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Danisman: Prof. Dr. Miikerrem KAYA

Arastirmada 20 farkli firmadan temin edilen pastirma orneklerinden toplam 271
enterokok izolati bazi fenotipik &zellikler yoniinden (farkli sicakliklarda gelisme,
glukozdan gaz iiretimi, farkli pH degerlerinde gelisme, pigmentasyon, piruvat aktivitesi,
hareket, hemoliz) test edilmis ve se¢ilen 100 izolat fenotipik (VITEK 2GP) ve genotipik
(16S rRNA) olarak identifiye edilmistir. Bu 100 sus antagonistik aktivite yoniinden de
test edilmistir. Ayrica pastirma Ornekleri mikrobiyolojik (laktik asit bakterileri,
Enterococcus, Micrococcus/Staphylococcus, maya-kiif, Enterobacteriaceae) sayimlar ile
pH ve nem analizlerine de tabi tutulmustur. Orneklerde dominant florayr genellikle
Micrococcus/Staphylococcus olusturmustur. Laktik asit bakteri ve maya-kiif sayilar
strastyla 103-10° kob/g, 10%-10° kob/g arasinda degismistir. Enterobacteriaceae ise dort
ornek hari¢ saptanabilir sinirin altinda tespit edilmistir. Enterokok sayisi ise 6rneklerin
%35%inde 1x10%-<1x10* kob/g araliginda yer alirken diger %35’lik kisim ise 10°
kob/g’dan daha yiiksek sayilar vermistir. Pastirma Orneklerinde dominant tiiriin E.
faecium oldugu belirlenmistir. Identifiye edilen 100 izolattan sadece 9°u kuyu difiizyon
testinde L.monocytogenes’e karsi antagonistik aktivite gostermistir. Suslar S.aureus ve
E.coli O157:H7’ye kars1 ise antagonistik aktivite sergilememistir.
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Anahtar Kelimeler: Pastirma, Enterokok, Identifikasyon, Starter Kiiltiir, Antagonistik
Aktivite



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

CHARACTERISATION AND IDENTIFICATION/ISOLATION OF
ENTEROCOCCUS FROM PASTIRMA

Ozlem ERTEKIN

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Miikerrem KAYA

A total of 271 Enterococcus isolates obtained from pastirma samples from 20 different
firms were tested for some phenotypic properties (growth at different temperatures, gas
production from glucose, growth under different pH values, pigmentation, pyruvate
activity and hemolysis) and 100 selected isolates were identified as phenotypic (VITEK
2GP) and genotypic (16S rRNA). These 100 strains were also tested for antagonistic
activity. In addition, pastirma samples were also subjected to microbiological (lactic
acid bacteria, Enterococcus, Micrococcus/Staphylococcus, yeast-mold,
Enterobacteriaceae) counts and pH and moisture analyses. In general, dominant flora in
the samples was constituted by Micrococcus/Staphylococcus. Lactic acid bacteria and
yeast-mold counts were varied between 10°-10% kob/g and 10%-10° kob/g, respectively.
Except for four samples, Enterobacteriaceae were determined to be under the detectable
level. Enterococcus counts were found to be in 1x10%-<1x10* kob/g in range 35% of the
samples while another 35% were counted to be greater than 10° kob/g. It was
determined that the dominant species in pastirma samples was E. faecium. Only 9 of the
100 identified isolates showed antagonistic activity against L.monocytogenes in well
diffusion test. No antagonistic activity against S.aureus and E.coli O157:H7 were
observed.

2016, 77 pages

Keywords: Pastirma, Enterococcus, Identification, Starter Culture, Antagonistic
Activity
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1. GIRIS

Pastirma, lilkemizde yaygin olarak kurutma teknolojisi uygulanarak tiretilen kiirlenmig
geleneksel kuru bir et triinidir (Gokalp vd 1999; Aksu and Kaya 2005; Uguz et al.
2010; Kaban 2013). Pastirmanin iretiminde hammadde se¢imi, hammaddenin
hazirlanmasi, kiirleme, presleme, kurutma ve gemenleme onemli proses asamalaridir.
Bu driiniin en Onemli Ozelligi iretimde herhangi bir 1s1l islem ve tiitsiileme

29 ¢

uygulanmamasidir (Kaban 2013). “Lachschinken”, “Rohschinken”, “lacon”, “raw ham”,
“prosciutto di Parma”, “country style ham”, “jambon de Savoie”, “dry cured pork
shoulder” gibi parca halde islenen et {iriinleri ise benzer sekilde tuzlama veya kiirleme

uygulanarak dayanikli hale getirilen et tirlinleridir (Kaya ve Kaban 2014).

Pastirma kullanilan hammaddenin geldigi bolgelere bagli olarak sekerpare, kusgdmii,
bohca, kiirek ve sirt gibi farkli isimlerle adlandirilmaktadir. Pastirmanin fizikokimyasal,
tekstiirel ve mikrobiyolojik 6zellikleri hammaddenin elde edildigi karkas bolgesine
bagli olarak farklilik gosterebilmektedir (Gokalp vd 1994). Pastirma tiretimi kullanilan
hammmaddenin biiyiikliigiine ve proses sartlarina bagl olarak 3-4 hafta siirebilmektedir
(Tekingen ve Dogruer 2000; Aksu ve Kaya 2001a). Pastirmada %nem degerinin Tiirk
Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi (Anonim 2012) ve Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
Pastirma Standardina (TSE 2002) gore %50’yi gegmemesi gerekmektedir. Pastirmada
tam bir laktik asit fermentasyonu s6z konusu olmadigindan son iiriinde pH degeri 5,5’in
altina diismemektedir. Diger taraftan pastirmada asir1 bir kuruma {riiniin duyusal
ozellikleri acisindan arzu edilmemektedir (Leistner 1988; Kaban 2009; Kaya ve Kaban
2014). Pastirma iiretiminin son agamasinda uygulanan ¢emenleme islemi {iriiniin asir1
derecede kurumasini Onlemekte ve ayrica iriiniin lezzet ve aromasma katkida
bulunmaktadir (Gokalp vd 1999; Yetim et al. 2006). Ayrica ¢emen mikrobiyal
kontaminasyona kars1 da koruyucu 6zellik gostermektedir (Tekinsen ve Dogruer 2000;

Oztiirk 2015).



Pastirma gerek tiretim sirasinda kullanilan tuzun etkisiyle, gerekse uygulanan kurutma
islemleri nedeni ile daha diisiik su aktivitesi (ay) degerine sahip olup orta nemli et
iiriinleri igerisinde siniflandirilmaktadir (Aksu and Kaya 2002a; Kaban 2009; Oztiirk
2015).

Et endiistrisinde istenilen mikroorganizmalardan iirlinii iyilestirmek, {iriin glivenligini
saglamak, iirtine duyusal ozellikler kazandirmak ve sagliga yararli etkiler saglamak

amaciyla yararlanilmaktadir (Liicke 2000; Kaya ve Kaban 2014).

Pastirmada starter kiiltiir kullanimma yonelik olarak ¢ok sayida galisma yapilmis ve
starter kiiltiir kullaniminin iriiniin kalitatif 6zelliklerinde olumlu etkilerinin oldugu
ortaya konulmustur (Katsaras et al. 1996; Aksu ve Kaya 2001a; Aksu ve Kaya 20023,
2002b; Aktas et al. 2005). Laktik asit bakterileri ve koagiilaz negatif stafilokoklar,
pastirma liretiminde 6nem arz eden iki 6nemli mikroorganizma grubudur. Koagiilaz
negatif  stafilokoklar  ¢ogunlukla  dominant florayr  olusturmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, nitrat rediiktaz, katalaz, lipolitik ve proteolitik aktivitelerinden
dolayr pastirma ve benzeri kiir edilmis kurutulmus et iriinlerinde rengin olusumu ve
stabilitesi, oksidasyonun geciktirilmesi ve aroma olusumunda 6énemli rol oynamaktadir
(Kaya ve Kaban 2014). Diger taraftan, LAB, duyusal ve tekstiirel ozelliklerin
gelisiminde biiylik 6nem tagimaktadir (Aktas vd 2005; Kaban 2009).

LAB, baz1 gidalarin iiretim ve olgunlastiriimasinda 6nemli fonksiyonel 6zelliklere sahip
olmalari, dogada ¢okca bulunmalari, ¢esitli gida maddelerinde ¢cogunlukla bozulmalara
sebep olmalart nedeniyle gida teknolojisinde biiyiikk Onem tagimaktadir. Gida
hammaddelerinin LAB ile fermentasyonu en eski gida muhafaza yontemlerinden biri
olarak da bilinmektedir (Andersson 1989; Mayra-Makinen and Bigret 1993; Sagdic ve
Aric1 2010).

LAB igerisinde yer alan enterokoklar, 1siya kars1 gosterdikleri direng ile ekstrem pH ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme veya canliliklarini stirdiirebilme 6zellikleri

nedeni ile et iriinlerinde de bulunabilmektedir. Son yillarda enterokoklar, gidalarin



organoleptik ozelliklerine katkida bulunmalari, patojenlere karsi bakteriyosin iiretme
yetenekleri ve probiyotik ozellikleri nedeniyle bazi gidalarin iiretiminde starter veya
biyokoruyucu Kkiiltiir olarak kullanilmaya baslanmistir. Ancak bu LAB’nin GRAS
(Generally Recognised as Safe) mikroorganizmalar olarak disiiniilmesi hala
tartisilmaktadir. Buna ragmen, gidalardan izole edilen enterokok suslarmin koruyucu
kiiltir olarak kullanilabilecegi pek ¢ok arastirmada belirtilmektedir (Callewaert et al.
2000; Franz et al. 2001; Sarantinopoulos et al. 2001; Franz et al. 2003; Leroy et al.
2003; Tyopponen et al. 2003; Khan et al. 2010).

Enterokoklar, Gram-pozitif, spor olusturmayan, pseudo-katalaz reaksiyonu gdsteren
bazi suslar1 olan, c¢ogunlukla katalaz negatif, oksidaz negatif, fakiiltatif anaerob,
genellikle hareketsiz, kok seklinde bakterilerdir. Enterokoklar, homo-fermentatif
karakterde olup optimum gelisme sicakliklar1 35°C olmakla birlikte 10-45°C araliginda,
%6,5 NaCl ve pH 9,6’da c¢ogalabilmekte ve 60°C’de 30 dakikalik 1s1l islemde
canliliklarini stirdiirebilmektedir. Enterokoklara toprak, yiizey sulari, bitki ve sebzelerde
siklikla rastlanabilmektedir. Bu bakteriler et, fermente et iiriinleri, siit iiriinleri gibi
gidalardan da izole edilebilmektedir (Franz et al. 1999; Franz et al. 2003; Klein 2003;
Foulquie Moreno et al. 2006). Onceleri Streptococcus cinsi i¢inde yer alan “fekal
streptokoklar” veya Lancefield serolojik D grubu streptokoklar olarak adlandirilan
bakteriler, daha sonra yapilan kemotaksonomik ve filogenetik ¢aligmalar sonucunda
enterokok olarak adlandirilmis ve Enterococcus cinsi igerisinde 22 tiir tanimlanmistir
(Franz et al. 2003). 16S rRNA dizilimine gore enterokoklar 4 gruba ayrilmaktadir.
“faecium” grubunda E.faecium, E. hirae, E. mundtii, “avium” grubunda E. avium, E.
raffinosus, E. malodoratus ve E. pseudoavium, “gallinarum” grubunda E. casseliflavus
ve E. gallinarum bulunmakta ve E. columbae ve E. cecorum da dordiincii grup
igerisinde yer almaktadir. E. faecalis, E. dispar, E. flavescens, E. saccharolyticus, E.
sulfurous ve E. seriolicida enterokoklar ise bireysel olarak degerlendirilmektedir (Franz
et al.1999).

Pek ¢ok Enterococcus susu, enterosinler olarak adlandirilan bakteriyosinleri

tretmektedir. Bu suslar, bu 6zelliklerinden dolayr gida kaynakli patojenler ile



bozulmaya neden olan bakterilere karsi antagonistik aktivite gosterebildiklerinden gida
endiistrisi agisindan ayri1 bir énem tasimaktadir. Yapilan calismalar enterokoklarin
starter ve yardimci kiiltiir olarak kullanimlarinin yayginlastigini géstermektedir. Ayrica
bazi iilkelerde enterokoklardan probiyotik olarak da faydalanilmaktadir (De Vuyst et al.
2003, Foulque Moreno et al. 2006). Ancak bazi enterokoklarin enfeksiyonlara neden
oldugu da bilinmektedir. Ozellikle bu enterokoklardan E. faecium ve E. faecalis
suslarinin  firsatgt patojen oldugu bildirilmektedir. Bu bakterilerin patojenitesi
antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng ve tasidiklar1 virtilens genleri ile iliskilidir
(Franz et al. 1999; Franz et al. 2003; Peters et al. 2003; Sustackova et al. 2004;
Foulquie Moreno et al. 2006). Bu sebeple gidalardan izole edilen enterokoklarin
kazanilmis antibiyotik direnclilik ve tasidiklar1 viriilens genleri 6zellikleri yoniinden
incelenmesi gerekmektedir (Eaton and Gasson 2001; Franz et al. 2001; Semedo et al.
2003; Foulquie Moreno et al. 2006).

Enterokoklar, hastalik yapici gida patojenleri olarak degerlendirilirken ayni zamanda
gidalardaki yararli ve 6nemli rolleriyle dikkat ¢ekmektedir. Enterokoklar, 1sil islem
gormiis et lirlinlerinde canliligimi siirdiirebilmekte ve dolayisiyla bozulmaya da neden
olabilmektedir. Diger taraftan gida orijinli bazi enterokoklar iirettigi bakteriyosinlerle
antilisteriyal aktivite gosterebilmektedir. Enterokoklar insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda mikrobiyel dengeyi saglayarak probiyotik 6zellik de gosterebilmektedir
(Franz et al. 2003). Enterokoklarin bu etkilerinin yani sira hastane kaynakli patojenler
arasinda onemli bir yere sahip oldugu 6zellikle de E. faecalis ve E. feacium’un firsatg1
patojen oldugu, bakteriyemi ve endokarditisin yaninda triner sistemde merkezi sinir
sistemi gibi dokularda enfeksiyona neden olabildigi rapor edilmektedir (Togay ve
Temiz 2011). Enterokoklarin patojenitelerinde vankomisin gibi bazi antibiyotiklere
direng Ozellikleri ile virulans faktorlerinin 6nemli rolii oldugu bildirilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin antibiyotik direnci dogal ve kazanilmis diren¢ olmak {izere iki
grupta toplanmaktadir. Sitolizin, agregasyon materyalleri, jelatinaz ve hiicre dis1 yiizey
proteini enterokoklarin viriilans faktorlerine tipik orneklerdir (Franz et al. 2003; Togay
ve Temiz 2011). Diger taraftan gidalarin vankomisin direngli enterokoklara kaynak

olusturabilecegi ve bu nedenle ¢ok iyi incelenmesi gerektigi belirtilmektedir (Franz et



al. 2003). Ayrica gidalardan izole edilen enterokok suslarinin potansiyel viriilans
faktorleri agisindan da detayli bir sekilde incelenmesi biiylik 6nem arz etmektedir

(Togay ve Temiz 2011).

Geleneksel bir et {dirlinii olan pastirmadan enterokoklarin izolasyonu ve
identifikasyonuna yonelik kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Pastirmada LAB
iiretim kosullarina bagli olarak 10% ile 10°® kob/g arasinda degisebilmektedir (Ozdemir
vd 1999; Aksu ve Kaya 2001a; Kaban ve Kaya 2006; Kaban 2013). Pastirma ve benzeri
tirtinlerde her ne kadar gercek bir laktik asit fermentasyonu sézkonusu olmasa da LAB
rekabet edici 6zellikleri ile bakteriyosin iiretebilme yeteneklerinden dolay: biiyiik 6nem
arzetmektedir (Liicke 1986; Jessen 1995; Hugas et al. 2003). Son yillarda yapilan
arastirmalarda gidalardan ve et iirlinlerinden izole edilen enterokoklarin 6zellikle de E.
faecium un klinik suslara gére daha diisiikk patojenite potansiyeline sahip oldugunun
belirlenmesi enterokoklara olan ilgiyi artirmistir (Hugas et al. 2003). Diger taraftan
LAB’nin lipolitik ve proteolitik aktiviteleriyle aroma olusumunda da rol oynadiklari
bilinmektedir (Liicke 1986; Jessen 1995). Pastirma liretiminde starter kiiltiir kullanimina
yonelik arastirmalarda kullanilan LAB suslarinin {riiniin duyusal o6zellikleri ile
giivenligine onemli katkilar sagladigi belirtilmektedir (Aksu ve Kaya 2001a; Aksu ve
Kaya 2002c; Aksu et al. 2008, Goniilalan et al. 2009).

