Hastirmada Enterokoklar
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Laktik asit bakterileri dogada yaygin olarak
bulunan mikroorganizmalardir.

Bu bakteriler insan tuketimi igcin guvenli,
lezzetli ve raf omru uzun gidalar igin
tarimsal birincll urunlerin dogal
donusumydnde temel rol oynarlar .

19. yuzyil sonlarinda sutte fermentasyona
ve /koagulasyona yol acan bakteriler, laktik
agit bakterisi olarak isimlendirilmis ve
spnraki yillarda Lactobacillaceae familyasi
icinde siniflandiriimistir .




®» Yaygin olarak laktik asit bakterilerinin temsilciligini Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Streptococcus’ dan olusan dort cinsin yaptigi kabul edilmektedir
(Axelsson 1998; Halasz 2009; Khalid 2011).

» | aktik asit bakterileri Gram (+), genellikle hareketsiz, sporsuz kok veya cubuk
seklindedir. Genellikle mezofilik karakterde olan laktik asit bakterileri, 5°C gibi duguk
kliklarda veya 45°C gibi yiksek sicakliklarda gelisebilen tlrleri icermektedir.
aktik asit bakteri suslari genis bir pH araliginda da gelisebilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin onemli bir kismi pH 9,6'da, bazi suslari ise 3,2'de akitif
olabilmektedir.



» Onceleri Streptococcus cinsi icinde yer alan “fekal streptokoklar” veya Lancefield

serolojik D grubu streptokoklar olarak adlandirilan bakteriler, daha sonra yapilan
kemotaksonomik ve filogenetik calismalar sonucunda enterokok olarak adlandiriimistir.
Enterokoklara toprak, yuzey sulari, bitki ve sebzelerde siklikla rastlanabilmekte ve sut
urunlerinden de izole edilebilmektedir. Ayrica enterokoklar, 1siya karsi gosterdikleri
' lle ekstrem pH ve yuksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme veya

Son yillarda yapilan arastirmalarda gidalardan ve et uUrUnlerinden izole edilen
enterokoklarin ozellikle de E. faecium’un klinik suslara gore daha dusuk patojenite
potansiyeline sahip oldugunun belirlenmesi enterokoklara olan ilgiyi artirmistir (Hugas
et al. 2003).



Enterokoklar;

» Gram-poazitif,

= spor olusturmayan,

» pseudo-katalaz reaksiyonu gosteren bazi suslari olan,
» cogunlukla katalaz negatif,

» oksidaz negatif,

fakultatif anaerob,

» genellikle hareketsiz ve kok seklinde bakterilerdir.

» Enterokoklar, homo-fermentatif karakterde olup optimum gelisme
sicakliklari 35°C olmakla birlikte 10-45°C araliginda, %6,5 NaCl ve
pH 9,6'da cogalabilmekte ve 60C’de 30 dakikalik isil islemde
canliliklarini surdurebilmektedir.




» Son yillarda enterokoklar, gidalarin organoleptik
ozelliklerine katkida bulunmalari, patojenlere karsi
bakteriyosin uretme yetenekleri ve probiyotik ozellikleri
nedeniyle bazi gidalarin Uretiminde starter veya
biyokoruyucu kultur olarak kullanilmaya baslanmistir.
Ancak bu mikroorganizmalarin GRAS (Generally
Recognised as Safe) olarak dusunulmesi hala
tartisiimaktadir.
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» Geleneksel bir et urunu olan pastirmadan enterokoklarin izolasyonu ve
identifikasyonuna yonelik kapsamli bir calisma bulunmamaktadir.
Pastirmada laktik asit bakterileri Uretim kosullarina bagli olarak 1072 ile
8 kob/g arasinda degisebilmektedir (Ozdemir vd. 1999; Aksu ve
aya 2001a; Kaban ve Kaya 2006; Kaban 2013). Pastirma ve benzeri
urunlerde her ne kadar gercgek bir laktik asit fermentasyonu sozkonusu
olmasa da laktik asit bakterileri rekabet edici ozellikleri ile bakteriyosin
uretebilme yeteneklerinden dolay! buyuk onem arzetmektedir.



