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SAMEVATTING

Verskeie werkers het reeds gewys op die sleutelrol wat die
melksuurbakterieé by die bederf van vakuumverpakte vleispro-
dukte speel. Die sistematiek van die melksuurbakterieé is
egter slegs sporadies en ongekodrdineerd ondersoek, sodat
daar tans nie 'n betroubare en bruikbare klassifikasiesis-
teem vir hierdie organismes bestaan nie. Die algemene voor-
koms van onklassifiseerbare, "atipiese streptobakterieé" as
die dominante groep in vakuumverpakte vleisprodukte, dui op
die noodsaaklikheid van indringende taksonomiese ondersoek

op hierdie melksuurbakterieé.

Altesaam 27 produkmonsters en 22 eksudaatmonsters (Weense
worsies, Frankfurters, noenvleis, rookwors, "Russians" en

"Country Sausage") is mikrobiologies ontleed.

Die totale getal mikrodrganismes in elke monster is bepaal,
asock die getalle van melksuurbakterieé&, Brochothrix thermos-—
phacta, enterobakterie€&, enterococci, staphylococci, giste
en swamme. Die melksuurbakterieé het die grootste groep
uitgemaak (meer as 99%), terwyl die giste en swamme en

B. thermosphacta onderskeidelik ca. 0,013 en 0,002% uitgemaak
het. Enterobakterie&, enterococci en tipiese sowel as ati-
piese staphylococci is ook aangetoon, soms in getalle wat
hoér was as die riglyne vir toelaatbare getalle van hierdie

groepe.

Die 538 isolate wat vanaf Lactobacillus —selektiewe media ver-
kry is, is aanvanklik verdeel op grond van die teenwoordig-
heid van katalase-aktiwiteit; 63 isolate was katalase-posi-

tief en is nie verder ondersoek nie.

Die taksonomie van die 475 katalase-negatiewe melksuurbakte-
rieé is m.b.v. 'n groot aantal morfologiese en fisiologiese
maatstawwe ondersoek, waarvan die melksuurisomeer en gas wat
uit glukose gevorm word, asook die teenwoordigheid van meso-
diaminopimeliensuur (m - Azpm) in die selwand, vir aanvank-

like seleksie gebruik is. Die morfologie van elke isolaat
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is m.b.v. fasekontrasmikroskopie beskryf, terwyl die morfo-
logie van 'n verteenwoordiger van elke groep van die melksuur-
bakterieé& met 'n skandeerelektronmikroskocop ondersoek is. Die

koloniemorfologie is ook beskryf.

Algemene fisiologiese toetse wat op elke isolaat uitgevoer
is, sluit die volgende in: groei by 4°, 15° en 45°C, asook
by pH 3,9 en 10% NaCl, die fermentasie van 26 verskillende
suikers, slymvorming uit sukrose, beweeglikheid, arginien-

hidrolise en bepaling van die eind-pH-waarde.

Die mol % G+C-inhoud van die DNA en die aminosuursamestelling
van die peptidoglikaan van L(+)-laktaatvormende isolate is

ook as hulpmiddel by die klassifikasie gebruik.

Onder die 475 melksuurbakterie-isolate is die volgende

groepe organismes gevind en m.b.v. die bogenoemde toetse

geidentifiseer:

1. D (-) -melksuurvormende heterofermenteerders (15 isolate)

mesenteroides/L. dextranicum (11 isolate)
amelibtosum (1 isolaat)

lactophilum (2 isolate)

SIS

paramesenteroides (1 isolaat)

2. DL-melksuurvormende heterofermenteerders (betabakteried)

(6 isolate):

L. brevis (4 isolate)
L. cellobiosus (1 isolaat)

L. fermentum (atipies) (1 isolaat)

3. DL-melksuurvormende streptobakterieé (homofermentatief,

mesofiel) met m - Azpm in die selwand (18 isolate):

L. plantarum

4. L (+) -melksuurvormende streptobakterieé (29 isolate):

L. bavaricus (28 isolate)

L. caset ssp. rhamosus (1 isolaat)
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5. D (-) -melksuurvormende streptobakterieé& (5 isolate):

Geen definitiewe klassifikasie; L. homohiochii?