Pastirmadan LAB izolasyonuna ve identifikasyonuna yonelik arastirma sayisi oldukg¢a
azdir. Bu arastirmalarda izolasyon amaciyla kullanilan besiyerleri enterokoklara spesifik
olmadigindan Enterococcus cinsi bakteriler ya izole edilememis ya da simirli oranda
izole edilmistir (Ozdemir ve Siriken 1997; Dinger ve Kivang 2012; Smmaz 2013; Cinar
2014). Mevcut bu ¢alismada LAB bakteri florasi igerisinde daha diisiik oranlarda yer
aldig1 diisiiniilen enterokoklar i¢in selektif {i¢ farkli besiyeri kullanilmistir. Calisma bu
yoniiyle daha 6nce yapilan ¢aligmalardan farklilik gostermektedir. Sucuk gibi fermente
et lirtinlerinde enterokoklarin izolasyonu ve identifikasyonuna yonelik pek ¢ok ¢alisma
varken (Laukova et al. 1999; Herranz et al. 2001; Ammor et al. 2005; Ruiz-Moyano et
al. 2008; Sparo et al. 2008; Barbosa et al. 2009; Ben-Belgacem et al. 2010; Jen-Tu et al.

2010) pastirma gibi par¢a halinde islenen kiiredilmis kurutulmus et {irlinlerinde bu



kapsamda yapilan arastirma sayisi olduk¢a azdir (Peters et al. 2003; Sanchez-
Valenzuela et al. 2009; Jahan et al. 2013).

Mevcut bu ¢alismanin  amaci, pastirmadan  enterokoklarin  izolasyonunu
gerceklestirmek, elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik identifikasyonunu
yapmak, tanimlanan izolatlarin antagonistik aktivitelerini belirlemek ve boylelikle bu
izolatlarin starter ve/veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilme potansiyelini ortaya

¢ikarmaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

Geleneksel bir et driinii olan pastirmadan enterokoklarm izolasyonu ve
identifikasyonuna yonelik kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak pastirmadan
laktik asit bakterilerinin izolasyonuna ve identifikasyonuna yonelik literatiirde birkag
calisma mevcuttur (Ozdemir ve Siriken 1997; Dinger ve Kivang 2012; Smmaz 2013;
Cinar 2014).

Ozdemir ve Siriken (1997) tarafindan degisik firmalardan temin edilen pastirma
orneklerinden laktik asit bakteri izolasyonuna yonelik yapilan bir ¢alismada, 40 izolat
Lactobacillus sakei, 9 izolat L. carnis, 8 izolat L. curvatus, 8 izolat L. divergens, 7
izolat L. alimentarus, 6 izolat L. casei spp. rhamnosus, 6 izolat L. confusus, 5 izolat L.

plantarum ve 5 izolat da L. viridescens olarak tanimlanmustir.

Eskisehir ilinden temin edilen pastirma 6rnekleri lizerinde yliriitiilen bir arastirmada
fenotipik identifikasyon sonucunda Lactobacillus plantarum’un dominant tiir oldugu,
genotipik identifikasyonda ise ayrica L. sakei, E. faecium and Pediococcus acidilactici

tirlerinin de bulundugu belirtilmistir (Dinger ve Kivang 2012).

Farkli firmalardan temin edilen pastirma Ornekleri {izerinde yiiriitiilen diger bir
aragtirmada ise 106 laktik asit bakteri izolat1 izole edilmis ve 16S rDNA dizi analizi ile
yapilan tanilama islemi sonucunda, izotlarin %27,4’i4 L. sakei, %24,5‘1 Weisella
cibaria ve %19,8‘i Weisella confusa olarak identifiye edilmistir. Ayrica arastirmada,
Pediococcus pentosaceus (%5,7), P. acidilactici (%4,7), Leuconostoc carnosum
(%3,77), Weisella hellenica (%2,83), L. plantarum (%1,88), L. paraplantarum
(%1,88), L. curvatus (%1,88), Weisella halotolerans (%1,88), L. graminis (%0,94), L.
carnosus (%0,94), Leuconostoc citreum (%0,94), Leunonostoc mesenteroides (%0,94)

suslar1 da izole edilmistir (Sinmaz 2013).



Cinar (2014) tarafindan iki farkli kiirleme sicakligi (4°C veya 10°C) ve iki farklh
kiirleme ajant (150 ppm sodyum nitrit veya 300 ppm potasyum nitrat) uygulanarak
iretilen pastirma Ornekleri {izerinde yapilan arastirmada, toplam 87 LAB susu
tanimlanmis ve dort farkli pastirma grubunda dominant tiirtin Pediococcus pentesaceus
oldugunu belirlenmistir. Ayrica pastirma orneklerinden P. acidilactici, Lactococcus
lactis, Lactobacillus brevis, L. plantarum, L. curvatus, L. collinoides, Leu.

mesentereoides de izole edilmistir.

Gomes et al.(2008) yaptiklar1 ¢alismada, Brezilya’da siit, et riinleri, peynir ve sebze
gibi bazi gidalardan izole edilen Enterococcus spp. suslarinin gentamisin, tetrasiklin ve
eritromisine direng gosteren E. faecalis suslariin sayisinin E. faecium’dan daha fazla
oldugunu ve bu antibiyotiklere ¢oklu direng¢ gosteren E. faecalis izolatlarinin
bulundugunu tespit etmislerdir. Vankomisine direng gosteren E. faecium suslarinin ise

vanA ve van B genlerini tasimadiklarini bildirmislerdir.

Eaton and Gasson (2001) yaptiklar1 ¢alismada, starter kiiltiir, klinik ve gida kaynakl E.
faecalis, E. faecium ve E. durans suslarimin viriilans genlerini bulundurma oranlarin
aragtirmiglardir. Klinik E. faecalis suslarinin, gida kaynakli suslara gore viriilans
genlerini daha fazla tasidiklarini, starter kiiltiir suslarinin ise gida kaynakli suslardan
virlilans gen yoniinden daha giivenli oldugunu belirlemiglerdir. E. faecalis suslarinin
coklu viriilans genleri bulundurdugu da tespit edilmistir. Buna karsilik E. faecium
suslarinin ise genellikle virlilans genleri yoniinden gilivenli oldugu ifade edilmistir.
Semedo et al. (2003) ¢alismalarinda 164 enterokok izolatin1 (Gida ve klinik izolatlar,
insan ve veteriner orijinli) viriilans genler yoniinden degerlendirmigler ve starter ve
probiyotik kiiltiirlerin viriilans genleri tagimalart ve aktarimi yoniiyle daha dikkatli

kontrol edilmesi gerektigini vurgulamiglardir.

Gidalardan izole edilen E. faecium ve E. faecalis suslarinin viriilans faktorlerini tasima
oraninin arastirildigi bir ¢alismada, E. faecium suslarinin %10,4’iiniin, E. faecalis
suslariin ise %78,8’inin viriilans faktorlerden birini ya da daha fazlasinm1 bulundurdugu

tespit edilmistir (Franz et al. 2001). Konu ile ilgili diger bir ¢alismada ise hayvansal



kaynakli gidalardan elde edilen enterokok izolatlarinin arastirilan viriilans genlerini

agirlikli olarak tasidig bildirilmistir (Sanchez-Valenzuela et al. 2009).

Enterokoklarin {irettigi bakteriyosinlerin, fermente sosisler ile dilimlenmis-vakum
ambalajlanmis pisirilmis et tirtinlerinde Listeria monocytogenes’e kars1 koruyucu kiiltiir
olarak kullanimia yonelik bir aragtirmada, enterosinlerin ve enterosin olusturan
enterokoklarin kimyasal koruyuculara alternatif olarak et {riinlerinde patojenlerin

kontroliinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Hugas et al. 2003).

Avrupa’da pek ¢ok geleneksel fermente et iiriiniinde Enterococcus sayisi genellikle 10%-
10° kob/g civarindadir. Asit iretme kapasiteleri oldukca diisik olan bu
mikroorganizmalar yiiksek pH’l1 fermente sosislerde canliliklarini siirdiirebilmekte ve
cogalabilmektedir (Kaya ve Kaban 2014). Geleneksel Tiirk sucugu iizerinde yapilan bir
¢alismada ise incelenen orneklerin %41°inin 10* kob/g diizeyinde enterokok igerdigi
tespit edilmistir (Siriken et al. 2006).

Tunus’da Gueddid olarak adlandirilan kuru fermente bir sosis iizerinde yapilan bir
caligmada, 24 izolat molekiiler yontemler ile E. faecium olarak tanimlanmis ve bu
izolatlarin tamaminin S. aureus ile Listeria spp., Enterococcus tiirlerine karsi inhibitor
aktivite gosteren bakteriyosinleri iirettigi tespit edilmistir. Ayrica arastirmada bir E.
faecium izolatmin E. coli CECT 877’ye karsi antagonistik aktivite gosterdigi ve
izolatlarin  ¢ogunun erythromycin, rifampicin, ciprofloxacin, lavofloxacin ve

nitrofurantoin’e direngli oldugu belirlenmistir (Ben-Belgacem et al. 2010).

Salpicao de vinhais, Chouri¢a de vinhais, Alheira ad1 verilen fermente sosisler lizerinde
yapilan bir arastirmada Orneklerden izole edilen 1060 izolat fenotipik ve genotipik
olarak identifiye edilmistir ve sonugta bu izolatlardan 76 izolat E. faecalis, 44 izolat E.
faecium, 1 izolat Enterococcus casseliflavus ve 61 izolat Enterococcus spp. olarak
tanimlanmistir.  Tanimlanan bu izolatlar ampicillin, penicillin G, ciprofloxacin,
chloramphenicol, erythromycin, nitrofurantoin, rifampicin, tetracycline ve

vancomycin’e direngleri yoniinden de incelenmistir (Barbosa et al. 2009).
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Et orijinli olmayan iki farkli Enterococcus izolatinin (E. faecium CCM4231 ve E.
faecium RZSC13) fermente sosis iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanim imkanlarinin
arastirildigr bir calismada, her iki izolatin da fermantasyon siiresince Listeria nin
gelisimini 6nemli bir sekilde engelledigi belirtilmis ve enterokoklarin gida giivenligi

acisindan yardimer kiiltiir olarak kullanilmasi 6nerisinde bulunulmustur (Callewaert et

al. 2000).

Yapilan bir arastirmada, geleneksel kuru sosislerden izole edilen 88 izolat fenotipik ve
genotipik olarak identifiye edilmistir. Fenotipik olarak 36 izolat L. sakei, 27 izolat E.
faecium, 14 izolat E. seriolicida, 10 izolat E. faecalis ve 1 izolat Leuconostoc
mesenteroides olarak tanimlanmistir. Arastirmada fenotipik ve genotipik identifikasyon
sonuclar1 karsilastirilmis ve sonuglar arasinda iyi bir korelasyon oldugu ortaya

koyulmustur (Ammor et al. 2005).

Ispanya kuru fermente sosisinden izole edilen E. faecium P21 susunun L.
monocytogenes, S. aureus, Clostridium perfringens ve Clostridium botulinum’a karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve bu susun igerdigi bakteriyosinin smif II

bakteriyosinler grubuna girdigi belirlenmistir (Herranz et al. 2001).

E. faecalis CECT 7121 izolatinin kuru fermente sosis liretiminde starter kiiltiir olarak
denendigi bir arastirmada pH degerini 5,1’e kadar dislrdigi, bu susun
Enterobacteriaceae, S. aureus, L. monocytognes’e karsi inhibitor aktivite gosterdigi ve
sonu¢ olarak bu susun fermente sosis iiretiminde alternatif biyokoruyucu olarak

degerlendirilmesi gerektigi vurgulanmistir (Sparo et al. 2008).

‘Ham’ ve diger hayvansal kaynakli gidalardan elde edilen 25 sus degerlendirilmeye
allmmis ve bu suslarin 9’u E. faecalis, 16’s1 E. faecium olarak tanimlanmuistir.
Tanimlanan suslar bakteriyosin aktivitesi, antibiyotiklere diren¢ ve viriilans faktorler
icin ¢alisilmigtir. Suslarin  6’s1  bakteriyosin {iretirken suslarin ¢ogunun birkag
antibiyotige direng gosterdigi ve viriilans Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir

(Sanchez-Valenzuela et al. 2009).
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‘Ham’ ve hayvansal orijinli diger Orneklerle yapilan bir ¢alismada PCR temelli
Olgiimlerle hedeflenen 16S rRNA bdlgesi alinarak enterokoklarin belirlenmesine
calisilmistir. Calismada 29 enterokok susunun 15’1 E. faecalis, 13’ E. faecium ve 1’1 E.
gallinarum olarak tanimlanmistir. Bu enterokoklarin 12 farkli antibiyotige direnci test
edilmistir. En yiiksek diren¢ clindamycin’e (%89,6) karsi bulunurken bunu sirasiyla
tetracycline hydrochloride (%65,5), tylosin (%62), erythromycin (%45), streptomycin
ve neomycin (%17), chloramphenicol (%10,3), penicilin (%10,3), ciprofloxacin (%10,3)
ve gentamicin (%3,4) izlemistir. Suslarin higbirisi klinik olarak O6nem tasiyan
vancomycin ve ampicillin’e direng gostermemistir. 29 susun 17°si 3 ile 8 antibiyotige
direng gosterirken suglarin ¢ogu birden fazla antibiyotige direng gostermistir. Calismada
molekiiler metotlarin enterokok tiirleri i¢in ¢oklu ilag direncinin belirlenmesinde yararl

olacagi belirtilmistir (Jahan et al. 2013).

Hayvansal kaynakli gidalar (sosis, ham, kiyma ve peynir) lizerinde yiiriitilen bir
arastirmada, Orneklerden 416 enterokokal sus izole edilmis ve bunlarin 299’u E.
faecalis, 54’u E. faecium, 24’u E. hirae/ E. durans, 22’si E. casseliflavus, 9’si E. avium
ve 8’i E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Arastirmada ayrica 118 E. faecalis ve E.
faecium susu antibiyotik (ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, avilamycin,
chloramphenicol, enrofloxacin, erythromycin, flavomycin, gentamicin, penicillin,
quinupristin/dalfopristin, teicoplanin, tetracycline ve vancomycine) duyarliligi
yoniinden test edilmis ve suslarin ampicillin ve clavulanic acide karsi hassas oldugu

tespit edilmistir (Peters et al. 2003).

Gigli antilisterial aktiviteye sahip bakteriyosinojenik Enterococcus casseliflavus IM
416K1 (Bac") susu veya bu susun bakteriyosini olan Enterosin 416K1’nin italyan tipi
bir fermente sosis ¢esidi olan ‘Cacciatore’de Listeria monocytogenes NCTC10888’e
kars1 etkisinin incelendigi bir arastirmada, Enterosin 416 K1’in kontrol grubuna gore L.
monocytogenes sayisinda Onemli bir rediiksiyona neden oldugu, ancak L.
monocytogenes’in eliminasyonunun sadece E. casseliflavus IM416K1 Bac® varliginda
gerceklestirildigi bildirilmistir (Sabia et al. 2003).
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Fermente kuru sosis, kuru kiiredilmis ham ve fermente edilmemis kuru sosis
hamurundan elde edilen enterokok izolatlarimin fenotipik ve  genotipik
identifikasyonunu da igeren bir arastirmada 29 izolat fenotipik (API 20) ve 25 izolat
genotipik (16S rRNA) olarak identifiye edilmis ve izolatlarin %51,7’si E. faecalis ve
%44,8’1 E. faecium ve %3,4’ii E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Arastirmada
fenotipik ile genotipik arasinda tam bir uyum oldugu da rapor edilmistir (Jahan et al.
2013).

