmaktadir(Lourens-Hattingh ve ark., 2001).

Laktik asit bakterileri, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
GRAS (generally regarded as safe) yani “giivenli olarak kabul edilen”
statiisiindedir (Klaenhammer ve ark., 2005). Bununla birlikte son 15 yil igerisinde,
gida ve yem uygulamalarinda LAB kiiltiirlerinin giivenli kullanimina iliskin bazi
tartismalar ve buna bagl olarak da arastirmalar s6z konusudur. Bunun en 6nemli
nedeni de, laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ genleri agisindan rezervuar
olarak rol oynamalaridir(Aguirre ve ark., 1993; Aminov ve ark., 2007; Clemente ve
ark., 2012). Fermente gidalar tiiketildiginde, insan viicuduna olduk¢a fazla
miktarda canli bakteri girmektedir. Bu durumda gida iiriinleri insan sindirim
sistemi ve hayvan bagirsagi mikrobiyotasi arasinda antibiyotik direnci transferinin
bir aract oldugunu belirlenmistir (Gueimonde ve ark., 2006; Hu ve ark., 2013;
Nandi ve ark., 2004; Tamime ve ark., 1995).

Antibiyotik, herhangi bir mikroorganizma tarafindan, bagka bir
mikroorganizmay1 dldiirmek veya ¢ogalmasini durdurmak igin iiretilen her tiirlii
madde (metabolitler) olarak tanimlanir. Antibiyotik tretimi, onu ireten
mikroorganizma icin selektif bir avantaj saglar. Ornek olarak, Penicillium
tarafindan iretilen antibiyotikler, dogada rekabet halinde oldugu diger
mikroorganizmalarin gelisimini Onleyerek, énemli bir avantaj saglar (Anonim,
2012). Antibiyotikler, mikroorganizmalar iizerindeki etki derecelerine gore iki
gruba ayrilirlar.

“Bakteriyostatikler” diye isimlendirilen grup, bakteri hiicrelerinin
gelismesini veya {iremesini &nlerler. Ornegin; Tetrasiklinler, Makrolitler,

Linkozamidler, Amfenikoller. Bakteriyostatik etkisi belirlemek icin MIK
6
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(Minimum inhibitér Konsantrasyonu) kullanilmaktadir. “Bakterisitler” diye
isimlendirilen grup ise, bakteri hiicresini 6ldiiriirler (Ornegin; Beta-laktamlar).
Bakterisitlerin etkisi belirlemek i¢gin MBK (Minimum Bakterisit Konsantrasyon)
kullanilmaktadir (Akkan, 1997).

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi c¢esitli mekanizmalarla direng
gelistirebilirler. Antibiyotik direncliligi, dogal (intrensek) direng, kazanilmis direng
ve capraz diren¢ seklinde ii¢ yolla olusmaktadir. Dogal direng, genellikle ayni
tiirdeki tiim bakterilerde bulunan direng mekanizmasidir. Mikroorganizmalarin tiir
Ozelligi olarak ilacin hedefi olan yapry1 tagimamalarinin veya ilacin yapisal bir
ozellikten dolay1 hedefine ulasmamasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Ornegin
ilacin dis membrandan gegmemesi nedeniyle Gram negatif bakteriler, vankomisine
dogal olarak direnglidir. Kazanmilmis diren¢ durumunda ise ayni tiirdeki tiim
bakterilerde olmayan, gen aktarimi ya da mutasyonla olusan direnctir. Bir bakteri
genetik Ozelliklerindeki degisimlere bagl olarak, eskiden duyarhi oldugu bir
antibakteriyel ajandan etkilenmeyip diren¢ kazanmis olabilir. Genetik kaynakli
diren¢ kromozomal (spontan olusan mutasyonlar) veya kromozom dig1 elemanlara
(plazmid, transpozon ve integron gibi genetik elemanlar) bagl olabilir. Capraz
direnc ise, belli bir ilaca kars1 direngli olan bazi mikroorganizmalarin, ayni1 veya
benzer mekanizma ile etkili diger ilaglara karsi da direngli olmalari halidir. Capraz
diren¢ kromozomal veya ekstrakromozomal orjinli olabilir (Yiice, 2001). LAB’nde
dogal ve kazamilmis direnclilik bilinmektedir. Ornegin, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc ve bazi diger Gram pozitif bakteriler dogal olarak
vankomisine yiiksek direng¢ gostermektedir (Hamilton-Miller ve ark., 1998). Laktik
asit bakterilerinin antibiyotik direngleriyle ilgili yapilan c¢alismalarin ¢ogu, gida
mikroorganizmalar1 arasinda farkli bir yere sahip olan Enterococcus cinsine ait
tiirler {izerine yogunlagmugtir (Clementi ve ark., 2011). Ayrica, diisiik G+C oranina
dahil pek ¢ok tipik LAB simiflandirilmasinda, (6rnegin, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc (Oenococcus), Pediococcus ve  Streptococcus

thermophilus), antibiyotik direnci ile ilgili dzellikleri ile de belirlenmistir (Ammor
7



1.GIRIS OYENIRAN BERNADIN AGANI

ve ark., 2007; Bernardeau ve ark., 2008; Delorme, 2008; Ogier ve ark., 2008).
Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyellere duyarliliklar1 kadar, direng genlerini
barindirmalar1 ve aktarmalari da onemlidir. Baz1 fermente gidalar tiiketildiginde,
insan viicuduna oldukga fazla miktarda canli bakteri girmektedir. Bu durumda s6z
konusu bakteriler kommensal ya da patojen bakterilere taginabilir ve antibiyotik
direncini aktarabilirler. Bu durum antibiyotiklerin yemlerde, ziraat ve veteriner
uygulamalarinda yanlis ve asir1 kullanimindan dolay1 daha zararli bir hale getirme
olasiligini tagimaktadir.

Bu calismada, Bati Afrika'da yaygin olarak tiiketilen ve tahil bazli siit
iriinii olan Degue’nin geleneksel kiiltiir ile {iretimi gerceklestirilerek,
mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinin yani sira, mayalar1 tanimlanmis ve
fermantasyonda rol alan laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngliliklerini

belirlenmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Degue ile Tlgili Yapilan Calismalar

Degue triinii ile ilgili yapilan ¢ok az c¢aligma bulunmakta olup, bazilari
asagida Ozetlenmistir.

Abriouel ve ark. (2006), Afrika geleneksel fermente gidalari Poto poto ve
Degue’nin mikrobiyotasini tanimlamak amaciyla, polimeraz zincir reakisyon
(PCR) metodu kullanmiglardir. Bu yontem ile Degue’de bulanan
mikroorganizmalar Lactobacillus gasseri, Enterococcus sp., Escherichia coli,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis ve Lactobacillus casei olarak
tanimlanmustir.

Hama ve ark. ( 2009), Burkina Faso’da iiretilen Degue 'nin {iretimini
gerceklestirerek, biyokimiyasal ve mikrobiyel oOzelliklerini incelemislerdir.
Fermantasyon oncesinde mezofil laktik asit bakterilerinin ve maya ve kiif sayisinin
sirayla 6,96 ve 5,93 log kob/g olarak belirlemislerdir. Ayrica, fermantasyonun 3.
giiniinde ayn1 mikroorganizmalarin sayisi sirayla 9,91 ve 8,59 log kob/g olarak
bulunmustur. Toplam koliform bakterilerin sayisi, fermantasyon dncesinde 5,11
log kob/g iken, fermantasyon sonrasinda 5,88 log kob/g olarak saptanmustir.

Ouattara ve ark. (2015), Degue' den laktik asit bakteri ve non-laktik asit
bakterileri izole ederek, tanimlamiglardir. Bu arastirmada, 16 Degue 6rneginden,
laktik asit bakterilerine ait toplam 125 sus izole etmislerdir. 68 sus Lactobacillus ve
57 sus alarak Lactococcus olarak tanimlanmaistir.

Angelov ve ark. (2017) tarafindan Benin’de tiiketilen Degue iiriiniinde var
olan mikrobiyota florasindan LAB ve mayalar1 izole edilmislerdir. izole edilen
LAB ve mayalarin spesifik alarak tanimlanmasi amaciyla molekiiler
yontemler(PCR ve RFLP) ve fenotipik testler (katalaz testi, gram boyama, koloni
ve hiicre morfolojisi) kullanilmistir. Mayalar1 tanimlamak i¢in ITS1-5.8S-ITS2
rRNA gen boélgesi kullanilmistir. LAB’lar i¢in 16S rRNA kullanilmistir. Bu

calismada, Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus ve Weisella
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yanisira, mayalardan Cyberlyndnera fabianii, Candida glabrata, Kluyveromyces

marxianus ve Meyerozyma caribbica tanimlanmustir.

2.2. Siit Uriinlerideki LAB’larin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi ile
flgili Cahsmalar

Aslim ve ark. (2004), Tiirkiye’ de farkli koy ve kasabalardan toplanan
yogurt 6rneklerinden 34 adet S. thermophilus susu izole etmislerdir. izolatlardan 8
tanesinin vankomisin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, sefalotin, ampisilin-
sulbaktam, gentamisin ve penisilin G'ye kars1 duyarhiliklarini disk difizyon metodu
ile belirlemislerdir. S. thermophilus susunun gentamisine %79 ve penisiline karsi
%64 direnglilik gosterdigini belirlenmis, suslarin %88 oraninda tetrasikline, %94
oraninda da kloramfenikole duyarlilik gésterdigi bulunmustur. S. thermophilus’ un
bazi suslarinda antibiyotik direngliligi ile plazmid varlig1 arasinda bir baglanti
oldugu gozlenmistir.

Coppola ve ark. (2005), Parmigiano Reggiano (italya) peynirlerinden izole
edilen 63 Lactobacillus rhamnosus susunun antibiyotik direngliliklerinin
belirlenmesi igin 41 farkli antibiyotik kullanmiglardir. Disk diflizyon metoduyla
antimikrobiyel duyarliliklarina bakilan izolatlarn, inhibisyon zonlar dl¢lilmiis ve
duyarhilik/direnclilik 6zellikleri tespit edilmistir. Tim izolatlarin 6 antibiyotige
(sefiksim, vankomisin, neomisin, enoksasin, perfloksasin ve siilfamethoksazol)
direng gosterdigi bulunmustur. DSM 20021 susu 9 antibiyotige direng gosterirken
(diger 6 antibiyotige ilave olarak sefaleksin, basitrasin, linkomisin) Lactobacillus
GG susu (ticari probiotik) 8 antibiyotige direng gdstermistir. Peynirlerden izole
edilen L. rhamnosus suslarinin da farkli antibiyotiklere spesifik direng gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile gelecekte antibiyotik direngliliginin probiyotik LAB’
1 lizerinde ¢ok dnemli bir rol oynayacagi tespit edilmistir.