6. DL-melksuurvormende streptobakterieé (402 isolate):
L. curvatus (80 isolate)
L. sake (320 isolate)

Die DL-melksuurvormende streptobakterieé is die belangrikste
groep melksuurbakterieé teenwoordig in vakuumverpakte vleis-
produkte en die groot variasie in eienskappe wat binne hier-
die groep gevind is, het die ontoereikendheid van die be-
bestaande klassifikasiesisteem m.b.v. fenetiese eienskappe
uitgewys. Daarby blyk veral verdere diepgaande ondersoeke
noodsaaklik te wees om onduidelikhede omtrent die tak-

sonomiese status van L. sake en L. curvatus op te klaar.
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ABSTRACT

Several workers have indicated the importance of lactic acid
bacteria in the spoilage of vacuumpacked meatproducts. Re-
search on the systematics of these lactic acid bacteria in

the past have been sporadic and uncoordinated, which resulted
in an unreliable and arbitrary classification system for these
organisms. The general occurrence of the unclassifiable "atypi-
cal streptobacteria" as the dominant group in vacuum-packaged
meatproducts shows the necessity of thorough taxonomic inves-

tigation of these lactic acid bacteria.

Altogether 27 meatsamples and 22 exudatesamples (Vienna sau-
sages, Frankfurters, cold meats, smoked and country sausages

and Russians) were analysed microbiologically.

The total microorganism-count of each sample was determined
as well as the numbers of lactic acid bacteria, Brochothrix
thermosphacta, enterobacteria, enterococci, staphylococci,
yeasts and fungi. The lactic acid bacteria were the largest
group (more than 99%), with yeasts and fungi, and B. thermos-
phacta in percentages of ca. 0,013 and 0,002 respectively.
Enterobacteria, enterococci and typical as well as atypical
staphylococci were found, sometimes in larger numbers than

permitted by regulations and directives.

The 538 isolates from Lactobacillus —selective media were
divided by their catalase-reaction; 63 isolates were catalase-

positive and not investigated further.

The other 475 isolates were investigated taxonomically using
a number of morphological and physiological criteria, of which
the lactic acid-isomer, gas formed from glucose and the
presence of meso-diaminopimelic-acid (m - Azpm) in the cell-
wall were used for dividing the isolates into main groups.

The morphology of each isolate was investigated with a phase
contrast microscope and a representative of each of the six
main groups was investigated with a scanning electronmicro-

scope. The morphology of the colonies was also described.
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The general physiological tests used to determine the proper-
ties of each isolate were: growth at 40, 15o and 450C,

pH 3,9 and 10% NaCl, the fermentation of 26 different sugars,
slime formation from sucrose, motility, hydrolysis of argi-

nine and the determination of the final pH.

In the case of the L(+)-lactate-forming isolates, the mol % G+C-
content of the DNA and the amino acid composition of the pep-

tidoglycan were determined to aid in the classification.

Using these physiological properties, the 475 isolates were

divided into six main groups and identified:

1. D(-)-lactate-forming heterofermentative lactic acid

bacteria (15 isolates):

L. mesenteroides/L. dextranicum (11 isolates)
L. amelibtosum (1 isolate)
L. lactophilum (2 isolates)

L. paramesenteroides (1 isolate)

2. DL-lactate~forming betabacteria (6 isolates):

L. brevis (4 isolates)
L. cellobtosus (1 isolate)

L. fermentum (atypical) (1 isolate)

3. DL-lactate-forming streptobacteria with m - Azpm in

the cellwall (homofermentative, mesophilic) (18 isolates):

L. plantarum

4. L(+)-lactate-forming streptobacteria (29 isolates):

L. bavartcus (27 isolates)

L. casei ssp. rhamosus (1 isolate)

5. D(-)-lactate-forming streptobacteria (5 isolates):

No conclusive identification; L. homohiochii?
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6. DL-lactate-forming streptobacteria (402 isolates):

L. curvatus (80 isolates)
L. sake (320 isolates)

The DL-lactate-forming streptobacteria is the most important
group of lactic acid bacteria in vacuum-packaged meatproducts,
and the variation of the properties in this group showed the
deficiency of the existing classification system using pheno-
typical properties. Especially as regards the taxonomic
status of L. sake and L. curvatus, a further thorough inves-

tigation proves to be necessary.
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TABEL 4.11 Gemiddelde tellings vir produk- en eksudaat- 80
monsters van enterobakterieé&, enterococci,

staphylococci en giste en swamme

TABEL 4.12 Identifikasie en beskrywing van kolonies 81
van enterobakterieé geisoleer uit monster
V32 (10 %verdunning) op DHL-agar n& 72h.
Identifikasie is gedoen d.m.v. die
API-20E~-sisteem