Fermente et iriinlerinde Listeria monocytogenes’in kontrolii agisindan enterosinler
onemli bir faktor olarak goriilebilmektedir. Kuru fermente bir sosis ¢esidi olan ‘Hornad
Salami’ iizerinde yapilan bir ¢alismada enterocin CCM4231’in L. monocytogenes’e
kars1 antagonistik etkisi hem isletme hem de laboratuar kosullarinda incelenmistir.
Arastirma sonucunda bakteriyosin kullanilan 6rneklerde bir haftalik olgunlastirma
sonrasinda kontrol grubuna goére L. monocytogenes sayisinin 3 logaritmik birim daha az
oldugu, olgunlastirmanin ikinci ve TUgiincii haftalarinda ise kontrol grubunda L.
monocytogenes sayisinin yiiksek diizeylerde oldugu buna karsin bakteriyosinin etkisinin

devam ettigi belirlenmistir (Laukova et al. 1999).

E. faecalisA-48-32 susu tarafindan iiretilen enterosin AS-48’in fermente sosislerde S.
aureus’a karsi antagonistik aktivitesi model sistemde incelenmis ve 30 ve 40 ng/g
diizeylerinde kullanilan bakteriyosinin S. aureus sayisinda sirasiyla 2,00 ve 5,31
logaritmik birimlik bir rediiksiyona neden oldugu belirlenmistir. S6z konusu
arastirmada ayrica bakteriyosin mevcudiyetinin laktik asit bakterileri {izerinde kismi bir
negatif etki gosterdigi, bakteriyosin {iiretici susun model sistemde iyi bir gelisme
sergiledigi, stafilokoklarin gelisiminin kontrol altina alinabilmesi i¢in AS-48 kodlu
bakteriyosinin yeterli miktarlarda kullanilmas1 gerektigi ve en iyl sonucun
bakteriyosinojenik susun 10’ kob/g diizeyinde kullanilmasi durumunda elde edildigi
belirlenmistir (Ananou et al. 2005).

Dogu himalayalarinda geleneksel et iriinleri (lang kargyong, yak kargyong, faak

kargyong, lang satchu ve suka ko masu) iizerinde yapilan bir ¢alismada, iirinlerden E.
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faecium da dahil pek ¢ok LAB izole ve identifiye edilmistir. Teknolojik agidan 6nem
arz eden Debaryomyces hansenii de 6rneklerden izole edilmistir. Ayrica izole edilen
LAB’nin bazi 6zellikleri de ¢alisilmis ve suslarin higbirinin biyojen amin lretmedigi

bildirilmistir (Rai et al. 2010).

Devriese et al. (1995) hayvansal orjinli taze ve islenmis gidalardan enterokoklarin
izolasyonuna yonelik bir ¢alismada, baslica tanimlanan suslarin E. faecium ve E.
faecalis oldugu, kabuklulardan siklikla E. faecalis izole edildigi, et ve hazirlanmis et
karisimlarinda E. faecium ve E. faecalis’in nadiren de E. hirae/E. durans’in bulundugu,

hindi eti igeren iiriinlerden ise E. gallinarum igerdigi tespit edilmistir.

Brezilyada vakum ambalajlanmis et iriinlerinden alinan 6rnekler, bakteriyosin iireten
laktik asit bakterileri yoniinden incelenmis ve 3 izolatin (Enterococcus sp. 18
Leuconostoc sp. 20 ve Lactobacillus sakei 29) bakteriyosinojenik o6zellikte oldugu
belirlenmistir. Ancak suslarin Brocthothrix thermosphacta, Enterobacter sp.,
Salmonella sp. veya E. coli’ye kars1 antagonistik aktivite gostermedigi belirtilmistir (De
Martinis and Freitas 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada, Kayseri, Afyon, Erzurum, Sivas, Kahramanmaras, Elazig ve Istanbul
piyasalarindan 20 farkli firmadan temin edilen pastirma Ornekleri materyal olarak
kullanilmistir. Pastirma Ornekleri farklt zaman dilimlerinde sansa bagli olarak

alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin analizlere hazirlanmasi

Pastirma 6rneklerinden mikrobiyolojik analizler i¢in steril stomacher torbalarina, diger
analizler i¢in kiiciik cam kavanozlara ve 0Ozel plastik kaplara analiz numuneleri

alinmustir.

3.2.2. pH degerinin belirlenmesi

Pastirma orneklerinden 10’ar gram paralelli olarak tartilip {izerine 100 ml saf su ilave
edilerek Ultra—Turrax (IKA Werk T 25, Germany) ile 1 dk homojenize edildikten sonra
pH degerleri pH-metre (ATI ORION 420, MA 02129, USA) kullanilarak belirlenmistir
(Gokalp vd 1999).

3.2.3. Nem degerinin belirlenmesi

Orneklerin nem miktarlar1 nikel kaplarda tartilan 10 g analiz numunesinin 105°C’de
kurutma dolabinda sabit tartim elde edilinceye kadar kurutulmasi ile belirlenmistir

(Gokalp vd 1999).
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3.2.4. Mikrobiyolojik analizler

Pastirma 6rneginden 25 g steril plastik torbaya tartilarak, lizerine 225 ml steril fizyolojik
su (%0,85 NaCl, Merck) ilave edilerek Stomacher’de (Lab Stomacher Blander 400-BA
7021, Sewardmedical, England) 1,5 dk homojenize edilmistir. Daha sonra bu
homojenizattan steril serum fizyolojik (%0,85 NaCl) kullanilarak uygun diliisyonlar

hazirlanmis ve asagida belirtilen sayimlar yapilmistir.

Laktik asit bakteri sayimi: MRS Agar (Merck) besiyeri kullanilmis, ylizeye yayma
yontemiyle ekim yapilmis ve anaerobik jar iginde 30°C’de 2 giinliik anaerobik

inkiibasyondan sonra, katalaz (-) koloniler dikkate alinarak LAB sayis1 saptanmuistir.

Micrococcus/Staphylococcus saymm: Micrococcus/Staphylococcus sayimi igin, MSA
(Merck) besiyeri kullanilarak, yayma yontemi ile ekim yapilmis, ekimi yapilan plaklar
30°C’de 2 giin aerobik olarak inkiibe edilerek ve katalaz (+) koklar dikkate alinarak say1

hesaplanmustir.

Enterobacteriaceae saymimi: Uygun diliisyonlardan VRBD Agar (Merck) plaklarina
0,1’er ml aktarilarak yayma yontemi ile ekim yapilmig ve petri plaklari anaerobik jar
icinde 30°C’de 2 giin anaerobik sartlarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda

Imm’den biiyiik koloniler sayilarak Enterobacteriaceae sayisi tespit edilmistir.

Enterokok saymm: Enterococcus Agar (Merck), KF Streptococcus Agar (Merck) ve
Slanetz-Bartley Agar (Oxoid) besiyerlerine yayma yontemine gore ekim yapilmis ve
ekimi yapilan petri kutular1 37°C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra dogrulama test sonuglar1 da (Gram boyama, morfolojik yapi, katalaz, %6,5
NaCl’de gelisme, safra eskulin ve PYR (L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide) hidrolizi

dikkate alinarak enterokok sayisi belirlenmistir.

Maya ve kiif saymmi: Rose Bengal Agara (Merck) yayma yontemi ile ekim yapilmis ve
petriler 25°C de 3-5 giin siireyle inkiibasyona birakilmigtir (Mislivic et al. 1992).
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3.2.5. Enterokoklarn izolasyonu, fenotipik ve molekiiler tanimlamasi

Enterococcus Agar, KF Streptococcus Agar ve Slanetz-Bartley Agar besiyerlerinde
gelisen ve sayimi gergeklestirilen koloniler alinip gelistirilerek eppendorf tiiplerinde
stoklanmistir. Her bir besiyerinde gelisen kolonilerden en az bes koloni segilmistir.
Daha sonra saflastirma igin her bir izolat, BHI Broth’da gelistirilerek ve BHI Agar’da
tek koloni diisiirme yontemine gore cizimleri yapilmistir. Bu isleme saf tek koloniler
elde edilene kadar devam edilmistir. Belli sayida alinan koloniler dogrulama ve
identifikasyon c¢alismalar1 igin BHI Broth’da gelistirilerek eppendorf tiiplerinde
buzdolabinda -20°C’de saklanmustir. Izole edilen muhtemel enterokok izolatlarina
dogrulama testleri olarak Gram boyama (Benson 1983), katalaz (Koneman et al.1992),
safra- eskulin (Koneman et al.1992), %6,5 luk NaCl’ de iireme (Bilgehan 1995), PYR -
L-pyrrolidonyl-beta-naphthylamide-hidroliz  (Gordon et al. 1987) uygulanarak
Enterococcus spp. olarak cins diizeyinde adlandirilmistir (Barrow and Feltham 1995;
Facklam and Sahm 1995). izolatlar farkli sicakliklarda gelisme, glukozdan gaz iiretimi,
farkli pH degerlerinde gelisme, pigmentasyon, piruvat, hareket, hemoliz testlerine de
tabi tutulmustur. Bu testlere tabi tutulan suslardan 100 adedi VITEK 2GP (bioM¢érieux
Inc. Ref 21 342, France) ile fenotipik identifikasyona tabi tutulmustur. Degerlendirme
ise bioMérieux VITEK 2 Compact (Lab. Equipment bioMérieux, Inc, 100 Radolphe,
Street Durham, North Carolina 27712, USA) sistemi ile yapilmistir. Molekiiler
tanimlama islemi, Macrogen firmasindan hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Ayrica
suslarin antagonistik aktiviteleri agar spot ve kuyu difiizyon (Schillinger and Liicke

1989) testleri ile tespit edilmistir.

Gram boyama

Izolatlarin 18-24 saatlik geng kiiltiirleri Benson (1983)’e gore test edilmistir ve menekse

renkli koloniler Gram (+) olarak degerlendirilmistir.
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Katalaz testi

Brain Heart Infusion Agar’da iiretilmis 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden 6ze ile lam
izerine konulmustur. Lam iizerine bir damla %3’lik H,O, (hidrojen peroksit)
damlatilmigtir. Hava kabarciklart olusturmayan suslar katalaz negatif olarak

degerlendirilmis ve ¢alismaya alinmigtir (Koneman et al.1992).

Safra- eskiilin testi

Bu test i¢in hazir olarak temin edilen Bile-Esculin-Agar (Oxoid) kullanilmistir. Bu
besiyerine saf bakteri kiiltiiriinden ekim yapilmigtir. 35°C de 24-48 saatlik inkiibasyon
sonunda besiyerinde ilireyen ve eskiilini hidrolize ederek siyah renk olusturan suslar

pozitif olarak degerlendirilmistir (Koneman et al. 1992).

%06,5 luk NaCl’ li besiyerinde gelisme

Kolonilerden 6ze ile %6,5 NaCl igeren BHI siv1 besiyerine ekim yapilarak 35°C de 24-
72 saat inkiibe edilmistir. S1v1 besiyerinde gelisme sonucu bulaniklik olusturan suslar

pozitif olarak degerlendirilmistir (Bilgehan 1995).

PYR (L-pyrrolidonyl-beta- naphthylamide) hidroliz testi

PYR emdirilmis filtre kagidi lizerine 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden bir-iki koloni
alinarak tek koloni ekimi yapilmistir ve 35°C’de 10 dk. inkiibe edildikten sonra bir
damla PYR ayiract (%0,015 p-dimetylaminocinnamaldehyde) damlatilarak 2 dakika
beklenmistir. Pembe-kiraz kirmizist parlak renk veren suslar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Gordon et al. 1987).
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Glukozdan gaz iiretimi testi

Sitrat icermeyen MRS Broth i¢ine ters ¢evrilmis durham tiipleri koyulmustur. Suslar ile
asilanan siv1 besiyeri 37°C de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

Durham tiiplerinde goriilen gaz olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Schillinger

and Liicke 1987).

Hareket testi

%]1°1ik trifenil tetrazolium kloride (TTC) (Merck) solusyonu ilave edilen Motility Test
Medium (Sigma) kullanilmigtir. 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden bir-iki koloni igne
uclu 6ze ile dik olarak besiyerine (tiiplere) ekildikten sonra 37°C’de 24 saat acrobik
atmosferde inkiibe edilmistir. Hareket pozitif olan suslar trifenil tetrazolimu (TTC)
indirgeyerek ekim hatt1 disina dogru yayilma gostermistir. Hareket negatif olan suslarin

sadece ekim hatt1 boyunca tiredigi belirlenmistir (Bilgehan 2002).

Pigmentasyon testi

Enterokok suglarinin  pigment yapimi Triptik Soy Agar’a (Merck) ekilerek
arastirtlmistir. EKilen besiyerleri 37°C’de 24 saat aerobik atmosferde inkube edilmistir.
Steril svapla kolonilerin pigmentasyonuna bakilmistir. Sar1 renk veren suslar pozitif,
krem, beyaz renk veren suglar negatif olarak degerlendirilmistir (Facklam and Collins

1989).

Piruvat testi

1 It distile suya Tryptone 10g, Yeast extract 5 g, K;HPO4 5 g, NaCl 5 g, Sodium salt of
pyruvic acid 10 g, Bromthymol blue 0,04 g kimyasal maddeler kullanilarak piruvatl
besiyeri hazirlanmistir ve pH’s1 7,2 -7,4’¢ ayarlanmistir. 118°C’de 15 dk otoklavda

sterilize edilmistir. 24 saatlik saf bakteri kiiltiiriinden bir-iki koloni piruvatli besiyerine
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stispanse edilip 35°C’de 16-18 saat inkubasyona birakilmistir. Normalde yesil renkli
olan besiyerinin sar1 renge doniismesi pozitif olarak, ayni kalmasi negatif olarak

degerlendirilmistir (Gross et al. 1975).

Hemoliz testi

Incelenecek sus kiiltiirleri defibrine %7 lik koyun kanli Blood Agar Base (Merck)
lizerine yayilmigtir. 1-2 giin 37°C’de inkiibe edilmistir. Besiyerinde gelisen koloniler

etrafindaki hemoliz zonu yoniiyle incelemeye alinmistir (Eaton and Gasson 2001).

Farkh pH degerlerinde gelisme

3,0 ve 9,6 pH’ya sahip 3,0 ml broth besiyerine 6ze ile asilama yapilarak ve 37°C de 4-5
giin inkiibasyona birakilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerde gelisme pozitif olarak
degerlendirilmistir (G-Allegria et al. 2004).

Farkh sicakliklarda gelisme

Broth besiyerine inokiilasyon yapilarak 10°C icin 7-10 giin, 45°C icin 37 saat
inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda olusan bulaniklik dikkate alinarak

degerlendirme yapilmistir (Drosinos et al. 2005).

VITEK ile tammlama

Dogrulama ve diger testlere tabi tutulan suslardan 100 sus secilmis ve VITEK 2GP
(bioMerieux Inc. Ref 21 342, France) sistemi ile identifiye edilmistir. VITEK 2GP
Gram pozitif koklar i¢in kullanilan bir kittir. Bu kit ile suslar D-Amigdalin, Fosfatidil
inositol fosfolipaz C, D-Ksiloz, Arjinin dihidrolazl, p-Galaktosidaz, Alfa-Glukosidaz,
Ala-Phe-Pro  Arilamidaz, Siklodekstrin, L-Aspartate  arilamidaz, Beta

Galaktopiranozidaz, Alfa Mannozidaz, Fosfataz, Losin Arilamidaz, L-Proline



20

Arilamidaz, B-Glukoronidaz, Alfa Galaktosidaz, L-Prolidonil Arilamidaz, Beta
Glukoronidaz, Alanin Arilamidaz, Tirozin Arilamidaz, D-Sorbitol, Ureaz, Polimiksin B
direnglilik, D-Galaktoz, D-Riboz, L-Laktat alkalizasyonu, Laktoz, N-Asetil-D-
Glukozamin, D-Maltoz, Basitrasin direnglilik, Novobiosin direnglilik, %6,5 NaCl’de
gelisme, D-Mannitol, D-Mannoz, Metil-B-D-Glukopiranosidaz, Pullulan, D-Rafinoz,
0/129 direnglilik (comp.vibrio), Salisin, Sukroz, D-Trehaloz, arjinin dihidrolaz 2,
Optokin direnglilik yoniinden test edilebilmektedir. Degerlendirme ise bioMerieux
VITEK2 Compact (Lab. Equipment bioMerieux, Inc,100 Radolphe, Street Durham,
North Carolia 27712, USA) cihaz ile gergeklestirilmistir.