Nawaz ve ark. (2011), Cin'de fermente gidalardan izole edilen laktik asit
bakterilerinde fenotipik ve molekiiler analizler ile antibiyotik direnglilik testi

gergeklestirmislerdir. Izole edilen LAB suslarinda yapilan 16S rRNA gen analizi
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sonucu, Lactobacillus (73) ve Streptococcus thermophilus (11) tanimlanmigtir.
Biitiin suglar ampisilin, basitrasin ve sefsulodine duyarli ve nalidiksik asit,
kanamisin ve vankomisine (L. bulgaricus, L. acidophilus ve S. thermophilus
disindakiler) dogal direngli bulunmustur. Bazi suslarin penisillin(2), eritromisin(9),
klindamisin(5) ve tetrasikline (14) direngli oldugunu gozlenmistir. erm (B) gen
varligir L. fermentum, L. vaginalis, L. plantarum, L. salivarius, L. acidophilus, L.
animalis ve S. thermophilus suslarinda saptanmustir. Tet geni geleneksel
gidalardaki 12 laktobasil susunda bulunmus olup, ilk kez L. brevis ve L. kefiri ¢ de
tet (S) geni tanilamuslardir. L. fermentum NWL24 ve L. salivarius NWL33’ deki
erm (B) geninin ve L. plantarum NWL22 ve L. brevis NWL59* daki tet (M)
geninin filtre yontemi ile basarili bir sekilde Enterococcus faecalis 181° e
aktarilabildigi de belirtilmistir.

Adimpong ve ark. (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, daha onceden
Afrika’daki i¢ farkli fermente gida (fermente kakao taneleri, koko: bulamag, dolo:
inci darisinin birasi) iiriiniinden izole edilen 33 LAB susu 16S rRNA gen sekansi
kullanilarak, (GTG)5 esaslh repPCR yontemiyle karakterize edilmistir. Daha sonra,
spesifik PCR teknikleri ile LAB’larin tamimlamalari yapilmistir. Daha sonra,
izolatlarin s1v1 diliisyon yontemi ile antibiyotik direnglilik profilleri ¢ikartilmigtir.
Arastirma sonucu, L.delbrueckii, L. fermentum, L. ghanensis, L. plantarum, L.
salivarius, L. pseudomesenteroides, P. acidilactici, P. pentosaceus ve W. confusa
suslari tanimlanmistir. Bu bakterilerin ampisilin, kloramfenikol, klindamisin ve
eritromisine duyarli, fakat vankomisin, kanamisin ve streptomisine direngli
olduklar1 belirlenmistir. Tetrasiklin ve gentamisin antibiyotiklerinde degisken
duyarlilik profilleri gézlenmistir. L. plantarum, L. salivarius, W. confusa (SK9-5
susu hari¢) ve L. fermentum tiirii tetrasikline duyarliyken, P. acidilactici ve L.
ghanensis tiirleri direngli bulunmustur.

Zhou ve ark. ( 2012), Cin’de farkli cografyalardan almman yogurtlardan
izole edilen 43 laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngliliklerinin incelenmesi

amactyla ampisilin, penisilin G, roksitromisin, kloramfenikol, tetrasiklin,
11
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klortetrasiklin, linkomisin, kanamisin, streptomisin, neomisin ve gentamisine
kullanilmigtir. 43 izolatin RAPD (Rastgele Arttirtlmig Polimofik DNA) analizi ile
tir tamist yapilmistir (18 Lactobacillus bulgaricus ve 25 Streptococcus
thermophilus). Antibiyotik direngliligi i¢in agar diliisyon yontemi kullanilmis olup,
test edilen bakterilerin arasinda direnglilik dagilimi, 35 susta ampisilin,
kloramfenikol, klortetrasiklin, tetrasiklin, linkomisin, streptomisin, neomisin ve
gentamisin olarak bulunmustur. Test edilen biitiin S. thermophilus suslarinin
penisilin G ve roksitromisine duyarli oldugu bulunmustur. Buna karsin L.
bulgaricus suslarinin, penisilin G ve roksitromisine sirasiyla %23,5 ve %64,7
oraninda direngli oldugu tespit edilmistir. Ayrica, biitiin S. thermophilus ve L.
bulgaricus suglar1 kanamisine diren¢li bulunmustur. PCR yontemi ile belirlenen
direng genleri sonucunda, L. bulgaricus ve S. thermophilus(2) izolatinda tet (M),
L. bulgaricus(2) ve S. thermophilus (2) izolatinda ant (6), L. bulgaricus(5) ve S.
thermophilus(2) izolatinda aph (3’)-Illa genleri bulunmustur. L. bulgaricus ve S.
thermophilus suslarinda ilk kez aph (3')-II1a ve ant (6) genleri tespit edilmistir.
Muiioz ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada yesil zeytinden izole edilen
Lactobacillus  pentosus(n=59) ve Leuconostoc pseudomesenteroides(n=13)
suslarmin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla 15 antibiyotik
kullanilmiglartir. Tiim L. pentosus ve L.pseudomesenteroides suslari amosisilin ve
ampisilin (MIC < 2 pg/mL), kloramfenikol (MIC < 4 pg/mL), gentamisin,
eritromisin (MIC < 16 ug/mL) antibiyotiklere karsi duyarli oldugu belirlenmistir.
Streptomisin (%83—100, MIC > 256 pug/mL, vankomisin ve teikoplanin (%70-100,
MIC >128 pg/mL), trimetoprim (L. pentosus’un %76’i ve L. pseudomesenteroides
%15’ , MIC > 128 pg/mL), trimetoprim/sulfometozazol (%71 —%100, MIC > 4—
64 pg/mL) ve sefurozime (L. pentosus’un %44’ ve L. pseudomesenteroides’in
%85’1, MIC > 32-128 ng/mL) antibiyotiklere direncli gdstermistir. L. pentosus,
tetrasiklin ve klindamisin antibiyotiklerinin karsisina orta duyarli gosterirken ayni

antibiyotiklere L. pseudomesenteroides’in %46°1 direngli gostermistir. Sadece L.
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pentosus suslar1 siprofloxasin (%70, MIC N 4-64 pg/mL) karsisina direncli
olmustur.

Saeed ve ark. (2014), Sudan'da 6 farkli fermente gidalardan izole edilen 25
laktik asit bakterilerinde disk difiizyon yontemiyle antibiyotik direnglilik testi
gergeklestirmislerdir. Kullandigi 8 disk antibiyotik olmak {izere amoxisilin,
seftriazon, tetrasiklin, siproflosasin, kloramfenikol, eritromisin, tobramisin ve
vankomisin antibiyotiklerinin karsisina tiim izolatlar ¢oklu diren¢ gdsterdiklerini
belirlemislerdir.

Silva ve ark. (2015), tarafindan Brezilya water buffalo mozzarella
peynirinden izole edilen laktik asit bakterilerinin tanimlanmas: amaciyla RAPD-
PCR (randomly amplified polymorphic DNA-polymerase chain reaction) yontemi,
16S rRNA gen sekanst ve Vitek 2 sistem yontemlerini kullanilmistir. Bu
calismada, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ve
Lactobacillus helveticus olmak iizere 12 farkli LAB tanimlanmustir.

Basbiilbiil ve ark. (2015), beyaz peynir, yogurt, kefir ve bozadan izole
ettikleri laktik asit bakterilerine ait 83 susun antibiyotik direngliliklerini
incelenmesi amaciyla, gentamicin, tetracycline, chloramphenicol, erythromycin,
vancomycin ve gentamisine duyarlilklar test etmiglerdir. LAB’leri, 16S rRNA gen
sekanst kullanilarak PCR yontemiyle karakterize edilmistir. Tanimlanan LAB
izolatlari, Enterococcus faecium (10), Lactococcus lactis subsp. Lactis (10),
Lactobacillus fermentum (6), Lactobacillus plantarum (6), Lactobacillus
coryniformis (7), Lactobacillus casei (13), Leuconostoc mesenteroides (14),
Pediococcus pentosaceus (10), Weisella confusa (7) olarak belirlenmistir.
Antibiyotik direncliligi i¢in agar difiizyon yontemi kullanilmustir. izolatlarda
kloramfenikol ( izolatlarin %31,3’1), tetrasiklin (%30,1), eritromisin (%2.4),
ciprofloxacin (%2,41), vankomisin (%73,5) direngli olduklar1 bulunmustur. Ayrica

izolatlarin %19,3’1 antibiyotiklerin karsisinda ¢oklu (multiple) direng gdsterdikleri
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bulunmustur. Ayni ¢alismada, PCR yontemi ile aranan direng genleri sonucunda, L.
fermentum, L. plantarum, P. pentosaceus (5), E. faecium (2), W. confusa (4)
izolatlarinda tet (M) geni ve W. confusa’nin bir izolatinda vancomycin direngli geni
van (A) bulunmustur.

Unal Turhan ve ark. (2016 ), probiyotik gidalardan izole edilen laktik asit
bakterilerinin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaciyla ticari probiyotik
iceren gida 6rneklerinden Lactobacillus spp., L. acidophilus ve Bifidobacterium
spp. tiirleri izole etmisler ve Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
direnclilikleri belirlemislerdir. Bu ¢alismada, eritromisin, tetrasiklin, vankomisin,
siprofloksasin, kloramfenikol, gentamisin, nitrofurantoin, rifampisin, ampisilin
antibiyotikleri kullanilmistir. Lactobacillus spp. izolatlarinda vankomisin (%20),
tetrasiklin (%20), ampisilin (%20), gentamisin (%20) ve siprofloksasine (%80)
kars1 direng saptanirken, izolatlarin eritromisin (%100), kloramfenikol (%100) ve
nitrofurantoin’e (%100) ise duyarli olduklar1 bulunmustur. L. acidophilus
izolatlarinin ise gentamisin (%25) ve siprofloksasine (%75) kars1 direngli olduklari
saptanirken, tiim L. acidophilus izolatlarinin vankomisin, eritromisin, tetrasiklin,
ampisilin, kloramfenikol, ripamfisin ve nitrofurantoine duyarli olduklar
bulunmustur. Bifidobacterium spp. izolatinin vankomisin, tetrasiklin, ampisilin ve
siprofloksasine karsit direngli oldugu, buna karsin eritromisin, gentamisin,
kloramfenikol ve nitrofurantoine duyarli oldugu bulunmustur.