TABEL 4.13 Vergelyking van resultate van tellings 84
van enterococci by die produk- en eksu-
daatmonsters van hierdie ondersoek met
die resultate van ander werkers. Die mon-
sters was in alle gevalle vakuumverpakte,

verwerkte vleis

TABEL 4.14 Besonderhede van die monsters waaruit 99
Leuconostoc— spp. geilisoleer is en die mini-
mum populasie (log tellings per eenheid)

van die onderskeie isolate
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Fisiologiese eienskappe van die heterofer- 100
menterende melksuurbakterieé wat

D (=) -melksuur vorm (Leuconostoc spp.)

Besonderhede van die eksudaatmonsters waar- 103
uit die heterofermenterende lactobacilli

wat DL-melksuur vorm, geisoleer is en die
minimumgetalle waarteen dit voorgekom het

(in logs per ml). (Geen heterofermente-

rende lactobacilli is uit die produkmon-

sters self gelsoleer nie.)

Molare verhoudings van die belangrikste 105
aminosure wat in die selwande van die
heterofermenterende Lactobacillus— stamme

gevind is (met glutamiensuur geneem as 1l,0)

Fisiologiese eienskappe van die heterofer- 106
menterende lactobacilli (DL-melksuurvor-

mende isolate)

Uiteensetting van die tipes monsters waar- 110
uit die L. plantarun—stamme geisoleer is.

Die minimum getalle waarin dit voorgekom

het, word gegee in logs per g of logs per

ml

Fisiologiese eienskappe van die L. planta- 112

rum—isolate

Indeling van die L. plantarum—isolate op n14
grond van die koloniemorfologie. Die

eienskappe van die outentieke spesie soos

in hierdie ondersoek getoets, word gegee,

asokk die eienskappe van die spesie soos

uit die literatuur verkry (Buchanan en

Gibbons, 1974)
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Uiteensetting van die tipes monsters waar- 118
uit die homofermentatiewe melksuurbakte-

rieéd wat L(+)-melksuur vorm, geisoleer is.

Die medium en minimum getalle waarin dit
voorgekom het, word ook gegee (log tellings

per g of per ml)

Resultate van fisiologiese toetse van homo- 120
fermenterende L (+)-melksuurisolate. Die
verdeling in subgroepe word getoon asook

die eienskappe van die outentieke stamme

Uiteensetting van die tipes monsters waar- 124
uit die homofermenterende melksuurbakterieé

wat D(-)-melksuur vorm, geisoleer is. Die
minimum getalle waarin dit voorgekom het,

word gegee as log tellings per g of per ml

Fisiologiese eienskappe van die homofermen- 126
tatiewe melksuurbakterieé wat D(-)-melk-

suur vorm

Uiteensetting van die tipe monsters waaruit 132
die DL-melksuurvormende streptobakterieé
geisoleer is. Die minimum getalle word in

log tellings per g of per ml aangegee

Voorgestelde sleutelmaatstawwe vir die 137
onderskeiding van L. curvatus en L. sake
(in ooreenstemming met Buchanan en Gib-

bons, 1974; Kagermeier, 1981)
Eienskappe van L. curvatus en L. sake wat 138

ooreenstem (fisiologiese eienskappe uit-

gesluit) (volgens Kagermeier, 1981)
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TABEL 4.29 Biogroepe van L. curvatus en L. sake so0OsS 140
bepaal deur die fermentasie van melibiose,
maltose, sukrose, trehalose en arabinose.

Die eienskappe van outentieke stamme word

ook gegee

TABEL 4.30 Fisiologiese eienskappe van die DL-melk- 141
suurvormende streptobakterieé en die bio-

groepe wat by elke spesie onderskei word

TABEL 4.31 Klassifikasie van die DL-melksuurvormende 144
streptobakterieé m.b.v. die vyf maatstawwe

wat deur Shaw en Harding (1984) gebruik is

TABEL 1 Verspreiding van produk- en eksudaatmon- 163
sters oor 'n pH-reeks van 4 tot 6

TABEL 2 Resultate van tellings van totale aantal 164
bakterieé op Std-I-agar van die produk-

monsters (inkubasie: 72h by 30°¢)

TABEL 3 Resultate van tellings van totale aantal 165
bakterieé op Std-I-agar, van die eksudaat-

monsters {(inkubasie: 72h by 3OOC)