Molekiiler tanimlama

Molekiiler tanimlama islemi, Macrogen firmasindan hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Macrogen firmasindan gelen DNA dizi analizi sonuglari, BIOEDIT
programi vasitasiyla degerlendirilmis ve baz dizilimi ¢ikarildiktan sonra BLAST

yapilarak bakterinin tanimlanmasi saglanmistir.

3.2.6. Antagonistik aktivite testleri

Izole ve identifiye edilen suslardan her bir 6rnegi temsil edecek sekilde toplam 100 sus
secilmistir. Segilen suslarin L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 25923, E.
coli O157:H7 ATCC 43894’¢ kars1 antagonistik aktiviteleri Schillinger ve Liicke (1989)
tarafindan verilen metodun agar spot ve kuyu difiizyon testleri kullanilarak
belirlenmistir. Agar spot testinde, test edilecek suslarin 1 gecelik kiiltiirtinden 0,5
mikrolitre alinarak %1,2 agar igeren kat1 BHI besiyeri plagina aktarilmis ve anaerobik
sartlarda 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Yaklasik 5x107 indikator
mikroorganizma hiicresi (optik dansiteye gore belirlenerek) BHI yari-kat1 besiyerinin 7
ml’sine agilanmis ve denenecek iiretici susun daha dnceden gelistirildigi plaklar {izerine
ikinci katman olarak dokiilmiistiir. Besiyeri katilastiktan sonra plaklar 37°C’de 24 saat
anaerobik sartlarda inkiibe edilmis ve denenen susun kolonileri etrafindaki ¢ogalma

olmayan berrak alanlar 6l¢tilmiistiir.
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Agar spot testinde pozitif sonug¢ veren suslardan Schillinger ve Liicke (1989) tarafindan
uygulanarak hiicresiz siipernatant elde edilmis ve kuyu difiizyon testinde kullanilmistir.
Kuyu diflizyon testi i¢in 7 ml yari-katt BHI Agar’a indikatér susun 1 gecelik
kiltiiriinden 0,3 ml asilanarak ve bir giin 6nceden hazirlanan BHI plaklar1 {izerine
dokiilmistiir. Hazirlanan agar plaklari iizerine 3 mm capli kuyular agilmis ve her bir
kuyuya potansiyel iiretici susun kiiltlir siipernatanindan 0,3 ml aktarilmistir. Plaklar
37°C de 24 saat anaerobik sartlarda inkiibe edildikten sonra kuyu c¢evresindeki

inhibisyon zonu 6l¢iilmiistiir.



22

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Pastirma Orneklerinin pH ve Nem Degerleri ile Mikrobiyolojik Ozellikleri

Piyasadan temin edilen farkli firmalara ait 20 pastirma Orneginin LAB,
Micrococcus/Staphylococcus ve Enterobacteriaceae sayilari ile pH ve %nem degerleri
Cizelge 4.1°de verilmistir. Orneklerin 10°-10% kob/g diizeyinde LAB, 10*-10° kob/g
diizeyinde Micrococcus/Staphylococcus igerdikleri tespit edilmistir. Enterobacteriaceae
sayist, 6, 11, 15, 17 ve 19 no’lu firmalara ait 6rnekler hari¢ diger firmalarin 6rneklerinde
saptanabilir sinirin altinda bulunmustur. Maya-kif sayisi ise 4 firmaya ait 6rnekte (5, 9,
10, 14 no’lu firmalar) saptanabilir sinirin altinda bulunurken diger firma 6rneklerinde

10-10° kob/g diizeyinde bulunmustur.

Pastirma Orneklerinde pH degeri 4,77-6,49 arasinda degisim gostermistir. En diisiik
deger 6 no’lu firmaya ait ornekte en yiiksek deger ise 5 no’lu firmada tespit edilmistir.
Pastirmalarin nem degerleri ise %34,92-55,40 arasinda bulunmustur. Nem degeri
acisindan en diisiik deger 2 no’lu firmaya ait 6rnekte bulunurken en yiiksek deger ise 15
no’lu firmaya ait orneklerde tespit edilmistir. Pastirmanin pH degerinin Tiirk Gida
Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligi’'ne gére 6’y1 asmamasi gerekmektedir (Anonim
2012). Buna gore incelenen orneklerin pH degeri genellikle bu sinir1 agmamaktadir.
Leistner (1988) ise kaliteli bir pastirmada pH’nin 5,5’un altina diismemesi gerektigini
bildirmistir. Mevcut bu ¢alismada incelenen 6rneklerin sadece 4’linde (6, 8, 11ve 17
no’lu firmalara ait 6rnekler) pH degeri 5,5’in altinda bulunmustur. Cakici et al. (2014)
tarafindan yapilan bir aragtirmada sirt, kusgémii, sekerpare ve bohg¢a 6rneklerinde pH
degerinin sirasiyla 5,46-6,21, 5,68-6,39, 5,71-6,47 ve 5,68-6,34 arasinda oldugu tespit
edilmistir. Yiiksek pH degerine (pH>6) sahip firmalarda hammadde se¢iminin dikkatli
bir sekilde yapilmadigi veya iiretim sirasinda proteolisiz derecesinin oldukga yliksek
oldugu sonucuna varilmaktadir. Mevcut bu arastirmada 2 firmaya ait 6rnekte pH 6,02, 1

firmada ise 6,49 olarak belirlenmistir.
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Parca halinde islenen kuru kiir edilmis pastirmanin iiretiminde tuzlama ve kurutma
islemleri iki 6nemli basamaktir. Uretim sirasinda siire ilerledikge iiriiniin kurumasina
bagli olarak nem ve su aktivitesi degerleri diisiis gostermektedir. Incelenen pastirma
orneklerinde %34,92 gibi diisiik nem degerleri ile karsilasilabildigi gibi %55,40 gibi
yiiksek degerler de s6z konusu olmustur. Yiiksek nem degerine sahip pastirmalar
tilkketici sagligi agisindan risk arz edebilmektedir. Dogruer vd (1995) tarafindan Konya
piyasasindan temin edilen pastirma Ornekleri lizerinde yapilan arastirmada da nem
degerinin genis bir varyasyon (%34,4-56,0) gosterdigi bildirilmistir. Cakic1 et al. (2014)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise sirt, kusgdmii, sekerpare ve bohca orneklerinde
%nem degerleri sirasiyla 40,81-58,43, 35,13-49,73, 38,29-55,05, 37,74-56,00 arasinda
tespit edilmistir. Mevcut bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Pastirmada
irlin giivenligi agisindan su aktivitesi 6nemli bir engel etkendir (Leistner 1988). Bu
nedenle pastirmada nem kriterinin yerine su aktivitesinin kullanilmas1 biiyiik 6nem arz
etmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligine (Anonim 2012) gére nem
oraninin %50’yi gecmemesi gerekmektedir. Buna gére mevcut bu calisma incelenen
firmalarin 6nemli bir kisminda bu Kritere uygun tiretim yapilmadigini gostermektedir.
Tiirk Standartlar1 Enstitiisii Pastirma Standartinda (TSE 2002) da pastirmada maksimum

nem orani %50 olarak verilmistir.

Pastirmada dominant florayr genellikle mikrokok ve stafilokoklar olusturmaktadir.
Piyasadan temin edilen pastirma ornekleri iizerinde yapilan arastirmalarda da genellikle
Micrococcus/Staphylococcus sayist diger mikroorganizma gruplarina gore daha yiiksek
sayillar vermistir. Aksu ve Kaya (2001b) tarafindan yapilan arastirmada bu
mikroorganizma grubunun sayisinin  4,00-7,45 log kob/g arasinda degistigi
belirlenmistir. Benzer sonuclar Kaban ve Kaya (2006) ile Ozdemir vd (1999) tarafindan
da belirlenmistir. Farkli pastirma tiplerinin incelendigi bir arastirmada da mikrokok ve
stafilokoklarin dominant florayr olusturdugu rapor edilmistir (Cakic1 et al. 2014).

Mevcut bu arastirmada elde edilen sonuglar genellikle s6z konusu literatiirlerle uyum

gostermistir.



24

Bazi pastirma orneklerinde LAB diger mikroorganizma gruplarina gore daha yiiksek
sayilar vermistir. Bu sonuglar muhtemelen kullanilan hammaddenin mikrobiyolojik
Ozellikleri ile tiretim kosullarindan kaynaklanmaktadir. LAB’nin kiirlemede kullanilan
nitritten gii¢lii bir sekilde etkilendigi ve kiirleme sicakliklarinin bu mikroorganizmalarin
gelisimi iizerinde etkili oldugu konuyla ilgili diger bir arastirmada da ortaya
konulmustur (Hazar 2014). Piyasadan temin edilen pastirma 6rnekleri iizerinde yapilan
arastirmalarda da LAB sayisinda 6nemli farkliliklar dikkat ¢ekmektedir. El-Khateib et
al. (1987) 4,78-6,00 log kob/g, Aksu ve Kaya (2001b) 3,75-7,89 log kob/g arasinda
degisen LAB sayilar1 belirlemislerdir. Ozdemir vd (1999), Kaban ve Kaya (2006) ve
Sinmaz (2013) ise piyasadan temin ettikleri 6rneklerde LAB sayisini sirasiyla 10*-10°
kob/g, 3,92-6,01 log kob/g ve 3,30-7,90 log kob/g olarak tespit etmislerdir. Cakici et al.
(2014) ise LAB sayisinin piyasadan temin edilen sirt, kusgomii, sekerpare ve bohga
orneklerinde sirasiyla 3,78-8,83 log kob/g, 2,95-8,17 log kob/g, 3,00-7,45 log kob/g ve
3,00-8,00 log kob/g arasinda degistigini bildirmislerdir. Mevcut bu arastirma ve
literatiirde yer alan verilere gore pastirmada LAB genis bir varyasyon

gosterebilmektedir.

Pastirma orneklerinde Enterobacteriaceae sayisi ise genellikle saptanabilir sinirin altinda
bulunmustur. Bu sonuca gore diisiik pH ve a,, degerlerine hassas bu mikroorganizmalar
pastirma Uretim kosullarinda gelisme gosterememektedir. Diger taraftan maya ve kiif
sayis1 genellikle 10° kob/g diizeyinde bulunmaktadir. Ancak bazi orneklerde 10°-10°
kob/g sayilarina da rastlanmistir. Bunun yani sira 4 O6rnekte sayi saptanabilir sinirin
altinda bulunmustur. Bazi arastirmacilar ise Enterobacteriaceae sayisinin pastirmada
oldukga diisiik oldugunu belirtmislerdir (<2,00-2.45 log cfu/g) (Kaban ve Kaya 2006;
Kaban 2009). Ozdemir vd (1999) pastirmalarda Enterobacteriaceae sayisini <2,0x10%
10* cfu/g tespit etmislerdir. Aksu ve Kaya (2001b) Erzurum piyasasinda tiiketime
sunulan pastirmalarla 1ilgili yapilan ¢alismada 48 pastirma Orneginin 36’sinda
Enterobacteriaceae sayis1 Saptanabilir saymin altinda bulunmustur (<2,0 log kob/g).
Pastirma iizerinde yapilan diger bir calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (El-

Khateib 1987). Diger taraftan mevcut bu arastirma da oldugu gibi Sinmaz (2013)
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tarafindan incelenen piyasa drneklerinin bazilarinda yiiksek Enterobacteriaceae sayilari

ile karsilagilmistir.

Aksu ve Kaya (2001a) tarafindan yapilan bir ¢alismada pastirmalarda maya-kiif sayilar
<4,00-5,53 log cfu/g arasinda degismistir. Mevcut bu ¢alismada maya-kiif sayist 10%-10°

kob/g araliginda bulunmustur ve ¢alisma verileriyle uyum gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Farkli firmalardan temin edilen pastirma Orneklerinin bazi mikrobiyolojik
ozellikleri ile pH ve % nem degerlerine ait analiz sonuglar

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)
Firma | Laktik Micrococcus Enterobacteriaceae | Maya- | pH | %Nem
Asit /Staphylococcus Kiif
Bakteri
1 3,82 8,63 <2,00 393 |581| 4045
2 4,17 8,08 <2,00 3,97 6,02 | 34,92
3 6,04 7,92 <2,00 3,32 | 581 3687
4 5,32 6,83 <2,00 2,60 5,83 | 39,20
5 3,60 7,11 <2,00 <2,00 6,49 | 51,01
6 7,47 5,30 541 6,60 | 4,77 | 51,83
7 5,32 5,89 <2,00 248 | 586 | 54,00
8 7,20 4,84 <2,00 541 5,19 | 50,27
9 4,88 4,88 <2,00 <2,00 | 597 | 51,07
10 6,85 7,20 <2,00 <2,00 |599 | 48,20
11 7,95 8,00 3,72 6,90 | 536 | 54724
12 5,17 5,67 <2,00 3,69 6,02 | 52,20
13 6,77 6,51 <2,00 3,69 5,69 | 50,20
14 5,60 6,97 <2,00 <2,00 5,71 | 52,60
15 7,30 7,36 2,60 523 | 595 | 55,40
16 6,39 7,04 <2,00 2,69 |575| 5293
17 7,32 8,18 5,00 3,63 5,16 | 46,70
18 5,41 6,49 <2,00 3,41 5,84 | 52,70
19 7,36 7,92 3,46 3,89 5,93 | 54,80
20 8,41 6,99 <2,00 5,15 552 | 45,73
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4.1.1. Pastirma orneklerinin Enterococcus sayilari

Pastirma Orneklerinin Enterococcus sayisini belirlemek amaciyla ti¢ farkli besiyeri
kullanilmistir. Herbir besiyerinde gelisen tipik koloniler sayilmis ve tipik kolonileri
temsil edecek sayida koloni (5-10) secilmistir. Segilen koloniler dogrulama testlerine
(Gram boyama, morfolojik goriiniim, katalaz, PYR-testi, bile-esculin, %6,5 tuz) tabi
tutulmus ve ¢ikan sonuglara gore Enterococcus sayilar1 belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii iizere KF Streptococcus
Agar kullanilarak yapilan sayimda sadece iki firmaya ait 6rneklerde Enterococcus sayisi
saptanabilir simirin altinda bulunmustur. Diger firmalarin 6rneklerinde ise kullanilan
besiyerlerine ait sayilar arasinda bir uyumluluk s6z konusu olmustur. Bu sonuglara gore

pastirmada enterokoklar 107 kob/g seviyesine dahi ¢ikabilmektedir.