Erginkaya ve ark. (2018), Tiirkiye’'nin gelencksel fermente siit iiriinleri
Yogurt, beyaz peynir, tulum peyniri, ¢okelek, camiz kaymagi ve kefirden izole
edilen laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus spp., Streptococcus spp.,
Bifidobacterium spp. ve Enterecoccus antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi
amaciyla ve Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile 8 antibiyotik kullanilarak,
Lactobacillus spp. izolatlarmin %58'i, %10,8' eritromisine, %4,3'i tetrasikline,
%28'i gentamisine ve %26's1 siprofloxasine direncli olduklar1 bulmuslardir.
Arastirmada, Streptococcus spp. izolatlarinin %401 vankomisine, %10'u

eritromisine , %10'u kloramfenikole, %20'si gentamisine ve %30'u siprofloxasine
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direngli olduklar1 saptanirken, Bifidobacterium spp. suslarinin %601 vankomisine,
%6,6's1 eritromisine, %20'si gentamisine ve %33'0 siprofloxasine direngli oldugu
bulunmustur. Enterococcus spp. izolatlari ise vankomisin, eritromisin, rifapin ve

siprofloxasine %100 direncli oldugu saptanmugtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada kullanilmis olan inci darisi(Pennisetum glaucum) Fildisi
Sahili’nden getirilmistir. Cig inek siitii, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Uygulama Ciftligi Gida Isletmesi'nden temin edilmistir. Degue
eldesinde siitiin fermantasyonu igin geleneksel olarak evde yapilan hazir kiiltiir

kullanilmustir.

3.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar
Aragtirmada 6rneklerde bulunan mikroorganizmalarin, izolasyon, tanimlama
ve antibiyotik direngliliklerini belirlenmek amaciyla kullanilan besiyerleri ¢izelge

3.1°de ve sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri
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Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri

Kullanim amaci

Inkiibasyon

kosullar:

Nutrient agar

(NA)- Merck

MRS agar- Merck

M, agar- Merck

KAA agar- Merck

PDA agar- Merck

LS broth- Merck

MRS broth- Merck

Nutrient broth-
Merck

YM broth

-Toplam mezofil aerob bakteri
sayimi

- Aerob sporlu bakteri sayimi1

Toplam LAB  saymmi  ve
izolasyonu

Kok seklindeki LAB sayim ve
izolasyonu
Enterococcus sayim ve
izolasyonu

Maya sayim ve izolasyon

Toplam koliform ve E. coli
bakteri sayimi
Toplam LAB / kok sekldeki
LAB saflastirmasi ve
depolanmasi
Enterococcus saflastirmasi ve
depolanmasi
Maya saflagtirmasi ve

depolanmasi

-30 °C’de 48 saat,

aerobik

-37 °C’de 48 saat,
aerobik

30 °C’de 48 saat,
anaerobik

30 °C’de 48 saat,
aerobik

37 °C’de 48 saat,
aerobik

25 °C’de 48 saat,
aerobik

37 °C’de 24 saat,
aerobik

30 °C’de 48 saat,

aerobik

37 °C’de 48 saat,
aerobik
25 °C’de 48 saat,

aerobik
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3.2. Yontem
3.2.1. Degue Uretimi

Degue iiretimi 3 asamada yapilmustir. 1. asamasi, yogurt retimidir. 2.
asamasl inci darist kuskusu tiretimi gerceklestirilmistir. 3. asamada ise ikisi

karistirilarak Degue igecegi elde edilmistir.

3.2.2. Yogurt Uretimi

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Uygulama Ciftligi Gida
isletmesi'nden gelen ¢ig siitten 2 L almp 90°C’de, 5 dakika 1s1l islem
uygulanmustir. Sonra 45°C’ye sogutulmustur. Daha sonra hem geleneksel, hem de
ticar1 yogurt mayast ile %5 oraninda mayalanmistir. 5 litrelik bir kaba doldurulan
siit 42°C” de pH 4.5’ e gelene kadar inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda 4°C’
de 2 saat boyunca sogutularak dinlendirilmigtir. Sekil 3.2 ve 3.3’de yogurt liretimi

gosterilmistir.

Sekil 3.2. Yogurt Uretimi
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Cig siit

l

Is1l islem(90+1°C, 5dk)

l

Sogutma(45+1°C)

Yogurt kiiltiirii ) |

Fermantasyon(42+1°C/pH 4.,5)

Sogutma(4=+1 °C/2h)

Yogurt

Sekil 3.3. Yogurt Uretimi Akis Semas1

3.2.3. Millet Kuskusu (inci Daris1 Kuskusu) Uretimi

Fildisi Sahili’den getirilen inci daris1 1 kg tartilarak iiretimde kullanilmistir.
Sonra istenmeyen yabanct maddelerin uzaklagtirmasi amaciyla temizleme ve
yikama (en az 2 kere) iglemleri yapilmistir. Yikanmis inci darisi ince bir tabaka
halinde kerevetlere konularak kurutmaya sevkedilmistir. Kurutma islemi 65°C’de,
4 saat yiiksek fan hizinda gergeklestirilmigtir. Kurutucu olarak Niive KD-400
(Tiirkiye) turbo fanl pilot lgekli kabin kurutucu kullanilmistir. Istenen kuruluga
gelen iiriin nem gegirmez bariyer Ozellikli ambalajlarda hermetik olarak
depolanmistir. Kuru olan inci darist un hale getirilmesi amaciyla 6glitme makinesi
(Spice and Herb Grinder, IC- 25B) kullanilarak 6gitiilmistiir. Elde edilen un 375
mikron’luk bir elek kullanilarak eleme igleminden gegirilmistir. Eleme yapildiktan
sonra, una su ilave edilmis el ile yogurularak hamur olusturulmustur. Kullanilmis

hamurda inci daris1 unu oranina dikkat edilmistir. 1 kg inci daris1 ununa 0,6 litre su
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ilave edilmistir. Elde edilen hamur yuvarlanarak inci daris1 kuskusu haline
getirilmigtir. Daha sonra elde edilen kuskus buharli pisirici (Sinbo SCO-5020
Buharli pisirici ve pilav yapma makinesi 1.8 Lt. 700 W) kullanilarak pigirme islemi
gergeklestirilmistir. (1 kg’1 45-60 dk siirmiis) (Sekil 3.4; Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
Pigirme esnasinda topaklanmay1 dnlemek i¢in siirekli karigtirma iglemi yapilmistir.

Son olarak da, pismis olan kuskus sogutulmustur (25-37°C) (Agani ve ark., 2013).

Sekil 3.5. Inci Daris1 Kuskusunun Hazirlanmasi ve Pisirilmesi
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inci dars:

v

Yabanci maddelerin uzaklastirilmasi

su >4
yikama — Kirlisu
suzme — Ssu

v

Kurutma (4 saat)

Kurutmus inci darisi

v

Ogiitme ve eleme

inci daris1 unu
Su(0.6L/1kg) —— ]

Yogurma ve Yuvarlama

Eleme

Pisirilmemis inci daris1 kuskusu

i

Pisirme (30-45 dk)
v

Kirma ve sogutma (25-37°C)

v

Inci daris1 kuskusu
Sekil 3.6. Inci Daris1 Kuskusu Uretimi Akis Semasi
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3.2.4. Degue Uretimi
Uretilen inci darist kuskusu ve yogurt karstirilmistir (kuskusun %’ ve
yogurt %’{1).Yani kapta var olan yogurda inci daris1 kuskusu koyup karistirildiktan

sonra 4+1°C’de buzdolabinda depolanmustir.

Sekil 3. 7 Degue Eldesi Asamast

3.2.5. Arastirma Plani

Bu arastirma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi siit
ve siit irilinleri ve mikrobiyoloji laboratuvarlari ve Biyoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde gergeklestirilmistir. 3 tekerriirlii Degue iiretimi yapilarak,
her tiretimden 5 6rnek alinmistir. Analizler, depolamanin 1., 7., 14., ve 21. giiniinde
yapilmigtir. Elde edilen Degue iirlinlin depolanmast ig¢in steril 250 mL’lik

kavanozlar kullanilmistir. Sekil 3.8’de Degue drnekleri verilmistir.
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Sekil 3.8. Degue Ornekleri

3.2.6. Ph Degerinin Belirlenmesi

pH, bir beher icerisinde 10 g Degue 6rnegi 20 mL saf su ile karistirilarak,
homojenize edilmistir. Hazirlanan karisimin pH’si, dijital pH metre (METTLER
TOLEDO) ile ol¢iilmiistiir. Sekil 3.9’da kullanilan pH cihazi gdsterilmistir.

Sekil 3.9. Kullanilan Ph Cihaz1

3.2.7. Mikrobiyolojik Analizler
Farkli mikroorganizmalarin belirlenmesi amaciyla 10 g 6rnek ile steril

edilmis 90 mL dilusyon sivisi (%0.85’lik tuzlu, %0.1°lik peptonlu) karistirilarak
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homojenize edilmistir. Sivi halde olan karisimdan steril pipet yardimciyla 1 mL
almip dilisyon sivisi bulunan diliisyon tiiplerine ilave edilip vortex yardimciyla
karistirilmigtir. Daha sonra ardisik olarak 1/10 'luk seyretme islemi uygulanip

analizlere alinmistir.

3.2.7.1. Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayllarimin Belirlenmesi

Toplam mezofil aerob bakteri sayiminda yayma ekim yontemi kullanilarak,
Nutrient agar (NA) besiyeri kullanilarak uygun seyreltmelerden ekim yapilmustir.
Petriler 30°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir ve gelisen koloniler

degerlendirilmistir (Baumgart ve ark., 1986; White ve ark., 1992).

3.2.7.2. Koliform ve Escherichia coli Sayilarmin Belirlenmesi

Koliform bakterilerin sayimi i¢in Lauryl Sulfate Broth (Merck) besiyeri
kullanilarak, en muhtemel say1 (EMS) yontemi uygulanmigtir. En muhtemel say1
(EMS) yontemine gore, drnek hazirlanip diliisyonlar yapildiktan sonra ardisik 3
diliisyon almip her birisinden 3 durham tiiplii diliisyon tiipe 1 mL ekim yapilmis
ve 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda gelisme
(bulaniklik) ve gaz olusturan tiipler koliform grubu olarak degerlendirilmistir.