TABEL 4 Verdeling van totale tellings vanaf Std-I- 166
agar in groottegroepe by produk- en eksu-
daatmonsters, asook die frekwensie waarmee
dit voorkom by die verskillende tipes mon-

sters

TABEL 5 Resultate van die telling van melksuurbak- 167
terieé vanaf asetaatagar nd 72h by 30%
uit die produkmonsters

TABEL 5a Resultate van tellings van melksuurbakte- 168
rieé op AA+Fr en MRS-KS-agar nd 72h by

30°C, van die produkmonsters
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TABEL 6 Resultate van die tellings van melksuurbak- 169
terieé& in die eksudaatmonsters op asetaat-
agar na 72h by 30°%

TABEL 6a Resultate van tellings van melksuurbakte- 170
rie& op AA+Fr en MRS-KS-agar nad 72h by

3OOC, van die eksudaatmonsters

TABEL 7 Verdeling van gemiddelde tellings van melk- 171
suurbakterieé& op asetaatagar (pH 5,5) in
groottegroepe by die produk- en eksudaat-
monsters, asook die frekwensie waarmee dit

voorkom by die verskillende tipes monsters

. TABEL 8 Verdeling van gemiddelde melksuurbakterie- 172
tellings op MRS-KS-agar in groottegroepe

by die produk- en eksudaatmonsters, asook

die frekwensie waarmee dit by die verskil-

lende tipes monsters voorgekom het

TABEL 9 Resultate van B. thermosphacta—tellings op 173
STAA-medium van produk- en eksudaatmonsters

(logs per g of logs per ml)

TABEL 10 Resultate van enterobakterietellings op 174
DHL-agar nad 24h by 37°C en 48h by 20°¢C van
die produk- en eksudaatmonsters. Onder-
vinding het getoon dat verdere inkubasie
(na 24h) by kamertemperatuur die groei

van pseudomonade bevorder

TABEL 11 Resultate van tellings van enterococci op 175
CATC—-agar in produk- en eksudaatmonsters
(inkubasie: 48h by 37°C)

TABEL 12 Resultate van tellings op Baird-Parker- 176
medium nd 72h by 379, by produk- en eksu-
daatmonsters. Die tellings van tipiese en

atipiese kolonies word afsonderlik aangedui
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TABEL 13 Resultate van tellings van giste en swam- 177
me vanaf ADA-medium n-a 72h by 250C, van
die produk- en eksudaatmonsters. Getalle
van giste en swamme word gesamentlik aan-

gedui

TABEL 14 Resultate van aminosuuranalise van die sel- 178
wande van die ses heterofermenterende lacto-

bacilli (konsentrasie in x nmol/mg selwand)

TABEL 15 Resultate van die fisiologiese toetse van 179
die L (+)-melksuurvormende streptobakterieé
ingedeel volgens die biogroepe wat onder

elke spesie ingedeel is

TABEL 16 Resultate van die fisiologiese toetse van 180
die DL-melksuurvormende streptobakterieé
ingedeel volgens die biogroepe wat onder

elke spesie ingedeel 1is
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FIG. 4.1 Verspreiding van die % produk- en eksu- 54
daatmonsters oor 'n pH-reeks van 4,0
tot 6,0

FIG. 4.2 Vergelyking van melksuurbakteriegetalle 57
(Logs tellings per ml) op asetaatagar
met die D(-)-melksuurkonsentrasie (1
(mg laktaat per ml) van die eksudaat-

monsters

FIG. 4.3 Vergelyking van gemiddelde tellings op 62
Std-I-agar, AA en MRS-KS-agar vir die

produk- en eksudaatmonsters

FIG. 4.4 Verdeling van die gemiddelde getalle van 63
totale aantal bakterieé in die produk-
en eksudaatmonsters in groottegroepe en
die % monsters waarvan die getalle binne

dié groottegroepe val

FIG. 4.5 Skematiese voorstelling van die gemiddelde 69
melksuurbakterietellings op AA, AA+Fr en
MRS-KS~-agar na 72h by 30°C by 8 produk-

en 7 eksudaatmonsters

FIG. 4.6 Die verspreiding van melksuurbakterieg& in 71
groottegroepe op AA en MRS-KS-agar by die

produk- en eksudaatmonsters

FIG. 4.7 Vergelykings tussen die getalle B. thermos- 75
phacta en melksuurbakterieé getoon as %
monsters in groottegroepe van 0,5 logs per

ml of per g
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FIG. 4.8 Tipiese kolonies van die melksuurbakte- 89
rieé op MRS-agar (anaérobe inkubasie vir
48h by 25°C)