Cizelge 4.2. Farkli firmalara ait pastirma orneklerinin farklt besiyerinde belirlenen
Enterococcus sayilari (log kob/g)

Firma Enterococcus Agar Slanetz-Bartley Agar KF Streptococcus Agar
1 3,26 3,57 2,00
2 2,60 3,00 2,85
3 5,32 5,20 3,90
4 3,34 3,28 2,78
5 4,08 3,94 3,79
6 6,90 6,82 6,84
7 4,90 5,43 5,34
8 7,00 6,80 6,84
9 3,99 4,23 3,61
10 4,15 4,28 3,78
11 6,08 6,88 5,36
12 2,95 3,15 3,04
13 6,58 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 6,90 6,62
20 7,63 7,81 7,81

Ortalama 4,99 5,11 4,76

*KF Streptococcus Agarda 14 ve 15 no’lu 6rneklere ait sonuglar ortalamaya dahil edilmemistir.
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Pastirma Orneklerinin Enterococcus sayilarima ait frekans dagilimi Sekil 4.1°de
verilmistir. Firmalarin sadece iki tanesinde (%10) KF Streptococcus Agar kullanilmasi
durumunda say1 saptanabilir sinirin altinda bulunmustur. Enterococcus Agar ile Slanetz-
Bartley Agar besiyerlerine ait sonuglar birbirine olduk¢a yakin ¢ikmis ve Sekil 4.1°den
de goriildiigii iizere sdzkonusu besiyerleri ayni yiizdeleri gostermistir. Bu sonug
Enterococcus sayimi ic¢in bu iki besiyerinin daha uygun oldugunu gostermektedir.
Ancak genel bir degerlendirme yapildiginda KF Streptococcus Agar ile de diger
besiyerlerinde yakin sonuglar elde edilmistir. Enterococcus Agar ve Slanetz- Bartley
Agar sonuglarina gore pastirma orneklerinin %35’inde sayr 1x10%-<1x10* kob/g
araliginda yer alirken diger %35°lik kisim ise 10° kob/g’dan daha yiiksek sayilar
vermistir. Pastirmada Enterococcus sayisinin genis bir varyasyon gostermesi igletme
sartlarinin birbirlerinden oldukga farkli oldugunu gostermektedir. Bugiin hala pastirma
tiretiminde geleneksel yontemlerin uygulandigi ve iiretimde ¢ok farkli uygulamalara yer

verildigi bilinmektedir.
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Sekil 4.1. Pastirma 6rneklerinin enterokok sayilarina ait frekans dagilimi
*(EA: Enterococcus Agar, S: Slanetz-Bartley Agar, KF: KF Streptococcus Agar)
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Starter kiiltlirlerin pastirma tretiminde kullanilabilme imkanlarinin arastirildigi bir
calismada Enterococcus sayimi igin besiyeri olarak CATC Agar kullanilmig ve
Enterococcus sayist saptanabilir sinirin altinda bulunmustur (Aksu ve Kaya 2001a).
Ozdemir vd (1999) tarafindan yapilan arastirmada ise piyasadan temin edilen 80 adet
pastirma Orneginin enterokok sayisini belirlemek i¢in Slanetz-Bartley Medium
kullanilmis ve genellikle saymm 10%-10° kob/g diizeyinde bulundugu tespit edilmistir.
Aragtiricilar  6rneklerin %25’inde sayinin 2x10? kob/g’dan daha diisiik degerler
gosterdigini, sadece 4 drnekte ise enterokok sayisinin 10* kob/g diizeyinde oldugunu da

belirtmislerdir.

Pastirma iiretiminde Enterococcus sayisinda iiretim asamasina bagl olarak degisiklikler
gozlenebilmektedir. Nitekim Aksu ve Kaya (2002d) tarafindan yapilan arastirmada,
hammaddede saptanabilir sinirin altinda olan Enterococcus sayisinin 1. ve 2. kurutma
asamalarinda artis gosterdigi ancak g¢emenlemenin etkisiyle saymin azalarak son

tiriinlerde genellikle saptanabilir sinirin altina diistiigl bildirilmistir.

Sigir, domuz, tavuk gibi taze etlerde Enterococcus sayisimn genellikle 10% ile 10* kob/g
arasinda degistigi belirtilmektedir (Hugas et al. 2003). Fermente et iriinlerinde ise
uygulanan prosese bagl olarak Enterococcus sayisi farklilik gosterebilmektedir. Hugas
et al. (2003) tarafindan rapor edildigine goére Yunanistan’da 3 farkli isletmede fermente
sosis hamurlarinda enterokok sayisi 10%-10° kob/g olarak belirlenmis ve bu isletmelerin
ikisinde enterokoklar fermentasyon ve olgunlasma sirasinda gelisme gostermis ve 28.
giinden sonra say1 104 kob/g olarak saptanmistir. Diger isletmede ise olgunlagmanin ilk
haftasinda herhangi bir ¢ogalma goriilmemis ve iiretimin sonunda alinan orneklerde
enterokoklara rastlanmamustir (Metaxopoulos et al. 2001). Diger taraftan Alman ve
Italyan fermente sosislerinde yapilan bir ¢aligmada starter kiiltiirlii ve starter kiiltiirsiiz
fermente sosislerde olgunlasma sonunda enterokok sayist 103-10° kob/g olarak
belirlenmistir (Marchesino et al. 1992) Ispanya’nin kuzey-dogusunda cesitli
siipermarketlerinden toplanan 31 geleneksel fermente sosiste ise enterokok sayisi 1,3 ile

4,48 log kob/g arasinda bulunmustur (Martin et al. 2001). Mevcut bu calismada da
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Enterococcus sayisinda genis bir varyasyon tespit edilmistir. Kullanilan her iig
besiyerinde de 10°-10” kob/g araliginda degisen sayilara rastlanmustir.

Cok cesitli faktorlere karsi dayaniklilik gosteren enterokoklar bu o6zellikleri nedeniyle
canliliklarmi = siirdiirebilmektedir. Kotzekidou ve Lazorides (1991) inceledikleri
orneklerde 6°C’de 15 hafta muhafaza sonunda bile Enterococcus sayisinda azalma

olmadigini bildirmislerdir.

4.2. izolatlarin Fenotipik Ozelliklerine Ait Sonuclar

Yirmi farkli isletmeden temin edilen toplam 20 pastirma Orneginin her birisinden
materyal ve metot kisminda belirtildigi iizere Enterococcus Agar, Slanetz-Bartley Agar,
KF Streptococcus Agar besiyerlerine ekim yapilmig ve inkiibasyondan sonra 5-10
koloni alinarak tanimlama i¢in Sinton et al. (1993) ve Harwood et al. (2004) tarafindan
belirtilen Gram boyama, morfolojik goriiniim, katalaz, safra-eskulin, PYR, %6,5 tuzda
gelisme testleri uygulanmistir. Bu dogrulama testleri sonucunda incelenen 352 izolattan
271 (%76,99) izolatin enterokok oldugu tespit edilmistir. Bu 271 izolata farkli
sicakliklarda gelisme, glukozdan gaz {retimi, farkli pH degerlerine gelisme,

pigmentasyon, piruvat, hareket, hemoliz testleri uygulanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3’den de goriildiigii ilizere enterokok izolatlarmin timii test edilen
sicakliklarda (10°C ve 45°C) gelisme gostermistir ki bu 6zellik enterokoklarin genel
karakteristik bir 6zelligidir. Enterokoklardan E. faecium ve E. faecalis en fazla galisilan
tirlerdir. Her iki tiirde hem 10°C’de hem de 45°C’de gelisme gostermektedir. E.
gallinarum ve E. hirea da yine bu sicakliklarda gelisebilen tiirlerdir. Ancak E. dispar, E.
malodoratus ve E. moraviensis gibi enterokok tirleri 45°C’lik sicaklikta
gelisememektedir (Domig et al. 2003). Enterokoklarin gelisme sicakliklart onlarin 1s1l
direngleri tizerinde etkili olabilmektedir. Konu ile ilgili bir aragtirmada E. faecium ve E.
faecalis’in farkli sicakliklarda gelisme durumlarinin 1s1l direnglerine etkileri incelenmis
ve 45°C’de gelistirilen logaritmik fazdaki suslarin 37°C’de gelistirilen suslara gore 1s1l
isleme daha direncli olduklar tespit edilmistir (Ahmad et al. 2003). Diger taraftan bagka
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bir aragtirmada ise 71°C’lik bir 1sil islem normunda enterokoklarin sayisinda 6
logaritmik birimden daha fazla bir rediiksiyon oldugu, ancak 65°C’de 10 dakikalik bir
1s1l islem uygulamasinda rediiksiyon oraninin 5 logaritmik birime distiigii ve ayrica E.
faecium suslarimin E. faecalis suslarina gore daha direngli oldugu belirtilmistir (Panagea
and Chadwick 1996).

Gida endiistrisinde farklt gidalarin  iretilebilmesi ve depolanabilmesi igin
mikroorganizmalarin gelisme sicakliklar1 oldukca 6nem arzetmektedir. Starter kiiltiir
olarak Kkullanilacak LAB’nin de gidalarin iiretim sartlarinin belirlenmesinde 6nemi
biiyiiktiir. Starter kiiltiir olarak asidik fermente gidalarda kullanilacak suslarin 15°C’de
gelisebilme 6zelligi gostermeleri yeterli kabul edilebilmektedir (Ertekin 2007).

LAB grubu igerisinde yer alan enterokoklarin diger bir 6zellikleri homofermentatif
karakter gostermeleridir (Franz et al. 2003; Domig et al. 2003). Mevcut arastirmada da
izolatlarin glukozdan gaz iiretme 6zellikleri incelenmis ve higbir izolatin gaz iiretmedigi
tespit edilmistir. Enterokoklarin diger bir 6zelligi ise pH 9,6’da dahi gelisebilme
ozellikleridir. Pastirmadan elde edilen izolatlarin tamami pH 9,6’da gelisme
gosterebilmistir. Ancak higbir izolat pH 3,0’da zayif bir gelisme dahi gosterememistir.
Bununla beraber starter kiiltiir ve/veya koruyucu kiiltiir olarak kullanilacak
mikroorganizmalarin aside dayanikliliklar1 6nemli bir faktor olarak on plana

cikmaktadir.

Arastirmada incelenen izolatlarin higbirisi pigment olusturmamistir. Hayvansal orijinli
gidalar iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise E. faecium, E. faecalis, E. hirae/E. durans ve
E. gallinarum/E. faecium gruplarmin pigment olusturmadigi, ancak E. mundtii/E.
casseliflavus’un pigment agisindan pozitif sonug verdigi tespit edilmistir (Devriese et al.
1995).

Enterokoklarin tanimlanmasinda piruvat testine de yer verilmektedir. Mevcut ¢alismada
Cizelge 4.3’den de goriildigii tizere piruvat testinde 11, 16 ve 19 no’lu firmaya ait

izolatlar hari¢ (EA11.3.1, EA11.32, S11.4-2, S11-4-3, S11-4-4, S11-4.7, KF11:3-1, KF11:32, KF11.33,
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KF113.4, EA16.4.3, EAs6.44, EAs64.5, S164-1, S164-7, Si6-4-10, KFa6.4-1, KFi6.44, EA19:5.3,
EA19.54, EA19.5.5, EA19.5.6, EA19.5.7, EA19.5.8, EA19.5-10, S19-5-1, S19-5-2, S19-5-3, S19-5-4, S19:5-
5, S195-7, 919-5-9, 919-5-10, KF19.5.1, KF19.5.2, KF19.53, KF19.5.5, KF19.5.6, KF19.5.7, KF1955,
KF19.5.9, KF19.5.10) diger izolatlarin tiimii pozitif sonug vermistir. Piruvat testi de tiirlerin

ayirt edilmesinde dnemli bir testtir (Gross et al. 1975).

Hareket edebilme yetenegi enterokok tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan diger bir
testtir. Enterococcus gallinarum ve E. casseliflavus hareket edebilme yetenegine
sahipken diger tiirler boyle bir 6zellik gosterememektedir (E.faecium, E .faecalis, E.
hirae, E. durans). Arastirmada 11 (EA11 3.1, EA11 32, S 1142, S11-4-3, Si11-44, S11-4-7,
KF11-3-1, KF11:3-2, KF11:3.3, KF11.3.4) ve 16 no’lu(EA16.4-3, EA16-4-4, EA16.4.5, S16-4-1, S16-4-
7, S16-4-10, KF16.4-1, KF16.4-4) firma o6rneklerinden elde edilen izolatlarin tamami hareket
edebilme yetenegi sergilemistir. Hareket edebilme yetenegine sahip suslarin, genellikle
enfeksiyon olusturabilme 6zelligine de sahip oldugu bildirilmektedir (Van Horn et al.
2002).

Pastirmadan elde edilen izolatlara koyun kanli agarda hemoliz testi uygulanmis ancak
beta-hemoliz reaksiyonu veren izolata rastlanilmamistir. Arastirmada 4 no’lu (EAs-2-1,
EAs2.2, EAs23, EA42.4, Sa-22, Sa-2-3, KFa-1, KFap.2, KFa2:3), 7 no’lu (EA7.4.1, EA7.42,
EA7.4-3, S7-4-1, S7-4-2, S7.4:3, S7-4.5, KF7.4.1, KF7.4.3, KF7.45)ve 10 no’lu (EA10-3-1, EA10-3-2,
EA10.34, EA1o.35, S10-3-1, S10-32, S10-3-3, S10-3-4, S10-3-5, KF10.3.1, KF10.3-2, KF10.3.3,KF10.34)
firma orneklerinden elde edilen izolatlarda gama reaksiyonu, geriye kalan tim firma
orneklerinde ise alfa reaksiyon gostermistir. Ben Omar et al.(2004) tarafindan yapilan
bir calismada farkli gidalardan izole edilen enterokoklarin degisik 6zellikleri incelenmis

ve hicbir izolatin hemolitik aktivite gdstermedigi tespit edilmistir.

Enterokoklarin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme 6zellikleri bu cinse ait
tiirlerin dogrulanmasinda kullanilan 6nemli bir kriterdir. Arastirmada dogrulama
testlerinde tuz orani olarak %6,5 se¢ilmis ve tiim izolatlarin bu tuz seviyesinde gelisme

gosterdigi tespit edilmistir. Geleneksel Yunan tipi kuru fermente salamdan izole edilen
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enterokoklarin %8’lik NaCl ortaminda sadece %@43’iiniin gelistigi rapor edilmistir

(Samelis et al. 1998).

Pastirma iiretiminde %5-10 oraninda NaCl kullanilmaktadir. Bu sartlarda gelisebilen
mikroorganizmalarin iirlin 6zelliklerinin gelisimi agisindan olduk¢a ©nemli oldugu
diisiiniilmektedir. Bundan dolayi starter kiiltiir ve/veya koruyucu kiiltiir olarak secilecek
mikroorganizmalarin tuza dayanikliligi onemli bir faktordiir. Yukarida da belirtildigi

gibi incelenen suglarin tamami %6,5 NaCl varliginda gelisme gdsterebilmistir.