Daha sonra Escherichia coli olup olmadigi belirlenmesi amaciyla gaz
olusan tiiplere indol testi yapilmistir. Indol testi icin tiiplere 1 damla kovacs indol
¢ozeltisi damlatilmustir. Indol testi pozitif reaksiyon verenler de Escherichia coli
olarak degerlendirilmistir. Sayim sonuglart istatistiksel olarak hazirlanarak EMS

tablosundan(cizelge 3.2) belirlenmistir (Halkman, 2005; Salman ve ark., 2011).
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Cizelge 3.2. EMS Tablosu (Halkman, 2005)

Pozitif tipler | Sayivekategori | %95 giivenlik siurt | %99 giivenlik siniry

ImL [0,1mL |00l mL| EMS |Kategori| Alt Ust Alt Ust
0 0 0 <030 - 0,00 0,94 0.00 1,40
0 1 0 0.30 2 0,01 1.00 0.00 1,60
0 2 0 0,62 3 0,12 1,70 0,05 2,50
1 0 0 0,36 1 0,02 1,70 0,01 2,50
1 1 0 0,74 1 0,13 2,00 0,06 2,70
1 1 1 1,10 3 0,40 3.50 0,20 4,60
1 2 0 1,10 2 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 1 1,50 3 0,50 3.80 0,20 5,20
1 3 0 1,60 3 0,50 3,80 0,20 5,20
2 0 0 0,92 1 0,15 3,50 0,07 4,60
2 0 1 1.40 2 0.40 3.50 0.20 4.60
2 1 0 1,50 1 0,40 3,80 0.20 5,20
2 1 1 2,00 2 0,50 3,80 0,20 5,20
2 2 0 2,10 1 0,50 4,00 0,20 5,60
2 2 1 2.80 3 0.90 9.40 0.50 14,20
2 3 0 2,90 3 0,90 9,40 0,50 14,20
3 0 0 2,30 1 0,50 9.40 0,30 14,20
3 0 1 3,80 2 0,90 10.40 0,50 15,70
3 0 2 6,40 3 1,60 18,10 1,00 25,00
3 1 0 4.30 1 0,90 18,10 0,50 25,00
3 1 1 7,50 1 1,70 19,90 1,10 27,00
3 1 2 12,00 3 3,00 36,00 2,00 44,00
3 2 0 9.30 1 1,80 36,00 1,20 43,00
3 2 1 15,00 1 3,00 38,00 2,00 52,00
3 2 2 21,00 2 3.00 40.00 2.00 56,00
3 2 3 29,00 3 9,00 99,00 5,00 152,00
3 3 0 24,00 1 4,00 99,00 3,00 152,00
3 3 1 46,00 1 9,00 198,00 5,00 283,00
3 3 2 110,00 1 20,00 | 400,00 10,00 | 570,00
3 3 3 >110,00

3.2.7.3. Aerob Sporlu Bakteri Sayillarinin Belirlenmesi

Hazirlanan ardigik diliisyonlar 80°C’de 10 dakika su banyosunda isitilip
37°C’ye sogutulmustur. Soguduktan sonra nutrient agar (NA) iizerine yayma ekim
yontemi ile ekimleri yapilip 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen

kolonilerin sayimlar1 yapilmstir (Digrak ve ark., 1994; Halkman, 2005).
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3.2.7.4. Laktik Asit Bakteri (LAB) Sayilarinin Belirlenmesi

LAB’larin belirlenmesi igin MRS, M17 ve KAA agar (Enterococcus)
besiyerleri kullanilarak yayma ekim yontemi ile ekimler gergeklestirilmistir. Daha
sonra inokiile edilen MRS agarli petri kutular1 anaerobik kosullarda 30°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Inokiile edilen M17 agarh petri kutular1, 30°C’de 48 saat
aerobik olarak inkiibe edilmistir. KAA agarli petri kutular1 ise aerobik olarak
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Askoul ve ark., 2014; Nikita ve ark., 2012; Patel
ve ark., 2016; Randazzo ve ark., 2005).

3.2.7.5. Maya Sayilarinin Belirlenmesi

Toplam maya sayiminda yayma ekim yontemi kullamlarak, potato
dextrose agar (PDA) besiyeri kullanilarak uygun seyreltmelerden ekim yapilmistir.
Plaklar 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak sayimlar gerceklestirilmistir
(Bakircr ve ark., 1998; Halkman, 2005).

3.2.8. Mikroorganizma izolasyonu ve Stok Kiiltiirii Hazirlamasi
3.2.8.1. LAB’larin izolasyonu ve Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

MRS, M17 ve KAA agarlarda gelisen farkli tipik koloniler secilerek 6ze
yardimiyla, her biri ayr1 ayri, tek koloni diisiirme teknigi ile saflagtirilmigtir. Daha
sonra, MRS agarli plaklar 30°C’de anaerobik olarak 48 saat, M17 agarli plaklar
30°C’de 48 saat, KAA agarli plaklar ise 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen kolonilerin safligt makroskobik ve mikroskobik olarak
degerlendirilmistir. Saflastirma isleminden sonra, MRS ve M17 agarlarda gelisen
farkli kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak her biri ayr1 ayr1 5 mL’lik MRS sivi
besiyerine inokiile edilmistir. Ayn1 sekilde KAA agarda gelisen farkli kolonilerden
0ze yardimiyla alinarak her biri ayr1 ayri 10 mL’lik Nutrient brotha inokiile
edilmistir. Daha sonra MRS broth iceren tiipler 30°C’de 48 -72 saat, Nutrient
broth igeren tiipler ise 37°C’de 48 -72 saat inkiibasyona brrakilmistir. inkiibasyon
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sonunda gelisen bakteri kiiltiirleri 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek elde
edilen siipernatant dokiilmiistiir. 2 mL’ lik eppendorf tiipleri i¢erisine 0,5 mL MRS
broth (toplam LAB ve kok sekildeki LAB) veya Nutrient broth (Enterococcus) ve
0,5 mL steril gliserin ilave edilerek bu tiipler -20 °C’de saklanmustir.

3.2.8.2. Mayalarin izolasyonu ve Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

PDA agarda gelisen farkli tipik koloniler segilerek, 6ze yardimi ile her biri
ayri ayri, tek koloni diistirme teknigi ile yine PDA agara ekilip, 25°C’de 48-72 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Gelisen kolonilerin saflig1 makroskobik ve mikroskobik
olarak degerlendirilmistir. Saflastirma isleminden sonra, her farkli koloniden 10
mL’lik YPD broth besiyerine inokiile edilmistir. Daha sonra tiim maya kiiltiirleri,
25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen maya
kiiltiirleri 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek elde edilen siipernatant
dokiilmistiir. 5 mL’lik eppendorf tiipleri icerisine 1 mL YPD broth, 1 mL maya

kiiltiirii ve 1 mL steril gliserin ilave edilerek bu tiipler -20°C’de saklanmuistir.

3.2.9. Laktik Asit Bakterilerinin Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.9.1. Gram Boyama

Izolatlarin, Gram 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, Gram boyama
yapilmigtir. Bunun i¢in, ilk izolasyon evresinde saflastirilan kiiltiirlerden (24
saatlikten az) lam {izerine, distile su ile yayilarak, preparat hazirlanmistir.
Hazirlanan preparatlar, havada kurutularak, fiksasyon isleminden sonra, kristal
viyole boyasi ile 1 dakika boyanip distile su ile yikanmistir. Havada kurutulduktan
sonra, iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika muamele edilen preparatlar, distile su ile yikanip,
tekrar havada kurutulmustur. Daha sonra alkol (%85) ile 15 saniye muamele edilip
en son safranin boyasi ile 15 saniye boyanmistir. Distile su ile yikandiktan sonra
havada kurutulan preparatlar mikroskopta sekil 3.10°de gosterildigi gibi, 100x’lik

immersiyon objektifinde incelenmistir. Laktik Asit Bakterileri Gram pozitif 6zellik
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tagidigi icin Gram Pozitif olan izolatlar se¢ilmistir (Halkman, 2005; Harrigan ve

ark., 1998).

4 4 4 J
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’ ; (] Atcohol
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© Application of ©) Application of €) Aleohol wash ) Application of
crystal violet iodine (mordant) {decolorization) safranin (counterstain)

(purple dye)
Sekil 3.10. Gram Boyama Asamasi

3.2.9.2. Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek amaciyla
ilk izolasyon esnasinda saflastirilan izolatlar temiz bir lam iizerine alinip % 3’liik
H,0, ¢ozeltisi damlatilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumu katalaz testi agisindan
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Halkman, 2005; Harrigan ve ark., 1998;
Tamer ve ark., 1984). Katalaz negatif olan izolatlar se¢ilmistir.

Gram pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenen koloniler saflastirilarak,

stok kiiltiirleri %60 giserol i¢inde -20 °C’de depolanmustir.

3.2.10. Laktik Asit Bakterilerinin ve Mayalarin Tanimlanmasi

Laktik asit bakterileri ve mayalarin tanimlanmasi, Cukurova Universitesi
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde VITEK 2 (Biomerieux) compact
otomatik tanimlama sisteminde yapilmistir. Laktik asit bakterileri ve mayalan
tanimlamak i¢cin GP ID (Gram pozitif bakteri tanimlama kart1) ve YST ID (Maya

tanimlama kart1) kartlar1 kullanilmigtir (Cetin ve ark., 2014; Haanpera ve ark.,
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2007; Halkman, 2005; Ligozzi ve ark., 2002). Tanimlama kartlarinda karbon
kaynagi kullanim1 ve enzimatik aktivite ozelliklerini Slgcen biyokimyasal testler
mevcuttur. Her bir test i¢in belirlenen reaksiyonlar esik degerler ile otomatik olarak
kiyaslanmakta ve VITEK 2 Compact cihazinda test reaksiyon sonuglari (-) ve (+)
olarak goziikmektedir. Elde edilen veriler sistemin kiitliphanesindeki verilerle
karsilastirilarak, tanimlama yapilmistir (Ozalkan ve ark.; Palabiyik ve ark., 2016;
Pekintiirk ve ark.; Us ve ark., 2010). Sekil 3.11 vitek cihaz1 ve 3.12°te GP ID ve
YST ID kartlar1 yerlesmesi verilmistir.

Sekil 3.11. Vitek 2 Compact Cihaz1

Sekil 3. 12 GP ID Ve YST ID Kartlar1 Yerlesmesi

30



3.MATERYAL VE YONTEM OYENIRAN BERNADIN AGANI

3.2.11. Laktik Asit Bakterileri Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Laktik  asit  bakteri izolatlariin  antibiyotik  direngliliklerinin
belirlenmesinde Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmigtir. Bunu iki
asamada gerceklestirmektedir. Birinci agsamasi izolatlarin yogunlugunu ayarlamadir
ve 0.5 McFarland (1-2x10° kob/mL) standarda gore yapilmustir (Bauer ve ark.,
1966; Chakoosari ve ark., 2015; Lim ve ark., 2009; Reller ve ark., 2009). Ependorf
tiiplinde stok edilen izolatlardan 0.1 mL almip 5mL’lik MRS broth’a inokiile
edilmistir ve 30 °C’de 18 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 2
tiip kanistirilarak santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiiliip pellet lizerine 5 mL
diliisyon sivist ilave edilmistir. Elde edilen karisim numunemizdir. Sonra 9 mL
diliisyon s1visi 1 mL ilave edilip homojenize hale getirilmistir. Daha sonra ardisik
seyretme (107 kadar)islemi uygulanmistir. MRS besiyeri iizerine 0.1 mL alinip
yayma ekim yoOntemi kullanilarak ekim yapilmistir ve anaerobik kosullarda
30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Koloniler saymminda 107 petri kutusu
tizerisinde 15- 20 civarinda koloni kabul edilmistir.