» Mevcut bu calismada, Enterococcus sayisini belirlemek igin
uc farkli besiyeri (Enterococcus Agar, Slanetz-Bartley Agar,
KF Streptococcus Agar) kullanilmis ve ekim/inkubasyon
asamalarindan sonra dogrulama testleri (Gram boyama,
morfolojik gorunum, katalaz, PYR-testi, bile-esculin, %6,5 tuz)
uygulanarak Enterococcus sayisi belirlenmigtir. Ayrica
pastirmanin genel ozellikleri de tespit edilmistir.




Materyal ve Yontem

» Arastirmada, Kayseri,  Afyon, Erzurum, Sivas, faess
Kahramanmaras, Elazig ve Istanbul piyasalarindan 20 farkli 7" #&
firmadan temin edilen pastirma ornekleri materyal olarak = @&
kullanilmistir. Pastirma ornekleri farklh zaman dilimlerinde &
sansa bagl olarak alinmigtir.

analilzler (laktik asit bakteri, Micrococcus/Staphylococcus, ¢
Enterobacteriaceae ve maya-kuf) gerceklestirilmistir.

®» Enterokoklarin belirlenmesinde uc  farkli besiyeri
(Entefococcus Agar (Merck), KF Streptococcus Agar (Merck)
ve Slanetz-Bartley Agar (Oxoid)) kullaniimistir.
InKibasyondan sonra dogrulama test sonuclari da (Gram
boyama, morfolojik yapi, katalaz, %6,5 NaClde gelisme,
afra eskulin ve PYR (L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide)
idrolizi) dikkate alinarak enterokok sayisi belirlenmistir.




Table 1. Farkh firmalardan temin edilen pastrma drneklerinin bazi mikrobiyolojik dzellikler
lle pH ve % nem degerlerine ait analiz sonuclari

Firma | Laktik Asit Micrococcus Enterobacteriaceae | Maya-Kif | pH YoMem
Bakteri Sataphylococcus | (log kob/g) (log
(log kobig) (log kobig) kob/g)
1 3,62 8,63 =200 3,93 5,81 | 4045
2 417 8,08 =2 00 3,97 6,02 | 3492
3 6,04 7,92 =2 00 3,32 5,81 36,87
4 5,32 6,63 <200 2,60 583 3920
5 3,60 7,11 <200 =2.00 6,49 | 51,01
6 747 5,30 5,41 6,60 4 77| 51,83
7 5,32 5,89 =2 00 248 586 | 54,00
8 7,20 4 84 =2 00 5,41 519 | 5027
9 4 88 4 88 =200 =2.00 597 | 51,07
10 6,85 7,20 =200 =2.00 599 | 4820
11 7,95 8,00 3,72 6,90 0,306 | 0424
12 2,17 5,67 =2 00 3,69 6,02 | 5220
13 6,77 6,51 =2 00 3,69 5,69 | 50,20
14 5,60 6,97 =200 =2.00 5. 71| 52,60
15 7,30 7,36 2,60 5,23 595 | 5540
16 6,39 7,04 =2 00 2,69 2,/ | 5293
17 732 8,18 5,00 3,63 5,16 | 46,70
18 5,41 6,49 =2 00 3,41 584 | 5270
19 7,36 7,92 3,46 3,89 593 | 54,80
20 8,41 6,99 <200 5,15 552 | 4573




Tableo 2. Farkh firmalara ait pastirma drneklerinin farkh besiyerinde belirlenen Enterococcus
sayilan (log kob/q)