Cizelge 4.3.. Pastirmadan elde edilen enterokok izolatlarinin bazi fenotipik 6zellikleri

Firma | Izolat No Fenotipik Ozellikler
10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket | Hemoliz

EA 1 + + - 5 + - + - Alfa

1 EA124 + + - - + - + - Alfa
EA 5 + + - - + - + - Alfa

St + + - - + - + - Alfa

EA,,. + + - - + - + - Alfa

EA.; + + - - + - + - Alfa

EA.24 + + - - + - + - Alfa

So04 + + - - + - + - Alfa

2 Sy0s + + - - + - + - Alfa
KF,.51 + + - - + - + - Alfa

KF,.,. + + - - + - + - Alfa

KF;.4 + + - - + - + - Alfa

KF,.5 + + - - + - + - Alfa

EAz .. + + - - + - + - Alfa

EAz44 + + - - + - + - Alfa

EAz4s + + - - + - + - Alfa

S343 + + - - + - + - Alfa

3 Ssua B n - - " - n - Alfa
S35 + + - - + - + - Alfa

KFs31 + + - - + - + - Alfa

KFs33 + + - - + - + - Alfa

KF334 + + - - + - + - Alfa

KFs3s + + - - + - + - Alfa

143



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | Izolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

EA4,1 + + - = + - + - Gama

EA- + + - - + - + - Gama

EA3 + + - - + - + - Gama

EAL . + + - - + - + - Gama

4 Sio0 + + - - + - + - Gama
S4.2.3 + + - - + - + - Gama

KF454 + + - - + - + - Gama

KF45- + + - - + - + - Gama

KF4.2.3 + + - - + - + - Gama

EA5.2.1 + + - - + - + - Alfa

EA5.2.2 + + - - + - + - Alfa

EA: 3 + + - - + - + - Alfa

EAs .4 + + - - + - + - Alfa

EAs5, 5 + + - - + - + - Alfa

85.2.1 + + - - + - + - Alfa

Ss.2.2 + + - - + - + - Alfa

5 S5z + + - - + - + - Alfa
Ss.0.4 + + - - + - + - Alfa

85.2.5 + + - - + - + - Alfa

KF5.2.1 + + - - + - + - Alfa

KFs.. + + - - + - + - Alfa

KFs.,.3 + + - - + - + - Alfa

KFs..4 + + - - + - + - Alfa

KFs.,5 + + - - + - + - Alfa

Ge



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

EAgs5. + + - - + - + - Alfa

EAgs. + + - - + - + - Alfa

EA6.5.4 + + - - + - + - Alfa

EAgs5 + + - - + - + - Alfa

6 Se5.1 + + - - + - + - Alfa
Se.5-2 + + - - + - + - Alfa

Se.5.4 + + - - + - + - Alfa

KFgs.1 + + - - + - + - Alfa

KFé.5.3 + + - - + - + - Alfa

KFs.5.4 + + - - + - + - Alfa

KF¢.5-5 + + - - + - + - Alfa

EA;.44 + + - - + - + - Gama

EA7.4 + + - - + - + - Gama

EA;.43 + + - - + - + - Gama

S741 + + - - + - + - Gama

7 S740 + + - - + - + - Gama
S7.a3 + + - - + - + - Gama

S5 + + - - + - + - Gama

KF7.41 + + - - + - + - Gama

KF7.43 + + - - + - + - Gama

KF745 + + - - + - + - Gama

9€



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | Izolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

EAgs.1 + + - = + - + - Alfa

EAgs5.4 + + - - 5 - + - Alfa

EAsss + + - - + - + - Alfa

Sgsg + + - - + - + - Alfa

Sg5.0 + + - - + - + - Alfa

8 Sg.5.3 + + - - + - + - Alfa
Sgss + + - - + - + - Alfa

KFg.5.1 + + - - + - + - Alfa

KFgs.0 + + - - + - + - Alfa

KFgs.3 + + - - + - + - Alfa

KFgs.4 + + - - + - + - Alfa

KFgss + + - - + - + - Alfa

EAq,1 + + - - + - + - Alfa

EA9.2.2 + + - - + - + - Alfa

EAq.-3 + + - - + - + - Alfa

EA9.2.4 + + - - + - + - Alfa

EAq, 5 + + - - + - + - Alfa

9 Sg.z.l + + - - + - + - Alfa
So.00 + + - - + - + - Alfa

So.03 + + - - + - + - Alfa

89_2_4 + + - - + - + - Alfa

89_2_5 + + - - + - + - Alfa

KFg.,.4 + + - - + - + - Alfa

KFg_2_2 + + - - + - + - Alfa

LE



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler

No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

KFg23 + + - = + - + - Alfa

9 KFg.4 + + - - + - + - Alfa

KFg.o5 + + - - + - + - Alfa

EA 031 + + - - + - + - Gama

EA032 + + - - + - + - Gama

EA10.3.4 + + - - + - + - Gama

EA 035 + + - - + - + - Gama

Si031 + + - - + - + - Gama

S1032 + + - - + - + - Gama

S1033 + + - - + - + - Gama

10 Si034 + + - - + - + - Gama

Si035 + + - - + - + - Gama

KFi031 + + - - + - + - Gama

KFi0.32 + + - - + - + - Gama

KFi0.33 + + - - + - + - Gama

KFi034 + + - - + - + - Gama

EA11.3.1 + + - - + - - + Alfa

EA113.0 + + - - + - - + Alfa

811_4_2 + + - - + - - + Alfa

11 Si143 + + - - + - - + Alfa

Si144 + + - - + - - + Alfa

Si1a7 + + - - + - - + Alfa

KF1131 + + - - + - - + Alfa

8¢



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

KFi132 + + - = + - - + Alfa

11 KFi1.3.3 + + - - + - - + Alfa
KFi1.34 + + - - + - - + Alfa

EA21 + + - - + - + - Alfa

EAL2, + + - - + - + - Alfa

EA23 + + - - + - + - Alfa

EA594 + + - - + - + - Alfa

EA.05 + + - - + - + - Alfa

Sio01 + + - - + - + - Alfa

12 S0 + + - - + - + - Alfa
Si0.3 + + - - + - + - Alfa

Sis04 + + - - + - + - Alfa

812_2_5 + + - - + - + - Alfa

KFi51 + + - - + - + - Alfa

KF15.5. + + - - + - + - Alfa

KFi.24 + + - - + - + - Alfa

KFi.25 + + - - + - + - Alfa

EA1 32 + + - - + - + - Alfa

EA133.4 + + - - + - + - Alfa

EA335 + + - - + - + - Alfa

13 EA335 + + - - + - + - Alfa
EA337 + + - - + - + - Alfa

813,4,2 + + - - + - + - Alfa

813,4,4 + + - - + - + - Alfa

6€



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

Siaas + + - - + - + - Alfa

Si3.46 + + - - + - + - Alfa

Si3.4.8 + + - - + - + - Alfa

Si349 + + - - + - + - Alfa

S13-4-10 + + - - + - + - Alfa

KFi3.4.1 + + - - + - + - Alfa
KFi3.4.0 + + - - + - + - Alfa
KFi343 + + - - + - + - Alfa
KFi345 + + - - + - + - Alfa

13 [KFises ¥ ¥ : : ¥ : ¥ : Alfa
KFi3.4.7 + + - - + - + - Alfa
KFi3438 + + - - + - + - Alfa
KFi3.4.9 + + - - + - + - Alfa
KF13.4.10 + + - - + - + - Alfa
KFi3.4.11 + + - - + - + - Alfa
KFi3.4.13 + + - - + - + - Alfa
KF13.4.14 + + - - + - + - Alfa
KFi3.4.15 + + - - + - + - Alfa
EA1434 + + - - + - + - Alfa
EA14.33 + + - - + - + - Alfa

14 EAu3s + + - - + - + - Alfa
814_3_1 + + - - + - + - Alfa

814,3,3 + + - - + - + - Alfa

814,3,4 + + - - + - + - Alfa

Sisas + + - - + - + - Alfa

oy



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

EA53.4 + + - = + - + - Alfa

EA535 + + - - + - + - Alfa

EAi537 + + - - + - + - Alfa

EAi533 + + - - + - + - Alfa

EAi5.3.9 + + - - + - + - Alfa

15 EA53.19 + + - - + - + - Alfa
Si5.0.1 + + - - + - + - Alfa

Si5.0.0 + + - - + - + - Alfa

Sis03 + + - - + - + - Alfa

Siso4 + + - - + - + - Alfa

Sisos + + - - + - + - Alfa

EA6.4.3 + + - - + - - + Alfa

EA6.44 + + - - + - - + Alfa

EAs6.45 + + - - + - - + Alfa

16 Si641 + + - - + - - + Alfa
816.4.7 + + - - + - - + Alfa

S16-4-10 + + - - + - - + Alfa

KFi6.41 + + - - + - - + Alfa

KFi6.4.4 + + - - + - - + Alfa

EA17.5.1 + + - - + - + - Alfa

EA17_5_2 + + - - + - + - Alfa

17 EA175.3 + + - - + - + - Alfa
EA7.5.4 + + - - + - + - Alfa

EA755 + + - - + - + - Alfa

144



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

EA17556 + + - = + - + - Alfa
EA17.5.7 + + - N + - + - Alfa
EA17.5.8 + + - - + - + - Alfa
EA1759 + + - - + - + - Alfa
EA175.10 + + - - + - + - Alfa

Si7.5.1 + + - - + - + - Alfa

S1753 + + - - + - + - Alfa

817.5.4 + + - - + - + - Alfa

Si756 + + - - + - + - Alfa

17 Si757 + + - - + - + - Alfa
Si759 + + - - + - + - Alfa

KFi7:5. + + - - + - + - Alfa
KFi7.5.3 + + - - + - + - Alfa
KFi7.54 + + - - + - + - Alfa
KFi7.55 + + - - + - + - Alfa
KFi756 + + - - + - + - Alfa
KFi7.5.7 + + - - + - + - Alfa
KFi7.5.8 + + - - + - + - Alfa
KFi7.5.9 + + - - + - + - Alfa
KFi7:5.10 + + - - + - + - Alfa
EA5.0.1 + + - - + - + - Alfa

Sig01 + + - - + - + - Alfa

18 Sig22 + + - - + - + - Alfa
813,2,3 + + - - + - + - Alfa

818_2_4 + + - - + - + - Alfa

v



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

Sigos + + - - + - + - Alfa

KFig.0.1 + + - - + - + - Alfa

18 KFig.0-2 + + - - + - + - Alfa
KFis.03 + + - - + - + - Alfa
KFig.0- + + - - + - + - Alfa
KFigo5 + + - - + - + - Alfa

EA 953 + + - - + - - - Alfa
EA19.5.4 + + - - + - - - Alfa
EAiss + + - - + - - - Alfa
EAiss + + - - + - - - Alfa
EAi957 + + - - + - - - Alfa
EAiss + + - - + - - - Alfa
EAi95.10 + + - - + - - - Alfa

Si95.1 + + - - + - - - Alfa

Si95-2 + + - - + - - - Alfa

19 S195.3 + + - - + - - - Alfa
Si0.5.4 + + - - + - - - Alfa

819_5_5 + + - - + - - - Alfa

819_5_7 + + - - + - - - Alfa

Sig59 + + - - + - - - Alfa

S195.10 + + - - + - - - Alfa

KFig51 + + - - + - - - Alfa
KFi95.2 + + - - + - - - Alfa
KFi95.3 + + - - + - - - Alfa

ey



Cizelge 4.3. (devam)

Firma | lzolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

KFig55 + + - = + - - - Alfa

KFig56 + + - - + - - - Alfa

19 KFi957 + + - - + - - - Alfa
KFi9.58 + + - - + - - - Alfa

KFi9.5.9 + + - - + - - - Alfa
KF19:5-10 + + - - + - - - Alfa

EAz-51 + + - - + - + - Alfa

EAz-s- + + - - + - + - Alfa

EAz-5-3 + + - - + - + - Alfa

EA.5.4 + + - - + - + - Alfa

EA 55 + + - - + - + - Alfa

EAs5s6 + + - - + - + - Alfa

EA.5.7 + + - - + - + - Alfa

EA.5.8 + + - - + - + - Alfa

20 EAgss * + : - + : + - Alfa
EA5.10 + + - - + - + - Alfa

S)o5.1 + + - - + - + - Alfa

820_5_2 + + - - + - + - Alfa

820_5_3 + + - - + - + - Alfa

Ss0.5.4 + + - - + - + - Alfa

Sy055 + + - - + - + - Alfa

S)05.6 + + - - + - + - Alfa

820,5,7 + + - - + - + - Alfa

820,5,8 + + - - + - + - Alfa

4%



Cizelge 4.3. (devam)

Firma izolat Fenotipik Ozellikler
No 10°C 45°C GGU pH 3,0 pH 9,6 Pigment Piruvat Hareket Hemoliz

S,05.9 + + - - + - + - Alfa

S205-10 + + - - + - + - Alfa

KFg5.1 + + - - + - + - Alfa
KFo5.2 + + - - + - + - Alfa

20 KFa53 + + - - + - + - Alfa
KFa054 + + - - + - + - Alfa
KF57 + + - - + - + - Alfa
KFs5s + + - - + - + - Alfa
KF059 + + - - + - + - Alfa
KF20510 + + - - + - + - Alfa

*GGU: Glukozdan gaz iiretimi

517
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4.2.1. VITEK GP ile fenotipik tanimlama

Pastirmadan izole edilen ve 10°C ve 45°C’de gelisme, glukozdan gaz iiretimi, pH 3,0,
pH 9,6’da gelisme, pigmentasyon, piruvat, hareket, hemoliz, testleri uygulanarak
ozellikleri belirlenen 271 izolattan, 100 izolat sec¢ilmis ve VITEK 2GP sisitemi ile
identifiye edilmistir. VITEK sistemi sonuglar1 Cizelge 4.4 de verilmistir. Incelenen 100
susun tamami bu sistem ile identifiye edilebilmistir. Enterokok identifikasyonunun
VITEK sistemi ile gergeklestirildigi diger bir calismada da 369 nosokomiyal
enterokokal izolatin %98,1°1 VITEK ile tanimlanabilmistir (Sader et al. 1995). Yapilan
diger bir ¢alismada da 132 enterokok izolatinin %99,2’si cins diizeyinde %91,7’si ise
tir diizeyinde tanimlanmis ve 31 izolatin E. faecalis, 62 izolatin E.faecium, 11 izolatin
E. casseliflavus, 17 izolatin E. gallinarum oldugu bildirilmistir (Fang et al. 2012).
Mevcut arastirma sonuglarimiza gore 100 izolatin %701 E. faecium, %8’i E. faecalis ve
%22’si E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Buna gore pastirmada enterokoklardan
sadece 3 tiir bulunmaktadir. Dominant tiir Enterococcus faecium olup bunu
Enterococcus gallinarum izlemektedir (Cizelge 4.4). Ancak hayvansal orijinli gidalarda
cok daha fazla tiir izole edilebilmektedir. Nitekim fermente sosis, sosis, ham, kiyma ve
peynir gibi farkli gidalardan izole edilen 416 enterokok susun 299’unun E. faecalis
(%72), 54 tniin E. faecium (%]13), 24’iniin E. durans/E. hirae (%6), 22’sinin E.
casseliflavus (%5), 9’unun E. avium susu (%2) ve 8’inin E. gallinarum (%2) oldugu
tespit edilmistir (Peters et al. 2003).

Gidalardaki enterokoklarin ekolojisi, tirlin 6zellikleri ile oldukga iligkilidir. Taze etlerde
E. faecium genellikle, E. faecalis siklikla, E. durans/E. hirae, E. gallinarum, E.
casseliflavus ve E. mundtii ise nadiren karsilasilan tiirlerdir. Taze sosislerde ise E.
faecium’a genellikle bozulmus o&rneklerde rastlanmaktadir. Gerek sigir gerekse sigir
kiymalarinda rastlanilan en yaygimn tir E. faecalis’dir. E. faecium ve E. faecalis’in
izolasyonu gidalarda siklikla fekal kontaminasyonun gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Gidada ve gevrede canliliklarini siirdiirebilmeleri ve ayrica pH degisimleri
ile yiiksek tuz konsantarasyonlarina hassasiyet gostermemeleri bu mikroroganizmalarin
indikatdr mikroorganizma olarak degerlendirilmelerinde ©nemli rol oynamaktadir.

Ancak son yillardaki c¢aligmalara gore enterokoklar floranin bir pargast olarak



47

degerlendirilmektedir. Diger bir ifade ile enterokoklar sadece hijyenik kalitenin

yetersizliginin bir gostergesi olarak degerlendirilmemelidir (Klein 2003).