Ikinci asamasi ise uygun bir sekilde 0.5McFarland standarda gore
ayarlanarak, MRS besiyerine yayma ekim yontemiyle ekim yapilmistir
(numuneden 1 ml alinip 1’er seyreltilerek elde edilen seyreltmeden ( 107 ‘den 0.1
mL alinip inokiile edilmistir). Hemen ardindan beklemeden inokiile edilen petri
kutularinin ylizeyine dispenser araciligi ile antibiyotik (vankomisin, kloramfenikol,
rifampisin, tetrasiklin, eritromisin, ampisilin, gentamisin ve siprofloksasin) i¢eren
kagit diskler yerlestirilerek 37 °C’de 24 saatlik anaerobik inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda zon ¢aplar1 &l¢iilmiistiir. Sonuglar, NCCLS (the
National Committee for Clinical Laboratory Standards) dokiiman M2-A9
kriterlerine gore bakteri suslari, direngli, orta duyarli ve duyarli olarak
degerlendirilmistir(CLSI, 2011; Giilay, 2002; Giir, 2007; Unal Turhan ve ark.,
2016).

Laktik asit bakteriler i¢in NCCLS dokiiman M2-A9 zon ¢ap1 yorumlama

standartlar1 Cizelge 3.3 *de verilmektir.
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Cizelge 3.3. LAB i¢in NCCLS dokiiman M2-A9 Zon Cap1 Yorumlama Standartlari
(Unal Turhan ve ark., 2016)

Antimikrobik Disk Zon Cap1 Yaklasik mm
Tlac icerigi R I S

Eritromisin(E15) 15 ng <13 14-22 >23
Tetrasiklin(TE10) 30 ug <14 15-18 >19
Ampisilin(AM10) 10 ng <16 - >17
Vankomisin(VA30) 30 ug <14 15-16 >17
Gentamisin(CN10) 120pg 6 7-9 >10
Rifampisin(RAS) Sug <16 17-19 >20
Siprofloksasin(CIP5) Sug <15 16-20 >21
Kloramfenikol(C30) 30 ng <12 13-17 >18

*R: Direngli , *I: Orta duyarli, *S: Duyarli.

3.2.12. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizler

Degue Orneklerine uygulanan analizler sonucunda elde edilen
bulgular, SPSS 16 paket programi kullanilarak varyans analizine tabi
tutularak ve 6nemli bulunan farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine

gore degerlendirilmistir(Diizgiines ve ark., 1987; Ozdamar, 1999)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Degue Orneklerinin Ph Degerleri ve Mikroorganizma Sayim Sonugclar
Aragtirma kapsaminda toplam 3 tekerriilii Degue iiretimi gergeklestirilmis
olup, her iiretimden 5 6rnek alinarak, depolama siiresince pH olglimlerinin yan
sira, toplam LAB (MRS), kok sekildeki LAB (M17), Enterococcus spp.1 (KAA),
toplam mezofil aerob bakteri (Nutrient agar), toplam aerob sporlu bakteri(Nutrient
agar), toplam maya (PDA), toplam koliform bakteri ve E.coli sayilar1 (LSB)
belirlenmistir. Ayrica, bu dérneklerden LAB bakterileri ve mayalar izole edilmistir.
Depolama siiresince tiim denemelerde belirlenen pH degerleri,

mikroorganizma sayim sonuglar1 ¢izelge 4.1°de verilmistir.

4.1.1. Ph Degerleri Belirlenmesi
Depolama siiresince Degue orneklerindeki pH degerleri sekil 4.1°de

verilmistir.

4,98
4,88
4,78
4,68
4,58
4,48
4,38
4,28
4,18
4,08
1.giin 7.giin 14.giin 21.giin
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.1. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki Ph Degerleri
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Cizelge 4.1. Depolama Siiresince Belirlenen Ph Degerleri ve Mikroorganizma Sayim Sonuglari

Ornekler  Giinler pH Toplam Kok Enterokok TMAB Maya Koliform
LAB sekildeki
LAB

143

l.giin  4,64+0,049° 4,77+£0,400° 4,78+0,260° 3,61+0,234* 4,69+0,614° 4,38+0,661° 1,77+1,535
{iretim 7.gin - 4,35+0,115°  6,29+0,670° 5,611,076 3,52+0,369* 4,04+0,655° 4,70+0,991° 1,19+1,049"
l4.giin ~ 4,1840,040° 7,08+0,482" 6,07+0,944° 3.87+0,216° 4,99+0,62° 4,90+0,555" 0,00+0,000

2l.giin  4,08+0,060° 7,70+0,160" 7,524+0,331" 3,56+0,340° 6,33+0,882" 7,16+0,537" 0,00+0,000"

Cizelgede ayni satirda farkli harflerle verilen ifadeler Duncan testine gore istatiksel olarak dnemli (p<0.05 seviyesinde) bulunmustur.
Cizelgede ayni satirda harflendirme yapilmayan degerler istatiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0.05 seviyesinde)

VINSILIVL HA IV INODTNG 't
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Sekil 4.1°de goriildiigii gibi Degue’nin depolama siiresince ortalama pH
degerleri 4,08 - 4,64 arasinda degismistir. Depolamanin 1. giiniinden 21.giin{ine
kadar pH degerlerinde azalma goriilmiistiir. En yiiksek pH degeri 4,64; 1. giinde
belirlenmistir. Diisiik pH degeri 4,08 ise 21.giinde lgmiistiir. Depolama siiresince,
pH degerleri, istatiksel agidan 6nemli (p<<0.05) bulunmaktadir.

Tchekessi ve ark. (2014), yaptigi ¢alismada, Degue millet’in pH degeri
4.27 olarak belirlenmistir. Ayni ¢aligmada musir ve sorgum bitkisi ile yapilan
Degue’nin pH degerlerini sirasiyla 4.21 ve 4.22 olarak bulunmuslardir. Hama ve
ark. ( 2009) c¢alismasinda 72 saatlik fermantasyondan sonra Degue’nin  pH
degerini ortalama 4.49 olarak saptanmislardir. Ayn1 sekilde Degue’ye benzer olan
Iran’daki Kashk-e Zard ve Tarkhineh iiriinlerin iizerinde, Mashak ve ark. (2014)
yaptig1 arastirmada Kashk-e zark pH’st 4.31 ve Tarkhineh pH’s1t 4.9
belirlenmislerdir. Kashk-e Zard ve Tarkhineh, Siit ve millet’ten tiretilen tirtinlerdir.
Calismamizda elde edilen pH degerleri diger calismalarda bulunan pH degerleri ile

uyum gostermektedir.

4.1.2. Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayim Sonuclari

Depolama siiresince Degue orneklerindeki TMAB sayisindaki degisim
sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2°de goriildiigli gibi Degue depolama siiresince toplam mezofil
aerob bakterileri sayisi 4,04 - 6.33 log kob/g arasinda degismistir. Depolamanin 1.
ve 7. giinleri arasinda toplam mezofil aerob bakterileri sayisinda azalma meydana
gelmistir. Depolamanin 7. gilinlinden itibaren toplam mezofil aerob bakterileri
sayis1 artmistir. En yiiksek toplam mezofil aerob bakterileri sayisi1 6,33 log kob/g,
21. giinde belirlenmistir. En diisiik sayis1 4,04 log kob/g ise 7. giinde belirlenmistir.
Depolama siiresince, toplam mezofil aerob bakterileri sayisi, istatiksel agidan

onemli (p<0.05) bulunmaktadir.
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Log kob/g
~J
k=
=

1.glin 7.gln 14.giin 21.glin
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.2. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki TMAB Sayis1

Tchekessi ve ark. (2014) ¢alismasinda Degue millet’in TMAB sayis1 7.31
log kob/g bulunmustur. Ayni ¢alismada Degue Sorghum ve Degue misir’in TMAB
sayisi sirayla 7.82 ve 7.85 log kob/g bulunmustur. Degue’de belirlenen toplam
mezofil aerob bakteri sayisi, Tchekessi ve ark. (2014) tarafindan bildirilen
degerlerden diisiik bulunmustur. Bu farklilik kullanilan hammaddeler, cografi
faktorler, calisma yontemleri, stater kiiltiir, tiretim hijyen kosullar1 gibi nedenlerden

kaynaklanir.
4.1.3. Laktik Asit Bakterileri Sayim Sonuclar:

Depolama siiresince Degue drneklerindeki toplam LAB sayisindaki

degisim sekil 4.3; 4.4 ve 4.5’lerde verilmistir.
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9,77

Log kob/g

1.glin 7.gln 14.giin 21.glin
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.3. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki Toplam LAB Sayist

Log kob/g

1.glin 7.glin 14.giin 21.glin
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.4. Depolama siiresince Degue orneklerindeki kok sekildeki LAB sayis1
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4,92
4,72
4,52
4,32
4,12
3,92
3,72
3,52

Log kob/g

1.glin 7.glin 14.giin 21.glin
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.5. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki Enterokok Sayist

Sekil 4.3; 4.4 ve 4.5’lerde goriildiigii gibi depolama siiresince, toplam LAB
sayist 4.77 — 7.70 log kob/g arasindadir. Genel olarak, depolamanin 1. giiniinden
21. glinline kadar toplam LAB sayisinda artig goriilmiistiir. En yiiksek toplam LAB
sayist 7.70 log kob/g, depolamanin 21. giiniinde belirlenmistir. En diisiik toplam
LAB sayis1 4,77 log kob/g ise 1. glinde belirlenmistir. Depolama siiresince toplam
LAB sayisi, istatiksel acidan onemli (p<0.05) bulunmaktadir. Aym sekilde kok
sekildeki LAB sayis1 4.78 — 7.52 log kob/g arasinda belirlenmistir. Genel olarak,
depolamanin 1. giiniinden 21. giliniine kadar kok sekildeki LAB sayis1 artmigtir. En
yiksek kok sekildeki LAB sayisi 7,52 log kok/g, depolamanin 21. giiniinde
belirlenmistir. En diisiik sayis1 4.78 log kob/g ise 1. giinde belirlenmistir. Istatiksel
acidan kok sekildeki LAB sayisinda énemli (p<0.05) bulunmaktadir. Depolama
stiresince, enterokoklarin sayisi ise 3.52 — 3,61 log kob/g arasinda bulunmustur.
Genel olarak enterokok sayisi diizensiz degisimler gostermistir. En yiiksek

enterokok sayis1 3,61 log kob/g, depolamanin 14. giiniinde belirlenmistir. En diigiik
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sayist 3.52 log kob/g ise depolamanin 7. giiniinde belirlenmistir. istatiksel
acidan 6nemsiz (p>0.05) bulunmaktadir.