FIG. 4.9 Voorbeelde van die tipiese selmorfolo- 92
gie wat by die melksuurbakterieé& gevind

is

FIG. 4.10 Voorbeelde van onreélmatige gedraaide en 95
verlengde selle (MRS-sop, inkubasie vir
48h by 25°¢C)

FIG. 4.11 Transmissie-elektronmikroskoopfoto's om 96
die flagella by beweeglike stamme te

toon

FIG. 4.12 Tipiese selmorfologie van D(-)-laktaat- 98
vormende heterofermenteerders (leuconos-
tocs) (uit MRS-sop, inkubasie vir 48h
by 25°C)

FIG. 4.13 Tipiese selmorfologie van DL-laktaatvor- 104
mende betabakterieé (uit MRS-sop, inku-
basie vir 48h by 25°C)

FIG. 4.14 Tipiese selmorfologie van DL-laktaatvor- 111
mende streptobakterieé met m - A,pm in
die selwand (uit MRS-sop, inkubasie vir
48h by 25°C)

FIG. 4.15 Tipiese selmorfologie van L(+)-~-laktaat- 119
vormende streptobakterieé& (uit MRS-cop,
inkubasie vir 48h by 25°C)

FIG. 4.16 Tipiese selmorfologie van D(-)-laktaat-— 125

vormende streptobakterieé& (uit MRS-sop,
inkubasie vir 48h by 25°¢)
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FIG. 4.17 Tipiese selmorfologie van die L. curvatus- 129
groep van die DL-laktaatvormende strepto-
bakterieé (uit MRS-sop, inkubasie vir
48h by 25°¢C)
FIG. 4.18 Tipiese selmorfologie van die L. sake- 130

groep van die DL-laktaatvormende strep-
tobakterieé (uit MRS-sop, inkubasie vir
48h by 25°C)
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HOOFSTUK 1 : INLEIDING

Die belang van melksuurbakterieé in vakuumverpakte vleis-
produkte het duidelik geword kort nadat met dié tipe verpak-
king van voedselprodukte begin is. Die groep mikro6rganis-
mes het telkens die grootste deel van die mikrobepopulasie
uitgemaak en tot die bederf van die produkte bygedra hoof-

saaklik a.g.v. suurvorming.

Veral in die jongste verlede het die populariteit van self-
bedieningsvoedsels by die verbruiker toegeneem en a.g.v. die
moontlikheid wat vakuumverpakte produkte vir 'n langer goed-
houvermoé en rakleeftyd inhou, word dit algemeen indie voed-
selbedryf aangewend. Die tipe vleisprodukte wat in hierdie
studie ondersoek is, nl. vakuumverpakte emulsie-tipe vleis-
produkte wat 'n hittebehandeling ondergaan het, is 'n uit-
stekende habitat vir melksuurbakterieé€. Verder word die pH
van die produk verlaag deur die melksuur wat gevorm word wat
die vermeerdering van die melksuurbakterieé bevoordeel. Al-
hoewel die melskuurbakterieé aanvanklik in klein getalle in
die produkte teenwoordig is, kan getalle van 7 tot 8 logs

per g selfs onder verkoeling bereik word.

Hierdie groot getalle melksuurbakterieé speel dan ook 'n be-
langrike rol in die bederf van die produkte, soos blyk uit
die groot verliese wat jaarliks deur die bedryf gely word
a.g.v. mikrobiologiese bederf van die vleisprodukte. Mikrodr-
ganismes is vir ongeveer 2 tot 5% van die totale verliese
verantwoordelik. Totale verliese van verwerkte vleisprodukte
a.g.v. meganiese beskadiging, verkleuring en mikrobiologiese
bederf het in 1976 R11l1l miljoen bedra en met prysstygings en
verhoogde omset in ag genome, word bereken dat hierdie be-
drag toegeneem het tot meer as R200 miljoen, waarvan produkte
ter waarde van minstens R4 miljoen a.g.v. mikrobiologiese

bederf vernietig is.
Die sistematiek van die melksuurbakterieé& wat in vakuumver-

pakte vleisprodukte voorkom, het sedert die vroeé sestiger-

jare slegs sporadiese aandag geniet; weinig diepgaande
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ondersoeke is tot dusver in die opsig onderneem. Slegs 'n
klein persentasie van die melksuurbakterieé (hoofsaaklik van
die genera Leuconostoc en Lactobacillus), kon m.b.v. bestaande
sisteme geklassifiseer word. Die klassifikasie van die groot-
ste gedeelte van veral die lactobacilli het egter wesenlike
probleme opgelewer. Verskeie pogings is reeds aangewend om
die groep onklassifiseerbare melksuurbakterieé te sistemati-

seer.