Firma Enterococcus Slanetz-Bartley Agar KF Streptococcus
Agar Agar
1 3,206 3,07 2 00
2 2 60 3,00 2 85
3 5,32 5,20 3,90
El 3,34 3,28 278
] 4 08 3,94 3,79
6 6,90 6,82 G 84
T 490 5,43 o,a4
8 .00 6,80 6,64
9 3,99 4 23 3,61
10 415 4 28 3,78
11 6,08 6,88 5,36
12 2 95 3,15 3,04
13 5,58 6,41 6,70
14 3,78 3,70 =2 00
15 5,48 3,88 <2.00
16 5,00 5,86 5,08
17 6,61 6,72 6,36
18 3,43 4 28 3,04
19 6,76 5,90 6,52
20 .63 7,81 .81
Ortalama 4.99 5,11 4.76

*KF Strepltococcus Agarda 14 ve 15 no'lu arneklere ait sonuclar ortalamavya dahil edilmemistir.
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Sekil 1. Pastirma émeklennin enterokok sayillanna ait frekans dagihmi (EA: Enterococcus Agar,
S: Slanetz- Bartley Agar, KF: KF Streptococcus Agar)




» Dogrulama testleri sonucunda incelenen 352 izolattan 271 (%76,99) izolatin
enterokok oldugu tespit edilmistir. Bu 271 izolata farkl sicakliklarda gelisme,
glukozdan gaz Uretimi, farkli pH degerlerine gelisme, pigmentasyon, piruvat,
hareket, hemoliz testleri uygulanmistir

» [Enterokok izolatlarinin tumua test edilen sicakliklarda (10°C ve 45°C) gelisme
gOstermistir ki bu 6zellik enterokoklarin genel karakteristik bir 6zelligidir.

» | aktik asit bakteri grubu icerisinde yer alan enterokoklarin diger bir ozellikleri
homofermentatif karakter gostermeleridir (Franz et al.2003, Domig et al. 2003).
Mevcut arastirmada da izolatlarin glukozdan gaz Uretme oOzellikleri incelenmis ve
hicbir izolatin gaz uretmedigi tespit edilmigtir. Enterokoklarin diger bir ozelligi ise
pH 9,6'da dahi geligsebilme ozellikleridir. Pastirmadan elde edilen izolatlarin tamami
pH 9 6'da gelisme gosterebilmistir. Ancak higbir izolat pH 3,0’de zayif bir gelisme
dahi gosterememistir. Bununla beraber starter kultur ve/veya koruyucu kultur
olarak kullanilacak mikroorganizmalarin aside dayanikliliklari onemli bir faktor
olarak on plana ¢cikmaktadir.




Tablo 3. Izolatlann genotipik ve fenotipik identifikasyon oranlan

Sus adl Genotipik identifikasyon Fenotipik idenfifikasyon
|zolat sayisi % |zolat sayisi %
E. faecium a0 &l 70 70
E. feacalis 19 19 8 8
E. gallinarum - - 22 27
E. hirae 1 1 - -
Toplam 100 100 100 100




Sonuc olarak;

» Enterococcus Agar ve Slanetz- Bartley Agar sonuclarina gore
pastirma orneklerinin %35’inde sayi 1x10%-<1x10* kob/g araliginda yer
alirken diger %35’lik kisim ise 10° kob/g’dan daha yuksek sayilar
vermistir. KF Streptococcus Agar sonuclari da diger besiyerlerine ait
sonuclara yakinlik gostermistir.

» Pastirmada pH ve nem degerleri sirasiyla 4,77-6,49 ve %34,92-
55,40 arasinda degisim goOstermistir. Pastirma o6rneklerinin 104-108
kob/g duzeyinde Micrococcus/Staphylococcus icerdigi, LAB sayisinin
iIse 103-108 kob/g arasinda bir degisim gosterdigi tespit edilmistir.
Maya-kuf sayisi ise genellikle 102-10% kob/g dizeyinde bulunmustur.
Ayrica pastirma orneklerinde Enterobacteriaceae sayisi genellikle
saptanabilir sinirin altinda degerler vermistir.
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