Tchekessi ve ark. (2014) yaptig1 aragtirmada, inci darisi(millet), misir ve
sorghum bitkili Degue’nin LAB sayisi sirasiyla 7.31, 7.85 ve 7.82 log kob/g
bulmustur. Buldugumuz LAB sayisiyla yakin oldugunu goriilmektedir. Hama ve
ark. ( 2009), ¢alismalarida LAB sayist liretim giiniinde 6.96 log kob/g ve 72 saatlik
fermantasyondan sonra 9.91 log kob/g bulmustur. Calismamiz sonuglarinda ise
LAB sayis1 daha yliksek bulunmustur. Tankoano ve ark. (2017), Degue’ye benzer
olan iirtin Gappal (burkina faso’da iiretilir) iizerinde yaptig1 ¢alismada sivi Gappal
iiriiniin Enterococcus sayist 4.30 log kob/g bulunmustur. Bu say1, bu c¢alismada
belirlenen Degue {iriiniin Enterococcus bakterilerinin sayisiyla yakin oldugu

goriilmiigtiir.

4.1.4. Maya Sayim Sonuclari

Depolama siiresince Degue orneklerindeki maya sayisindaki degisim sekil
4.6°de verilmistir.

Sekil 4.6’de goriildiigii gibi Degue oOrneklerinde, depolama siiresince
toplam maya sayisi 4.38 - 7.16 log kob/g arasinda belirlenmistir. Depolamanin 1.
ve 14. giinleri arasinda maya sayisi hafif artig goriilmiistiir. Depolamanin 14,
giiniinden itibaren artmigtir. En yiiksek toplam maya sayisi 7.16 log kob/g,
depolamanin 21. giinlinde belirlenmistir. En diisiik toplam maya sayis1 4.38 log
kob/g ise depolamanin 1. giiniinde belirlenmistir. Toplam maya sayisi, istatiksel

acgidan 6nemli (p<0.05) bulunmaktadir
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Log kob/g

1.glin 7.glin 14.glin 21.gln
Depolama siiresi(giin)

Sekil 4.6. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki Maya Sayisi

Tchekessi ve ark. (2014) yaptig1 calismada inci darisi (millet), misir ve
sorghum bitkisi kullanarak iirettigi Degue’nin toplam maya ve kiif sayisi sirasiyla
7.78, 8.44 ve 7.91 log kob/g bulmustur. Buldugumuz toplam maya sayisiyla yakin
oldugunu gosterilmektedir. Hama ve ark. ( 2009), ¢alismalarinda dretimin ilk
giiniinde, toplam maya ve kif sayisim1  5.93 log kob/g bulunmustur. Bu sayima
gore, tim Orneklerde buldugumuz toplam maya sayisinin daha diisiik oldugu
gorilmektedir. Bu farklilik kullanilan hammaddeler, cografi faktorler, calisma

yontemleri, iiretim hijyen kosullarindan kaynaklanabilir.
4.1.5. Toplam Koliform ve Escherichia coli Sayim Sonuclar:

Depolama siiresince Degue orneklerindeki toplam koliform sayisindaki

degisim sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Depolama Siiresince Degue Orneklerindeki Toplam Koliform Sayisi

Sekil 4.7°de goriildigi gibi Degue depolama siiresince toplam koliform
bakteri sayisi 0 - 1.77 log EMS/g arasinda degismistir. Depolamanin 1. giiniinden
14. gilinline kadar koliform sayisi azalarak sifirlanmistir. Depolamanin 14.
giinlinden itibaren toplam koliform sayist sifir bulunmustur. En yiiksek toplam
koliform sayis1 1.77 log EMS/g, depolamanin 1. giiniinde bulunmustur. Bulunan
koliform bakterilerinin Echerichia coli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
yapilan indol test sonuglar1 negatif olarak saptanmistir. Toplam koliform sayisi,
istatiksel agidan dnemsiz (p>0.05) bulunmaktadir.

Tchekessi ve ark. (2014) yaptig1 calismada, iirettigi Degue oOrneklerinde
toplam koliform bakterileri ve Echerichia coli bulamamigtir. Hama ve ark. ( 2009)
calismasinda {iretimin ilk giiniinde, toplam koliform sayist 5.11 log kob/g
bulunmustur. 72 saatlik bir fermantasyondan sonra toplam koliform sayism 5.88
log kob/g olarak saptamistir. Bu sayilara gore, tiim 6rneklerde buldugumuz toplam
koliform bakteri sayisimin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu farklilik
kullanilan hammaddeler, cografi faktorler, ¢alisma yontemleri, stater kiiltiir ve

iretim hijyen kosullarina baglanmaktadir.
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4.2. Laktik Asit Bakterileri ve Mayalarin izolasyonu
4.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

MRS, M17 ve KAA agarlarindan Degue Orneklerine ait olan ve izole
edilen siipheli kolonilere katalaz testi uygulanmigtir. Katalaz negatif olan kolonileri
secilip gram bayamaya tabi tutularak, Gram pozitif kolonileri izole edilmistir.
Izolatlar %60°lik gliserinli eppendorf tiipleri igerisinde -20°C’de depolanmustir.
Cizelge 4.2°te elde edilen izolatlarin 6zellikleri verilmektedir.

Katalaz negatif ve Gram pozitif olan 20 LAB izolatlari mikroskopta
(16X100) bakilarak 16 smi (%80) kok, 4 tanesini ise (%20) basil olarak
belirlemislerdir (Sekil 4.8 ve 4.9).

Sekil 4.8. zolat 1” in Mikroskobik Gériintiisii Sekil 4.9. Izolat 12 in Mikroskobik Gériintiisii
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Cizelge 4.2. Izolatlarin Ozellikleri

iZOLAT NO KATALAZ GRAM SEKIL
BOYAMA
1 - + Kok
2 - + Kok
3 - + Kok
4 - + Kok
5 - + Kok
6 - + Kok
7 - + Kok
8 - + Kok
9 - + Kok
10 - + Kok
11 - s Cubuk
12 - + Cubuk
13 - + Kok
14 - + Kok
15 - + Kok
16 - + Kok
17 - + Cubuk
18 - + Kok
19 - + Cubuk
20 - + Kok

4.2.2. Mayalarin izolasyonu

Degue orneklerine ait olan ve farkli PDA agarli petri kutularindan izole
edilen siipheli maya kolonileri mikroskopta (16X40) bakilarak 10 izolat secilmistir.
Saflastirdiktan sonra izolatlar %60’lik gliserinli eppendorf tiipleri igerisinde -

20°C’de depolanmustir. Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Maya’nin Mikroskobik Goriintiisii

4.3. Laktik Asit Bakteri ve Mayalarin Tanimlanmasi

Izolatlarin identifiasyonu VITEK-2 (Biomerieux) compact otomatik sistemi
ile yapildi. Vitek-2 sisteminin kiitiiphanesindeki verilere gore Degue’de
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus ve Enterococcus cinsleri  tespit
edilmistir. Ayrica elde edilen sonuglara gore Degue iirliniinde 5 izolat (%50)
Candida kefyr, 1 izolat (%10) Cryptococcus albidus ve 4 izolat (%40) Rhodotorula
glutinis olmak iizere bulunan 3 farkli maya tiirii saptanmistir. Cizelge 4.3’de elde
edilen sonuclar ayrintiyla verilmistir. Sekil 4.11°te belirlenen suslarm %

dagilimlar1 gdsterilmistir.
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Cizelge 4.3. Tanimlama Sonuglari

iZOLAT NO VITEK-2 SONUCLARI (%) BENZERLIK
1 Pediococcus pentosaceus %89
2 Pediococcus acidilactici %97
3 Pediococcus acidilactici %97
4 Leuconostoc pseudomnsenteroides %86
5 Pediococcus acidilactici %97
6 Enterococcus faecalis %99
7 Enterococcus faecium %99
8 Enterococcus faecalis %99
9 Enterococcus faecalis %99
10 Enterococcus faecalis %99
11 Leuconostoc pseudomnsenteroides %86
12 Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum %91
13 Pediococcus acidilactici %97
14 Enterococcus faecium %90
15 Enterococcus faecalis %99
16 Pediococcus acidilactici %93
17 Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum %093
18 Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum %99
19 Enterococcus faecalis %97
20 Streptococcus agalactiae %88

Vitek-2 compact sonuglarina goére %30°u Pediococcus, %251
Leuconostoc, %40°1 Enterococcus ve %51 Streptococcus cinsleri bulunmustur.
Ayrica 6 izolat (%25) Pediococcus acidilactici, 1 izolat (%5) Pediococcus
pentosaceus, 3 izolat (%]15) Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum, 1 izolat
(%10) Leuconostoc pseudomnsenteroides, 6 izolat (%30) Enterococcus faecalis, 2
izolat (%10) Enterococcus faecium ve 1 izolat (%5) Streptococcus agalactiae
olarak tanilanmistir. Tanimlanan izolatlarin biiyiik ¢cogunlugunu Enterococcus cinsi

olustururken, Streptococcus cinsi en diisiik oranda saptanmustir.
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Ouattara ve ark. (2015) tarafindan Burkina faso’nun farkli bolgelerinden
Degue ornekleri toplayip bu oOrneklerden morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve
biyokimyasal yoOntemler kullanarak 125 LAB izolasyonu yapilmiglardir. Bu
izolatlarin Pediococcus, Leuconostoc cinslerine ait olduklarini belirlenmislerdir.
Abriouel ve ark. (2006) calismasinda Degue’de PCR yontemi kullanilarak
Enterococcus sp. varligt belirlenmistir. Angelov ve ark. (2017) Benin’de iiretilen
Degue tizerinde yaptig1 arastirmada, Pediococcus acidilactici ve Enterococcus sp.
tanimlanmistir. Harun-ur-Rashid ve ark. (2007), Bangladesh’in farkli bélgelerinden
fermente siit {irtinii Dahi 6rneklerini toplayip bu 6rneklerden LAB’lar1 izole ederek,
tanimlanmiglardir. Dahi 6rneklerinde Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum,

Pediococcus pentosaceus ve Enterococcus faecium oldugunu belirlemislerdir.

m Pediococcus
acidilactici

%5 m Pediococcus
pentosaceus

Leuconostoc
pseudomnsenteroid

ES
m Leuconostoc
mesenteroides ssp.

%5 extranicum
m Enterococcus

faecalis

0,
%10 m Enterococcus

faecium

%15

I Streptococcus
agalactiae

Sekil 4.11. Degue’den Tanimlanan LAB’lara Ait Tiirlerin % Dagiliimlari
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4.4. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direncliliklerinin Belirlenmesi

Vankomisin, kloramfenikol, rifampisin, tetrasiklin, eritromisin, ampisilin,
gentamisin ve siprofloksasin olmak tizere 8 tane antibiyotik kullanilarak
Degue’den elde edilen LAB’larin antibiyotik direnglilikleri belirlenmistir.
Antibiyotiklerden kaynaklanan inhibisyon zon c¢aplari sonuglar1 ¢izelge 4.4’te
verilmistir. NCCLS (the National Committee for Clinical Laboratory Standards)
dokiiman M2-A9 kriterlerine gore antibiyotik direnglerinin sonuglari ¢izelge 4.5’te
Verilmistir.