Cizelge 4.4. VITEK sonuglari
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Firma Izolat No VITEK
EA - E. faecium
EA: 5 E. faecium

Si04 E. faecium
EA,.. E. faecium
EA,., E. faecium

S0 E. faecium
KF;.., E. faecium
EA;.44 E. faecium
EA;.5 E. faecium

S343 E. faecium
KF334 E. faecium
KF335 E. faecium
EAL-3 E. faecium
EAL,4 E. faecium

Si0 E. faecium

Sio3 E. faecium
KF4.24 E. faecium
EAs E. faecium
EA:s ;3 E. faecium
EAs.., E. faecium

85_2_1 E. faecium
KFs.,. E. faecium
EAgs., E. faecium
EAss55 E. faecium

S6-5-4 E. faecium
KFgs.3 E .faecium
KFg5.4 E. faecium
EA; 4, E. faecalis
EA; 43 E. faecalis

Si49 E. faecalis
KF7.43 E. faecalis
EAgs5.1 E. faecium
EAgss5 E. faecium

Ss.5.2 E. faecium
KFs.5.4 E. faecium




Cizelge 4.4. (devam)
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Firma izolat No VITEK
EAq. E. faecium
9 EAq 4 E. faecium
So.0.1 E. faecium
KFg.51 E. faecium
EA1031 E. faecium
EAi035 E. faecium
10 Si0-3.2 E. faecium
Si0.33 E. faecium
KFig.3.1 E. faecium
KFi0.33 E. faecium
EA1 54 E. gallinarum
11 EA135 E. gallinarum
Si14-2 E. gallinarum
KFi13.4 E. gallinarum
EA04 E. faecium
EA3 E. faecium
12 S120.5 E. faecium
KFi29.1 E. faecium
KF12.5 E. faecium
EA33. E. gallinarum
EA 334 E. gallinarum
13 Siz. E. gallinarum
Si3.46 E. gallinarum
KFi3.4.5 E. gallinarum
EA L3 E. gallinarum
EA1434 E. faecium
14 EAi435 E. gallinarum
Sia33 E. gallinarum
Si434 E. gallinarum
814_3_5 E. gallinarum
EAi535 E. gallinarum
15 EA153.10 E. gallinarum
Sis01 E. gallinarum
Si5.0.4 E. gallinarum
EA6.43 E. gallinarum
16 EA.45 E. gallinarum
Si6-4-1 E. gallinarum
KF1i6.41 E. gallinarum
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Cizelge 4.4. (devam)

Firma Izolat No VITEK

EAi75.4 E. faecium

EAi7556 E. faecium

17 S17:54 E. faecium
KFi7:5.6 E. faecium

KF17:5.10 E. faecium

EA554 E. faecalis

18 Sigo1 E. faecalis
KFig7.3 E. faecalis

KFis.25 E. faecalis

EAgs53 E. faecium

EAgs5.4 E. faecium

19 EAgss E. faecium
S19.5.10 E. faecium

KF195. E. faecium

KFi95.3 E. faecium

EA5.0 E. faecium

EA5.3 E. faecium

EA 5.4 E. faecium

EAxs5.6 E. faecium

EA.5.7 E. faecium

EA 55 E. faecium

20 EAss.0 E. faecium
S,05.0 E. faecium

So0.5.5 E. faecium

S0.5.7 E. faecium

KF05. E. faecium

KF20.5.4 E. faecium




o1

4.3. Genotipik Identifikasyona Ait Sonuclar

PCR fiiriinlerinin 16S rRNA dizi analizi sonuglart Macrogen firmasindan temin edilmis
ve alinan pikler BIOEDIT programi ile degerlendirildikten sonra ve baz dizilimi
¢ikarilmis ve sonrasinda BLAST yapilarak bakterinin tanimlanmasi gergeklestirilmistir.
Arastirmada 100 sustan 80’1 E. faecium, 19’u E. feacalis ve 1’1 ise E. hirae olarak

tanimlanmustir (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. Genotipik tanimlama
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Firma | Izolat No | 16S rRNA Baz TammlamaYiizdesi | Aksesyon No

EA1,1 E. faecium 1151 %100 KU291269

1 EA.,5 E. faecium 1133 %100 KU291270
Si04 E. faecium 1135 %99 KU291271

EA,. E. faecium 1216 %100 KU291272

2 EA,.,.4 E. faecium 1194 %100 KU291273
Sro3 E. faecium 862 %94 KU291274

KF;.., E. faecium 1268 %100 KU291275
EA;.44 E. faecalis 1312 %100 KU291276
EA;.45 E. faecium 1357 %100 KU291277

3 Ss.43 E. faecium 1232 %99 KU291278
KFs33.1 E. faecium 1157 %100 KU291279
KFs33s E. faecium 1312 %100 KU291280
EAL,3 E. faecium 1289 %99 KU321604

EAL o4 E. faecium 1105 %97 KU321605

4 Sa0.2 E. faecium 1167 %99 KU321606
Sio3 E. faecium 1207 %100 KU321607

KF423 E. faecium 1175 %99 KU321608
EAs.,.1 E. faecium 1298 %100 KU321609
EAs.,.3 E. faecium 1321 %100 KU321610

5 EAs,. E. faecium 1356 %99 KU321611
S50 E. faecium 1288 %100 KU321612

KFs.., E. faecium 1247 %100 KU321613
EAs.5.- E. faecium 1271 %99 KU321614
EAs55 E. faecalis 1051 %100 KU321615

6 Se.5.4 E. faecium 1197 %99 KU321616
KFe.s.3 E. faecium 1298 %100 KU321617
KFe.5.4 E. faecium 1003 %99 KU321618
EA.4 E. faecalis 1369 %100 KU321619

7 EA; .43 E. faecalis 1167 %99 KU321620
Sy.42 E. faecalis 1329 %99 KU321621

KF7.43 E. faecalis 1329 %100 KU359817
EAgs, E. faecium 1178 %100 KU321622

8 EAgs5 E. faecium 1305 %100 KU321623
Sg.5.2 E. faecium 1355 %100 KU321624

KFgs.4 E. faecium 1042 %99 KU321625




Cizelge 4.5. (devam)
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Firma | Izolat No | 16S rRNA Baz TamimlamaYiizdesi | Aksesyon No
EAq.1 E. faecium 1134 %99 KU321626
9 EAg..4 E. faecalis 1310 %100 KU321627
So.21 E. faecium 1330 %99 KU321628
KFg.51 E. faecium 1327 %100 KU321629
EA0.31 E. faecalis 1404 %100 KU321630
EAy3s E. faecalis 1119 %99 KU321631
10 S10-3-2 E. faecalis 1407 %100 KU321632
Si0.3-3 E. faecalis 1332 %100 KU321633
KFi10-31 E. faecalis 1323 %100 KU321634
KFi0.33 E. faecium 1380 %100 KU321635
EA11 31 E. faecium 1399 %99 KU359782
11 EAi1.32 E. faecium 1178 %99 KU359783
Si140 E. faecium 1227 %99 KU359784
KFi1.3.4 E. hirae 1149 %99 KU359785
EA1.04 E. faecium 1109 %99 KU359786
EAL,3 E. faecalis 1197 %100 KU359787
12 Si2.2.5 E. faecium 1146 %99 KU359788
KFi204 E. faecium 1011 %100 KU359789
KF1..5 E. faecalis 1171 %100 KU359790
EA332 E. faecium 1328 %100 KU359791
EA33.4 E. faecium 1156 %99 KU359792
13 Si34.2 E. faecium 1238 %100 KU359793
Siz4.6 E. faecium 1200 %99 KU35979%4
KFi3.4.5 E. faecium 1128 %99 KU359795
EA14134 E. faecium 1199 %99 KU359796
EAL33 E. faecium 1177 %99 KU359797
14 EAi135 E. faecium 1020 %99 KU359798
Sis33 E. faecium 1087 %99 KU359799
Si4.34 E. faecium 1062 %99 KU359800
Sis3s E. faecium 1239 %100 KU359801
EAi53. E. faecium 1216 %99 KU359802
15 EAi53.10 E. faecium 1360 %99 KU359803
Si5.01 E. faecium 1283 %99 KU359804
Si5.0.4 E. faecium 1193 %100 KU359805
EA5.4.3 E. faecium 1038 %95 KU359806
16 EA6.4s5 E. faecium 1139 %99 KU359807
Si6.4.1 E. faecium 1318 %99 KU359808
KFi6.41 E. faecium 1392 %99 KU359809




Cizelge 4.5. (devam)

54

Firma | Izolat No | 16S rRNA Baz TammlamaYiizdesi Aksesyon No
EA75.4 E. faecium 1323 %100 KU359810
EAi756 E. faecium 1270 %99 KU359811

17 Si7.5.4 E. faecium 1347 %99 KU359812
KFi7:5.6 E. faecium 1234 %99 KU359813
KF17.5.10 E. faecalis 1097 %99 KU359814
EAg.01 E. faecalis 1124 %99 KU359818

18 Sig-21 E. faecalis 1131 %100 KU359815
KFi5.0.3 E. faecalis 1363 %99 KU359819
KFig.0.5 E. faecalis 1154 %98 KU359816
EAi95.3 E. faecium 1183 %99 KU359820
EAi95.4 E. faecium 1320 %99 KU359821

19 EAi956 E. faecium 1201 %99 KU359822

S19:5.10 E. faecium 1200 %100 KU359823
KF19.5.9 E. faecium 1043 %99 KU359824
KFig.5.3 E. faecium 995 %98 KU359825
EAL05.2 E. faecium 1221 %100 KU359826
EAs.3 E. faecium 1125 %100 KU359827
EA 5.4 E. faecium 1229 %100 KU359828
EA.5.6 E. faecium 1360 %99 KU359829
EA.5.7 E. faecium 1211 %99 KU359830
EAs.5 E. faecium 1187 %99 KU359831
20 EAyss E. faecium 1241 %99 KU359832
S 5050 E. faecium 1224 %99 KU359833
S,0.5.5 E. faecium 1166 %99 KU359834
Ss0.5.7 E. faecium 1387 %100 KU359835
KF 2052 E. faecium 1305 %99 KU359836
KF0.5.4 E. faecium 1183 %99 KU359837
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Bir, iki, dort, bes, yedi, sekiz, onsekiz, ondokuz ve yirmi numarali 6rneklerden elde
edilen toplam 47 izolat hem fenotipik hem de genotipik agidan ayni sonuglar1 vermistir.
Bu izolatlardan 39°u E. faecium, 8’i ise E. feacalis’tir. Bu sonuglara gére dokuz firmaya
ait orneklerde dominant tiir E. faecium’dur. Ug, alti, dokuz, on, oniki ve onyedi
numarali drneklerde toplam 9 izolat genotipik ve fenotipik identifikasyonda farklilik
gostermistir. Bu 9 izolat fenotipik identifikasyonda E. faecium (EAs.4.4, EAg 5.5, EAg.2.4,
EA103.1, EA10-3-5, S10-3-2, S10-3-3, KF10-3:1 Ve KF17.5.10), genotipik identifikasyonda ise E.
faecalis olarak tanimlanmistir. Diger taraftan 11, 13, 14, 15 ve 16 numarali 6rneklerden
izole edilen 22 izolat, fenotipik identifikasyonda E. gallinarum olarak tanimlanirken,
genotipik identifikasyonda bu izolatlardan 21°i E. faecium, 1’i ise E. hirae olarak
tanimlanmistir. Genotipik tanimlama sonuglarina gore izolatlarin %80°’i E. faecium,
%19’u E. feacalis ve %1°i ise E. hirae olarak belirlenmistir. Fenotipik identifikasyonda
ise yine E. faecium, yiiksek bir identifikasyon orani gostermistir. Bu tiirii E. gallinarum
(%22) ve E. faecalis (%8) izlemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Izolatlarin genotipik ve fenotipik identifikasyon oranlar

Tiir Genotipik identifikasyon Fenotipik identifikasyon
izolat sayist % Izolat sayist %
E. faecium 80 80 70 70
E. faecalis 19 19 8 8
E. gallinarum - - 22 22
E. hirae 1 1 - -
Toplam 100 100 100 100

Fermente kuru sosis, kuru kiiredilmis ham ve fermente edilmemis kuru sosis
hamurundan elde edilen enterokok izolatlarimin fenotipik ve  genotipik
identifikasyonunu da igeren bir arasgtirmada 29 izolat fenotipik (API 20) ve 25 izolat
genotipik (16S rRNA) olarak identifiye edilmis ve izolatlarin %51,7’si E. faecalis ve
%44,8’1 E. faecium ve %3,4’i4 E. gallinarum olarak tanimlanmistir. Arastirmada
fenotipik ile genotipik arasinda tam bir uyum oldugu da rapor edilmistir (Jahan et al.
2013). Fang et al. (2012) ise yaptiklar ¢calismada 16S rRNA sekans analizine gore 132
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izolatin 32’si E. faecalis, 63’1 E. faecium,16’s1 E. casseliflavus ve 21’1 E. gallinarum

olarak tespit etmislerdir.

4.4. Antagonistik Aktivite Sonuclari

Tanimlanan 100 izolatin E.coli O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes’e Kkarsi
antagonistik aktiviteleri agar spot ve kuyu difiizyon testleri ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelgeden de goriildiigli tizere 5, 9 ve 10
no’lu firmalara ait 6rneklerden izole edilen EAs..1, EAs.».3, EAs..4, Ss5.0.1, EA 9.0.1, EAg.
24, S9.21, KFg.2, S10-3-2, S10-3-3, KF10:31, KFi0.3.3 no’lu izolatlar sadece agar spot

testinde pozitif sonug vermistir

EA4,3, EA4 .4, Sap0, Saoa, KFao3, EAgs.1, EAgss, Sgso, KFgs.s no’lu izolatlar ise
hem kuyu difiizyon hem de agar spot testi ile Listeria monocytogenes’e karsi
antagonistik aktivite gostermistir. Ancak kuyu difiizyon testlerinde kuvvetli bir
inhibisyon zonu ile karsilasilmamistir. Buna karsin konu ile ilgili diger bir ¢alismada
fermente bir sosis ¢esidinden izole edilen ve molekiiler olarak tanimlanan Enterococcus
faecium suslarinin tamaminin Listeria tiirleri ile S. aureus’a kars: antagonistik aktivite
gosterdigi ve bu suslarin ayn1 zamanda diger Enterococcus tiirlerine karsi da etkin
oldugu rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada bir izolatin E.coli’ye karsi antagonistik
aktivite gosterdigi de ileri siiriilmiistiir (Ben-Belgacem et al. 2010). Diger taraftan et
orijinli olmayan iki farkli Enterococcus izolatinin (Enterococcus faecium CCM4231 ve
Enterococcus faecium RZSC13) fermente sosis iiretiminde starter kiiltlir olarak
kullanim imkanlarinin arastirildigi bir calismada, her iki izolatin da fermantasyon
sliresince Listeria’nin gelisimini 6nemli bir sekilde engelledigi belirtilmistir (Callewaert
et al. 2000). Yine yapilan benzer bir arastirmada Ispanya kuru fermente sosisinden izole
edien E. faecium P21 susunun L. monocytogenes, S. aureus, Clostridium perfringens ve
Clostridium botulinum’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Herranz
et al.2001). Leroy et al.(2003) da yaptiklar1 arastirmada dogal peynirden izole edilen
Enterococcus faecium RZS CS5’in iirettigi bakteriyosinin Listeria monocytogenes

tizerinde gii¢lii bir aktivite gosterdigini agiklamiglardir.
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Enterokoklar iirettikleri bakteriyosinler ile patojen bakterilere karsi antagonistik aktivite
gosterebildigi gibi homofermentatif karakterleri nedeniyle laktik asit olusturup pH’y1
diistirerek de inhibitor aktivite sergileyebilmektedir. Kuru fermente bir sosis ¢esidinin
tretiminde E. faecalis CECT 7121 susunun starter kiiltiir olarak kullanilabilme
durumunun aragtirildigi bir ¢alismada sézkonusu susun fermentasyon sirasinda iiriin
pH’sim1 5,1’e kadar disirdiigii ve boylelikle Enterobacteriaceae, S. aureus, L.

monocytogenes’e karsi inhibitor aktivite gosterdigi vurgulanmustir (Sparo et al. 2008).

ftalyan fermente sosisleri ile yapilan bir ¢alismada izole edilen bakteriyosinogenik E.
casseliflavus IM 416K1 (Bac®) veya onun bakteriyosinleri enterosin 416 K1 giiclii
antilisterial etkisinden dolay: Italyan fermente sosisi Cacciatore’ye inokiile edilmis ve
bu enterosinin L. monocytogenes NCTC 10888 tizerindeki etkisi incelenmis ve neticede
L. monocytogenes sayisinda 6nemli bir rediiksiyon oldugu rapor edilmistir (Sabia et al.
2003). Benzer sekilde kuru fermente bir sosis ¢esidi lizerinde yapilan bir arastirmada
enterocin  CCM 4231’nin etkisi incelenmis ve sozkonusu bakteriyosinin L.
monocytogenes sayisinda Onemli bir rediiksiyona neden oldugu tespit edilmistir
(Laukova et al.1999). Enterosinlerin fermente sosislerde S. aureus’un gelisimini inhibe
ettigi de rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismada, kullanilan E. faecalis A-48-32 susunun
tirettigi enterocin AS-48’in fermente sosislerde S. aureus’un sayisinda 2,00 ve 5,31 log
kob/g arasinda degisen rediiksiyonlara sebep oldugu belirtilmistir (Ananou et al. 2005).
Khan et al. 2010 ise enterosinlerin ¢ogunun L. monocytogenes’e karsi antagonistik
aktivite gosterdigini rapor etmis ve hatta bazi enterosinlerin G(-) bakterilere karsi bile

aktif oldugunu ileri stirmistiir.

Diger taraftan bacon’dan izole edilen Enterococcus sp. 18 izolatinin L.
monocytogenes’e kars1 herhangi bir antagonistik aktivite gostermedigi rapor edilmistir.
(De Martinis and Freitas 2003).

Sucuk {izerinde yapilan bir calismada da 4 Pedicoccus izolatinin Listeria.

monocytogenes’e karsi antagonistik aktivite gosterdigi ve 2 Lactobacillus izolatinin ise
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gida kaynakli bu patojen bakteriye karsi etkisinin olmadigi rapor edilmistir (Con et al.
2001).
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Cizelge 4.7. Slanetz- Bartley Agar, Enterococcus Agar, KF Streptococcus Agar’dan izole edilen
suslarin agar spot ve kuyu difiizyon testleri ile E. coli O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes’e
kars1 antagonistik aktivitesinin belirlenmesi

Firma izolat E. coli O157:H7 S. aureus L. monocytogenes
No Agar Kuyu Agar Kuyu Agar | Kuyu*
spot difiizyon spot difiizyon spot difiizyon
EA 124 - - - - - -
1 EAi2s - - - - - -
S12:1 - - - - - -
EA22. - - - - - -
2 [ EAuss - - - - - -
S0 - - - - - -
KF2.2.2 - - - - - -
EAs4s - - - - - -
EAgss - - - - - -
3 Sa.43 5 - - - - -
KFaa4 - - - - - -
KFs.35 - - - - - -
EAs 23 - - - - 7,0 15
EAL24 - - - - 7,0 15
4 Si22 - - - - 6,5 15
Si23 - - - - 6,5 10
KFi.23 - - - - 6,0 10
EA5_2_1 = = = - 3,0 =
EAs.3 - - - - 4,0 -
5 EAs..4 - - - - 3,0 -
Ss.2.1 - - - - 2,0 -
KFs 2. - - - - - -
EAg.s5-2 - - - - - -
EAsss5 - - - - - -
6 Se-5-4 - - - - - -
KFe.5-3 - - - - - -
KFe-5.4 - - - - - -
EA7.4 - - - - - -
EA7.43 - - - - - -
7 S7.42 - - - - - -
KF7.43 - - - - - -
EA8_5_1 = = = = 6,0 1,0
EA8_5_5 = = = = 3,0 1,0
8 Sg.5.2 - - - - 4,0 1,0
KF g5.4 - - - - 3,0 1,0
EA 9-2-1 = = = = 4,0 =
EA9_2_4 = = = = 4,0 =
9 Sg.2.1 - - - - 4,0 -
KFg.2.1 - - - - 4,0 -
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Cizelge 4.7. (devam)

Firma izolat E. coli O157:H7 S. aureus L. monocytogenes
No

Agar Kuyu Agar Kuyu Agar Kuyu
spot difiizyon spot difiizyon spot difiizyon

EAws1 - - - - - -

EAwo35 3 3 - - - -

S1032 - - - - 6,5 -

1
0 S10.3:3 - - - - 50 -

KFios. : : . - 5,0 :

KFi033 : : : - 6,5 :

EA1 34 - - - - - -

11 EA113. - - - - - -

S11-4.2 - - r - - -

KF11-34 - - - 3 - -

EA24 3 - - - - -

EA3 - - - - - -

12

S12:25 2 : : 3 : :

KF 1221 - F - 3 - -

KFiozs : : : : : :

EAwas - - - : - -

EAwsss : : : : : :

13

S13-42 : : : - : :

S 1346 - - - - - -

KFi3.4:5 - - - - - -

EAws34 - - - - - -

EAusss - - - . - -

14 EAu3 - - - : 5 -

Sis33 - - - - - -

S1a34 - - - - - -

Sis35 - - - - - -

EAusss - - - - - -

EAiss10 - - - - - -

15

S152-1 3 3 - - : :

S1s5-24 3 3 - - : :

EAsas - - - - - -

EAie45 - - - - - -

16

Si-4-1 - - - - - -

KFi6.41 : : - : - -

EAu754 - - - - - -

EAurs - - - - - -

17

S17:54 3 3 - - - -

KFirs6 : : : : : :

KF17:5.10 - - - 3 - -
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Firma

izolat
No

E. coli O157:H7

S. aureus

L. monocytogenes

Agar
spot

Kuyu
difiizyon

Agar
spot

Kuyu
difiizyon

Agar
spot

Kuyu
difiizyon

18

EAws21

S18-2-1

KF18-2-3

KFis25

19

EAwss

EA19.5.4

EA19.56

S19-5-10

KF 5.2

KFios53

20

EAs-2

EAs3

EA%54

EA20—5—6

EA%s7

EA2ss

EA25.9

S20—5—2

S20—5—5

S20—5—7

KF205-2

KFz0.5.4

*Inhibisyon (mm)
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5. SONUC ve ONERILER

Laktik asit bakterileri iginde yer alan enterokoklar, 1siya karsi gosterdikleri direng
ekstrem pH ve vyiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilme ve canliliklarini
stirdiirebilme 6zellikleri nedeni ile hem fermente {iriinlerde hem de sosis ve salam gibi
1s1l islem uygulanmis emiilsiyon tipi et {irlinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Son
yillarda enterokoklarin, gidalarin organoleptik Ozelliklerine katkida bulunmasi,
patojenlere kars1 bakteriyosin liretme yetenekleri ve probiyotik Ozellikleri nedeniyle
bazi gidalarin iretiminde enterokoklar starter veya biyokoruyucu kiiltiir olarak
kullanilmaya baslanmigtir. Ancak bu laktik asit bakterilerinin GRAS (Generally
Recognised as Safe) mikroorganizmalar olarak diistiniilmesi hala tartismalidir. Buna
ragmen gidalardan izole edilen enterokok suslarinin koruyucu kiiltiir olarak
kullanilabilecegi pek ¢ok c¢alismada belirtilmektedir. Arastirma, pastirmadan
enterokoklarin izolasyonu-identifikasyonu ve bu suslarin starter/biyokoruyucu kiiltiir

olarak kullanim potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla kurulmus ve yiiriitiilmiistiir.

Diinyada geleneksel gidalardan enterokoklarin izolasyonu ve identifikasyonuna yonelik
pek cok calisma yapilmasina ragmen iilkemizde yapilan aragtirma sayis1 olduke¢a az
olup bu arastirmalar da genellikle siit iirlinlerine yoneliktir. Geleneksel bir et liriini
olan pastirmada ise enterokoklarin izolasyonu/identifikasyonu ve karakterizasyonuna
yonelik kapsamli bir caligmaya rastlanmamistir. Mevcut bu arastirmada pastirma
tretimi yapan 20 farkli firmadan temin edilen 20 pastirma orneginde enterokoklarin
izolasyonu gerceklestirilip, elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik identifikasyonu
yapilmis ve tanimlanan izolatlarin antagonistik aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica
Tiirkiye piyasasini temsil edecek sekilde alinan pastirma drneklerinin bazi kimyasal ve
mikrobiyolojik O6zellikleri de belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan asagidaki genel

sonug ve Oneriler ¢ikarilmistir.

1. Pastirma orneklerinin  10%-10° kob/g diizeyinde Micrococcus/Staphylococcus
icerdikleri tespit edilmistir. Nitrat rediiktaz, katalaz ve lipolitik/proteolitik aktiviteleri ile

parca halde islenen tiriinlerde teknolojik 6neme sahip bu mikroorganizmalar, pastirmada
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siklikla dominant flora olarak belirlenmektedir. Mevcut bu arastirmada da incelenen 20
ornek sonuglarmma gore bu mikroorganizmalar yine genellikle baskin florayi

olusturmaktadir.

2. Pastirma orneklerinde LAB sayist 10°-10% kob/g arasinda bir degisim gostermis ve
bazi 6rneklerde bu mikroorganizmalar, Micrococcus/Staphylococcus ile maya-kiiflere
gore daha yliksek sayilar vermistir. Bu sonu¢lar muhtemelen hammadde 6zellikleri ile
uygulanan prosesten kaynaklanmaktadir. LAB, asit olusturarak triin giivenilirliginin
yant sira tekstiir ve renk gibi duyusal parametreler lizerinde de etkili olmaktadir. Diger
taraftan bakteriyosin iireten LAB, bu fonksiyonlarinin yani sira gida kaynakl

patojenlerin inhibisyonunda ilave bir engel etken olabilmektedir.

3.Pastirma orneklerinde maya-kiif sayis1 genellikle 10%-10° kob/g diizeyinde
bulunmustur. Bu sayimnin énemli bir kismini1 mayalar olusturmaktadir. Nitekim pastirma
cemeninde bulunan sarimsak nedeni ile iirlin yiizeyinde de herhangi bir kiiflenme ile

karsilasilmamuistir.

4. Pastirma orneklerinde Enterobacteriaceae sayis1 genellikle saptanabilir sinirin altinda
degerler vermistir. Enterobacteriaceae familyasina ait mikroorganizmalarin sayisi,
pastirma iiretim prosesi sirasinda diisen su aktivitesine bagli olarak diisiis gostermekte
ve genellikle son {iriinde saptanabilir sinirin altinda kalmaktadir. Bununla beraber
yeterince kurutulmayan pastirmalarda bu familya {yelerinin farkli sayilari ile de

karsilagilabilmektedir.

5. Pastirma 6rneklerinde pH degeri 4,77-6,49 arasinda degisim gostermistir. Pastirmada
pH degeri Tirk Gida Kodeksi Et Uriinleri Tebligi’ne gore 6’y1 ge¢memesi
gerekmektedir. Duyusal 6zellikler agisindan da pH degerinin 5,5’in altinda olmamasi
gerektigi siklikla vurgulanmaktadir. Bu acgidan bakildiginda bazi ornekler belirtilen

kriterlere uygunluk gostermemektedir.



64

6. Pastirmalarin nem degerleri %34,92-55,40 arasinda bir degisim gostermistir. Parca
halde islenen kuru kiir edilmis bir et iiriinii olan pastirmada, tuzlama ve kurutma
islemlerinin sonucu olarak iirliniin nem degeri diisiis gostermektedir. Ancak bu
aragtirma sonuglarindan da goriildigii lizere %55 civarinda nem igeren pastirmalar da
piyasada bulunabilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligine gore
pastirmada nem oraninin %50’yi ge¢memesi gerekmektedir. Mevcut calismada elde
edilen sonuglara gore incelenen pastirmalarin az bir kismi nem degeri agisindan Tiirk

Gida Kodeksi Et ve Et Uriinleri Tebligine uygunluk gdstermemektedir.

7. Piyasa oOrneklerinde Enterococcus sayisini belirlemek amaci ile ii¢ farkli besiyeri
(Enterococcus Agar, Slanetz-Bartley Agar, KF Streptococcus Agar) kullanilmis ve
ekim/inkiibasyon asamalarindan sonra dogrulama testleri (Gram boyama, morfolojik
goriiniim, katalaz, PYR-testi, bile-esculin, %6,5 tuz) uygulanarak Enterococcus sayisi
belirlenmistir. Enterococcus agar ve Slanetz- Bartley agar sonuglarina gore pastirma
orneklerinin %35’inde say1 1x10%-<1x10* kob/g araliginda yer alirken diger %35°lik
kisim ise 10° kob/ g’dan daha yiiksek sayilar vermistir. KF Streptococcus Agar sonuglari
da diger besiyerlerine ait sonuglara yakinlik gostermistir. LAB grubuna dahil olan bu
mikroorganizmalarin sayisinin  genig bir varyasyon gostermesinin hammadde
ozelliklerinin yan1 sira isletme sartlarindan da kaynaklandigi distintilmektedir.
Enterokoklar LAB sayisi ile de uyumluluk gostermistir. Diger bir ifadeyle yiikksek LAB

sayisina sahip orneklerde enterokok sayisi da yiiksek ¢ikmaistir.

8. Pastirma Orneklerinden enterokoklarin izolasyonu amaci ile Enterococcus Agar,
Slanetz-Bartley Agar, KF Streptococcus Agar besiyerlerinde gelisen kolonilerden 5-10
koloni alinmig ve bazi fenotipik testler (Gram boyama, morfolojik goriiniim, katalaz,
safra-eskulin, PYR, %6,5 tuzda gelisme) uygulanmistir. Bu testler sonucunda izole
edilen 352 izolattan, 271 (%76,99) izolat enterokok olarak tespit edilmis ve bu 271
izolata, farkli sicakliklarda gelisme, glukozdan gaz iiretimi, farkli pH degerlerine

gelisme, pigmentasyon, piruvat, hareket ve hemoliz testleri uygulanmistir.
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9. Enterokok izolatlarinin tiimiiniin test edilen sicakliklarda (10°C ve 45°C) gelisme
gosterdikleri ve homofermantatif karakter sergiledigi belirlenmistir. Izolatlarin tiimii pH
9,6’da ve %6,5’luk NaCl konsantrasyonunda da gelisme gostermistir. Ancak higbir

izolat pH 3,0°da gelisme gdsterememistir.

10. Arastirmada incelenen izolatlarin higbirisi pigment olusturmamistir. Piruvat testinde
ise 42 izolat hari¢ diger izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Hareket edebilme yetenegi

acisindan ise iki firmaya ait toplam 18 izolat pozitif sonug sergilemistir.

11. Enterokoklarda 6nemli bir virulans faktorii olan hemoliz testi de izolatlara
uygulanmis ve koyun kanli agarda beta-hemoliz reaksiyonu veren hicbir izolata

rastlanilmamustir.

12. Pastirmadan izole edilen 271 izolattan, 100 izolat VITEK sistemi ile fenotipik olarak
identifiye edilmis ve izolatlarin %70’i E. faecium, %8’i E. faecalis ve %22’si E.
gallinarum olarak tanimlanmistir. Buna gére pastirmada enterokoklardan sadece 3 tiir
bulunmaktadir. Dominant tiir Enterococcus faecium olup bunu Enterococcus

gallinarum izlemektedir.

13. 16S rRNA ile genotipik tanimlamasi gergeklestirilen %80’1 E. faecium, %19’u E.
feacalis ve %1’i ise E. hirae olarak belirlenmistir. Bir, iki, dort, bes, yedi, sekiz,
onsekiz, ondokuz ve yirmi numarali orneklerden elde edilen toplam 47 izolat hem
fenotipik hem de genotipik agidan ayni sonuglar1 vermistir. Genotipik tanimlamaya gore

de dominant tiir E. faecium’dur.

14. Mevcut c¢alismada, fenotipik ve genotipik identifikasyonu gerceklestirilen 100
susun, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, S. aureus’a karsi antagonistik
aktiviteleri agar spot ve kuyu difiizyon testleri ile belirlenmistir. Higbir izolat S. aureus
ve E. coli O157:H7’ye karst herhangi bir antagonistik aktivite gostermemistir.
L.monocytogenes’e karst ise antagonistik aktivite gosteren toplam izolat sayisi ise

21°dir. Ancak bu 21 izolattan sadece 9’u kuyu difiizyon testinde pozitif sonug
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gostermistir. Bu 9 izolatin muhtemelen bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri metabolit
iiretebilme potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu 9 izolatin daha kapsamli
sekilde incelenerek starter veya koruyucu kiltiir olarak kullanilabilme durumlarinin
ortaya c¢ikarilmasi biiyilk Onem arzetmektedir. Bu izolatlar hem fenotipik
identifikasyonda hem de genotipik identifikasyonda E. faecium olarak tanimlanmistir.
Bu E. faecium suslar1 igerinde ise EA4..3, EA4-2.4, Sa2-2, kodlu suslar digerlerine gore

kuyu difiizyon testinde daha biiylik zon vermistir.

Sonug olarak; pastirmada enterokoklar LAB igerisinde onemli bir paya sahip olup
sayilar1 isletmeden isletmeye degisiklik gdstermekle beraber 107 kob/g seviyesine kadar
cikabilmektedir. Geleneksel bir et iirlinii olan pastirmada enterokoklar igerisinde
dominant tiirii E. faecium olusturmaktadir. Pastirmadan izole edilen diger 6nemli tiirler
ise E. faecalis ve E. gallinarum’dur. Ayrica antagonistik aktivite agisindan siirli sayida

sus sadece L.monocytogenes’e karsi pozitif sonug¢ vermistir.
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