Antibiyotiklere direngli bakteriler, gida ve yemlerde asagidaki nedenlerden
dolay1 en 6nemli tehdit unsurlarindan biridir. Birincisi, bu genleri bircok patojen
bakteriye transfer etme riski ile diger mikroorganizmalarla direng faktorlerini
degistirebilir (Shalini Mathur ve ark., 2005). Ikinci olarak, sadece antibiyotik
tedavisi ile kontrol edilebilen endokardit (kalp ve damarlarin i¢inde mikrobiyal
enfeksiyona verilen ismidir) olusturan bazi LAB suslar1 etiolojik ajanlar oldugu
bildirilmistir (Salvana ve ark., 2006). Son olarak, Probiyotik LAB kullanimi
optimizasyonu gastrointestinal vakalarinda, antibiyotik tedavisi gii¢clendirmek i¢in
LAB’larin antibiyotik direncglerini bilmeleri gerekmektedir (Salminen ve ark.,
1998).

Yukaridaki nedenlerden dolayi, Degue 6rneklerden izole edilen LAB'larin
antibiyotik direnci bu g¢aligmada arastirilmistir. Elde edilen antibiyotik direnci

sonuglara gore izolatlar ¢oklu antibiyotik direnci gostermektedir.

4.4.1. Pediococcus Cinslerinin Antibiyotik Direncliliklerini

Tim Pediococcus acidilactici (%100) izolatlar1 (2; 3; 5; 13 ve 16 nolu)
tetrasiklin, vankomisin ve siprofloksasin antibiyotiklerine direnglilik gosterirken,
rifampisin ve kloramfenikole karsi duyarlilik gostermistir. 3 nolu izolat (%20)
eritromisin karsisinda orta duyarlilik gdsterirken kalan (%80) izolatlar (2; 5; 13; 16
nolu) duyarlilik gostermistir. Ayni sekilde 16 nolu izolat (%20), gentamisin

karsisinda orta duyarhilik gosterirken kalan (%80) izolatlar (2; 3; 5; 13 nolu)
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direnglilik gostermistir. Ampisilin  kargisinda ise Pediococcus acidilactici
izolatlariin %60°1 (izolat 2; 3 ve 16 nolu) duyarli ve %401 ( izolat 5 ve 13 nolu)
direnc¢li bulunmustur.

Pediococcus pentosaceus izolati (1 nolu), kloramfenikol, eritromisin ve
gentamisin antibiyotiklerinin karsisinda orta duyarliyken ampisilin ve rifampisin
karsisinda duyarli ve tetrasiklin, vankomisin, siprofloksasin karsisinda direncli
bulunmustur. Sekil 4.12’de Pediococcus acidilactici antibiyotik direngliliklerini
verilmistir.

Saeed ve ark. (2014), yaptig1 arastirmada tiim Pediococcus izolatlarinin
vankomisin karsisinda direngli olduklarini belirlemislerdir. Ayni sekilde tiim
izolatlar kloramfenikol, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin ve amoksisiline
karsisinda duyarli ve tetrasiklin karsisinda orta duyarli olarak belirlenmistir.

Calismamizda da yakin sonuglar bulunmustur.

Sekil 4.12. Pediococcus acidilactici Antibiyotik Direnglilikleri

4.4.2. Leuconostoc Cinslerinin Antibiyotik Direncliliklerini
Leuconostoc pseudomnsenteroides izolatlari (4 ve 11 nolu), vankomisin,
siprofloksasin, gentamisin antibiyotiklerinin karsisinda direnglilik gdsterirken

rifampisin, kloramfenikol karsisinda duyarli olduklar1 saptanmigtir. Ampisilin ve
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tetrasiklin kargisinda Leuconostoc pseudomnsenteroides izolatlarinin birisi (izolat 4
nolu) direncliyken ikincisi digeri (11 nolu) ayni antibiyotiklerin karsisinda sirayla
duyarli ve orta duyarli bulunmustur. Ayrica 4 nolu izolat eritromisin kargisinda
duyarlilik gosterirken 11 nolu izolat orta duyarlilik gostermistir.

Tiim Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum (%100) izolatlar1 (12; 17
ve 18 nolu) vankomisin, siprofloksasin karsisinda direngliyken ampisilin,
kloramfenikol antibiyotiklerinin karsisinda duyarlilik gdstermistir. 12 ve 17 nolu
izolatlar (%66,67) rifampisin karsisinda direngli, eritromisin  karsisinda orta
duyarli ve gentamisin karsisinda duyarli bulunurken 18 nolu (%33,33) izolat aym
antibiyotiklerin karsisinda sirayla duyarli ve direngli bulunmustur. Tetrasiklin
karsisinda ise 17 ve 18 nolu izolatlar (%66,67) duyarliyken 12 nolu izolat (%33,33)
orta duyarli bulunmustur. Sekil 4.13’de Leuconostoc pseudomnsenteroides
antibiyotik direngliliklerini verilmistir.

Saced ve ark. (2014), yaptigi arastirmada Leuconostoc mesenteroides
cinsleri, rifampisin, eritromisin, klindamisin ve tetrasiklin’e duyarlilik gdsterirken
kloramfenikol’a direnglilik gostermistir. Swenson ve ark. (1990), calismasinda
Leuconostoc  cinsleri,  kullanilan  antibiyotiklere  (imipenem,minosiklin,
kloramfenikol, gentamisin, daptomisin) direnglilik gostermemistir. Caligmamizda

da yakin sonuglar bulunmustur.

Sekil 4.13. Leuconostoc pseudomnsenteroides Antibiyotik Direnglilikleri
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4.4.3. Enterococcus Cinslerinin Antibiyotik Direncliliklerini

Tim Enterococcus faecalis (%100) izolatlar1 (6; 8; 9; 10; 15; 19 nolu),
gentamisin antibiyotik direnglilik géstermistir. 8; 9; 10; 15 ve 19 nolu izolatlar
(%83,33) ampisilin, vankomisin karsisinda duyarliyken 6 nolu izolat (%16,67)
direnglilik gostermistir. 9; 10 ve 15 nolu izolatlar (%50) kloramfenikol, tetrasikline
duyarlilik gdsterirken, 19 nolu izolat (%16,67) direnclilik gostermis ve 6; 8 nolu
izolatlar (%33,33) orta duyarlilik gostermistir. Siprofloksasin karsisinda, 6; 8; 9 ve
10 nolu izolatlar (%66,67) direnclilik gosterirken, 15 ve 19 nolu izolatlar (%33.33)
sirayla duyarlilik ve orta duyarlilik gostermistir. Rifampisin karsisinda, 8; 10; 15
ve 19 nolu izolatlar (%66,67) direnglilik gosterirken, 6; 9 nolu izolatlar (%33,33)
duyarli gdstermistir. Eritromisin karsisinda ise 6 ve 8 nolu izolatlar (%33,33)
duyarli, 9 ve 10 nolu izolatlar (%33,33)orta duyarli, 15 ve 19 nolu izolatlar
(%33,33) direngli bulunmustur.

Tim Enterococcus faecium izolatlar1 (7 ve 14 nolu), kloramfenikol,
tetrasiklin ve ampisiline duyarhiyken, rifampisin karsisinda direngli bulunmustur. 7
nolu izolat vankomisin ve siprofloksasin karsisinda duyarhilik gosterirken 14 nolu
izolat sirayla direnglilik ve orta duyarlilik gostermistir. Aymi sekilde 14 nolu izolat
eritromisin ve gentamisine duyarliyken, 7 nolu izolat sirayla orta duyarl ve direngli
bulunmustur. Sekil 4.14’de Enterococcus faecium antibiyotik direngliliklerini
verilmistir.

Saced ve ark. (2014), yaptig1 arastirmada Enterococcus izolatlarinin
¢ogunlugu vankomisin karsisinda direngli olduklarini belirlemistir. Ayni sekilde
tiim izolatlar kloramfenikol karsisinda duyarli ve tetrasiklin karsisinda orta duyarh
olarak belirlenmistir. Tim Enterococcus izolatlar seftriason, tobramisin ve
siprofloksasin karsisinda direngli olarak belirnmistir. Bagbiilbiil ve ark. (2015)
yaptigi arastirmada Enterococcus feacium antibiyotiklere ¢oklu direnglilik

gostermigtir. Calismamizda da yakin sonuglar bulunmustur.
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Sekil 4.14. Enterococcus faecium Antibiyotik Direngliliklri

51



[4S

Cizelge 4.4. Antibiyotiklerden Kaynaklanan inhibisyon Zon Caplar1

BAKTERI RA5 C30 TE 10 E 15 AM 10 VA 30 CN 10 CIP 5

1-  Pediococcus 24.00+0.00° 16.00+1.417 13.50+071" 16.00£0.00° 29.00+1.41% 6.00+0.00° 7.00+0.00° 10.00+0.00°
pentosaceus ) )

2-  Pediococcus 23.50+0.71% 29.50+£0.71% 10.00+0.00' 23.25+0.35° 17.00+1.41° 0.00+0.00" 0.00+0.00° 0.00+0.00"
acidilactici

3-  Pediococcus 22.00+0.00¢ 26.00+0.00" 12.50+0.711 21.00+0.00° 21.50+0.71" 0.00+£0.00" 0.00+0.00¢ 0.00+0.00"
acidilactici

4-  Leuconostoc 22.00+1.41¢ 30.50+0.71% 12.50+0.711 23.25+1.06" 15.00+1.419 0.00+£0.00 " 0.00+0.00¢ 0.00+0.00"
pseudomnsenteroi
des .

5-  Pediococcus 26.50+0.71° 30.00£0.00% 14.50+£071%" 24.00+0.00" 15.00+1.419 0.00+0.00 0.00+0.00¢ 0.00+0.00"
acidilactici

6-  Enterococcus 30.00+0.00* 35.00+0.00* 15.00+1.418 28.75+0.35° 15.75+1.06" 0.00+£0.00" 0.00+0.00° 0.00+0.00"
faecalis

7-  Enterococcus 16.00+0.00 35.50+0.71* 30.00+0.00° 16.00+£1.41° 32.50+0.71° 27.50+0.71° 0.00+0.00¢ 25.50+0.71*
faecium

8- Enterococcus 13.50+0.718 35.00£0.00° 15.00£0.008 27.50+0.71* 39.50+0.71° 0.00+0.00" 0.000.00¢ 10.00+1.41"
faecalis

9-  Enterococcus 20.00:£0.00° 34.50+0.71° 25.50+071¢ 15.00£0.00°  39.50+0.71° 31.00+0.00° 0.00:£0.00¢ 14.50+0.71¢
faecalis

10- Enterococcus 16.50+0.71° 35.00+£0.00* 27.00+0.00° 14.00+1.41° 32.00+0.00° 25.50+0.71° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00"
faecalis

11- L.euconostoc 25.00+0.00% 21.50+0.71° 17.000.00" 18.50+0.71¢ 27.50+0.71¢ 0.00+0.00 " 0.00+0.00¢ 10.50+0.71°
pseudomnsenteroi
des v

12- Leuconostoc 10.50+0.71" 25.00+1.41" 17.50+0.71° 21.00+0.00° 25.00£0.00" 0.00+£0.00 " 12.50+0.7° 13.00+0.00°
mesenteroides ssp
dextranicum _ _

13- Pediococcus 26.00+1.41° 28.00£1.41°% 13.00+0.00' 23.50+0.71° 14.00+0.00’ 0.00+0.00 0.00+0.00¢ 0.00+0.00"
acidilactici

14- Enterococcus 15.50+0.71" 29.50+0.71% 25.00+0.00° 24.50+0.71° 30.00+0.00¢ 0.00£0.00 " 13.50+071° 18.00+0.00°
Faecium

15- Enterococcus 12.00+1.412 32.00+0.00° 30.00+0.00° 12.00+1.418 40.000.00? 26.25+1.77° 0.00+0.00¢ 21.00+1.41°
faecalis

16- Pediococcus 25.00+0.00" 27.75+0.35" 11.00+0.00' 24.00+1.41° 21.50+0.00" 7.50+0.71¢ 7.00+0.00° 6.50+0.71¢
acidilactici

17- Leuconostoc 10.00+0.00' 26.50+0.71%" 20.00+0.00° 20.50+0.71° 24.50+0.718 0.00+0.00 " 13.50+0.71° 15.00+0.00°
mesenteroides ssp
dextranicum ) ) ) )

18- Leuconostoc 26.00£1,41° 28.75+1.06% 23.00+0.00¢ 24.25+1.06° 26.50+2.12'® 0.00+0.00" 0.00£0.00¢ 9.50+0.71°
mesenteroides ssp
dextranicum )

19- Enterococcus 0.00£0.00’ 0.00£0.00* 0.00+0.00* 9.50+0.71" 37.00+0.00° 25.50+0.71° 0.00£0.00¢ 20.00+0.00°
faecalis

VIASILIVL HA IV INODT1Nd 't

a,b,c,d,e,f,g,h,i,j,k: Ayni satirda farkli Gistel harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
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Cizelge 4.5. Antibiyotik Direngleri (NCCLS Kriterlerine Gore)

iZOLATS RAS C30 TE 30 E1 AM 10 VA 30 CN 10 CIP 5
1-  Pediococcus pentosaceus S I R I S R I R
2-  Pediococcus acidilactici S S R S S R R R
3-  Pediococcus acidilactici S S R I S R R R
4-  Leuconostoc pseudomnsenteroides S S R S R R R R
5-  Pediococcus acidilactici S S R S R R R R
6-  Enterococcus faecalis S S I S R R R R
7-  Enterococcus faecium R S S I S S R S
8- Enterococcus faecalis R S I S S S R R
9-  Enterococcus faecalis S S S I S S R R
10- Enterococcus faecalis R S S I S S R R
11- L.euconostoc pseudomnsenteroides S S I I S R R R
12- Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum R S I I S R S R
13- Pediococcus acidilactici S S R S R R R R
14- Enterococcus Faecium R S S S S R S I
15- Enterococcus faecalis R S S R S S R S
16- Pediococcus acidilactici S S R S S R I R
17- Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum R S S I S R S R
18- Leuconostoc mesenteroides ssp dextranicum S S S S S R R R
19- Enterococcus faecalis R R R R S S R I

S: Sensitive (duyarli), R: Resistant (direngli), I: Intermediate sensitive (orta duyarli), RAS: Rifampisin, C30: Kloramfenikol, TE30: Tetrasiklin, E15: Eritromisin,

AM10: Ampisilin,VA30: Vankomisin, CN10: Gentamisin , CIP5: Siprofloksasin.

VINSILIVL A IV INODTNG 't
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5.SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada, Fildisi Sahili’nden getirilen inci daris1 ve gida
isletmesinden temin edilen ¢ig inek siitii ile Degue tretilmis ve mikrobiyolojik
ozellikleri incelenmistir. Degue &rneklerinde depolama siiresince rol alan LAB ve
mayalar izole edilerek tanimlanmistir. Elde edilen LAB izolatlarinin antibiyotik
direnglerinine bakilmigtir. Bu amagla 3 iiretim yapilmis ve her birisiden 5 6rnek
alinarak depolama boyunca mikrobiyolojik 6zelliklerinin yani sira, pH degerleri
belirlenmistir.

Elde edilen verilere gore iiretien Degue drneklerinde depolama siiresince
ortalama pH degerleri 4,08 - 4,64 arasinda degismistir. Istatiksel acidan onemli
bulunmaktadir (p<0.05).

Degue orneklerinde toplam mezofil aerob bakteri sayist 4,04 - 6.33 log
kob/g arasinda degismistir. Depolama siiresince, toplam mezofil aerob
bakterilerinin sayisi, istatiksel agidan 6nemli bulunmaktadir (p<0.05).

Degue oOrneklerinde toplam LAB sayisi 4.77 — 7.70 log kob/g arasinda
bulunmustur. Depolama siiresince, toplam LAB sayisi, istatiksel acidan Onemli
bulunmaktadir (p<0.05).

Degue orneklerinde enterokoklarin sayist 3.52 — 3,61 log kob/g arasinda
bulunmustur. Depolama siiresince, enterokok siyisi, istatiksel agidan Onemsiz
(p>0.05) bulunmaktadir.

Degue orneklerinde toplam maya sayist 4.38 - 7.16 log kob/g arasinda
belirlenmistir. Depolama siiresince, toplam maya sayisi, istatiksel agidan 6nemli
bulunmaktadir (p<0.05).

Degue orneklerinde toplam Koliform sayist 0 - 1.77 log EMS/g arasinda
degismistir. Depolama siiresince, enterokok siyisi, istatiksel agidan Onemsiz

(p>0.05) bulunmaktadr.
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Degue orneklerinden izole edilen katalaz negatif, Gram pozitif LAB
izolatlarinda enterokok bakterileri dahil, %801 kok (16) ve %20’ si basil(4) olarak
belirlenmisdir.

Elde edilen izolatlarinin vitek-2 compact kullanilarak taniminda %30’
Pediococcus, %25°1 Leuconostoc, %40’i Enterococcus ve %S5’1 Streptococcus
cinsine dahil bulunmustur. Ayrica, 5 izolat (%25) Pediococcus acidilactici, 1
izolat (%5) Pediococcus pentosaceus, 3 izolat (%15) Leuconostoc mesenteroides
ssp dextranicum, 1 izolat (%10) Leuconostoc pseudomnsenteroides, 6 izolat (%30)
Enterococcus faecalis, 2 izolat (%10) Enterococcus faecium ve 1 izolat (%5)
Streptococcus agalactiae olarak tanimlanmigtir. Maya suslart ise 5 izolat (%50)
Candida kefyr; 1 izolat (%10) Cryptococcus albidus ve 4 izolat (%40)
Rhodotorula glutinis tiirleri olarak tanimlanmuistir.

Calisgmamizda izole edilen tim LAB izolatlari, test edilen antibiyotiklere
kars1 degisen oranlarda direng ve duyarlilik gostermislerdir. Pediococcus suslari,
vankomisin (%100), tetrasiklin (%100), siprofloksasin (%100) ve kloramfenikol’e
(%66.67) karst direncli bulunurken, rifampisin (%100), gentamisin (%100),
ampisilin (%66.67) ve eritromisine (%66.67) duyarli veya orta duyarli olduklar
bulunmustur. Leuconostoc suslariin vankomisin (%100), siprofloksasin (%100),
gentamisin  (%60) ve tetrasiklin’e (%20) karsi direng olduklari saptanirken,
kloramfenikol (%100), rifampisin (%60), ampisilin (%80) ve eritromisin’e (%60)
duyarli olduklari bulunmustur. Enterococcus suslari ise gentamisin (%87.5),
rifampisin (%75), eritromisin (%25) ve siprofloksasin’e (%50) kars1 direncli
saptanirken, ampisilin (%87.5), vankomisin (%75), C(%62.5) ve tetrasiklin’e
(%62.5) duyarlilik gostermislerdir.

Bu calismada elde edilen sonuglarin, gida giivenligi ve kalitesi dikkate
alinarak kontrollii olarak endiistriyel Degue iiretiminde kullanilmasi 6nemlidir.
Kontrollii Degue iiretimi sirasinda izole edilen ve tanmimlanan suslarin ileriki

caligmalarda starter kiiltiir olarak kullanim olanaklarinin arastirilmasiyla ticari
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starter kiiltiirler elde edilerek, geleneneksel bir iriiniiniin endiistriyel boyutta
tiretimi denenmis olacaktir.

Diger yandan, laktik asit bakterinin antibiyotik direngli genlerini,
gidakaynakli insan ve hayvan patojenlerine olarak transfer edilebilme
Ozelliklerinden dolayi, antibiyotik direngli genlerin potansiyel rezervuarlar gibidir.
Bu da bazi hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir sorun olabilmektedir. Degue'nin
Ozellikle Afrika 'nin belli bolgelerinde yaygin tiikketimi nedeniyle, direngli genlerin
transferindeki onemli kaynaklardan birini olusturmaktadir. Bu yiizden Degue
iizerinde LAB’larin antibiyotik direngliliklerinin konusu genisletilerek, ayrmtili bir

sekilde direng¢ genlerinin arastirilmasi dnemlidir.
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OZGECMIS

06/03/1988 yilinda BENIN’in bir sehrinde(Save) dogdum. Ilkokul Save’de
tamamladiktan sonra orta okulun birinci senesini ayni sehirde bitirdim. Orta okulun
ikinci ve {iciincii senesini BENIN’de Bohicon sehirde bitirdim. BENIN’in baskenti
Cotonou’ da orta okulun doérdiincii senesi baglayip lise dgrenimini ayni sehirde
tamamladim. 2009 yilinda BENIN’in Tarmm Universitesini Gida Miihendisligi
bolimiinii kazandim ve 2013 yilinda lisans mezunu oldum. 2015 yilinda
Tiirkiyeburslar1 orgiitii (YTB) tarafindan TURKIYE’ye gelip aym yilda Tiirkge
O0grenimi mezunu oldum(C1). 2016 yilinda Cukurova iiniversitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Gida Miihendisligi boliimiinde ytikseklisansa bagladim.
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