'n Groep melksuurbakterieé wat nie gas uit glukose vorm nie,
DL-melksuur vorm, glad nie by 45°¢ groei nie, maar wel by

4° tot 8°c en sonder meso-diaminopimeliensuur (m - Azpm) in
die selwande, en wat telkens die grootste persentasie van

die lactobacilli uitgemaak het, het mettertyd die benaming
"atipiese" streptobakterieé& (homofermentatiewe, mesofiele
lactobacilli) gekry. Dit blyk of veral twee spesies kenmerkend
vir hierdie groep v‘is, nl. Lactobacillus curvatus en Lactobactllus
sake, hoewel laasgenoemde spesie eers in 1980 as amptelike

spesie erken is (Skerman, 1980).

Die algemene fisiologiese toetse wat in die identifikasie van
melksuurbakterieé gebruik word, is m.b.t. isolate in hier-
die studie uitgevoer, waarvan die belangrikste die volgende
is: Dbepaling van die tipe melksuurisomeer, die suikerfer-
mentasiereeks, verskeie groeitoetse, die teenwoordigheid van
m - A,pm in die selwand, gasvorming uit glukose, selwand-

samestelling en mol % G+C-inhoud van die DNA.

Probleme verbonde aan hierdie identifikasie-sisteem het dui-
delik in die loop van hierdie studie na vore gekom. Die
keuse van parameters in so 'n arbitrére sisteem is van die
grootste belang en dieselfde parameters is in die verlede

nie deur verskillende werkers toegepas nie. "Konstante"
eienskappe, soos die selwandsamestelling, mol % G+C-inhoud
van die DNA en die elektroforetiese beweeglikheid van LDH-
isosieme, kan by sommige groepe van die melksuurbakterieé

as deurslaggewende maatstawwe vir bevredigende identifikasie
gebruik word. By die groep atipiese streptobakterieé bestaan

daar egter vir elk van hierdie parameters weinig verskille.
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Vir onderskeiding binne die groep (en dus tussen die betrokke
twee spesies) het hierdie parameters dus nie veel waarde nie.
In die ondersoeke is dus hoofsaaklik van maatstawwe soos mor-
fologie en suikerfermentasievermoéns gebruik gemaak; veral
vyf suikers (melibiose, maltose, sukrose, trehalose en ara-
binose), is gebruik om die atipiese streptobakterieé te klas-

sifiseer.

In hierdie studie is eerstens gepoog om die tipiese bederf-
assosiasie van vakuumverpakte vleisprodukte te bepaal. 'n
Poging is ook aangewend om die dominante melksuurbakterieé
wat tipies met die betrokke vleisprodukte geassosieer word,
m.b.v. konvensionele fenetiese klassifikasiemetodes siste-

maties te ondersoek.
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HOOFSTUK 2 : LITERATUUROORSIG

DEFINISIE

Die vleisprodukte wat in hierdie projek ondersoek is,
behels produkte waarvan die vleisbestanddele saam met
water en/of ys geémulsifiseer word. Hierby word ook
nitrietpekelsout, speserye, geur- en preserveermiddels
ingesluit. Sodanige produkte ondergaan 'n hittebehande-
ling, soos bak, "kook" (ca. 80°C) of braai, wat deur
beroking voorafgegaan kan word. Tydens hierdie ver-
hittingsproses koaguleer die proteiene in die vleis

om 'n ferm en snybare produk te lewer. (Paradis en
Stiles, 1978; Koch, 1978; Surkiewicz et al., 1976).
Na prosessering word die produkte 6f as porsies 6f as
sodanig (die kleiner worsies) onder vakuum verpak om

die potensiéle houvermoé& daarvan te verbeter.
!

.1 Terminologie

'n Groot verskeidenheid verwerkte vleisprodukte 1is

in die handel beskikbaar. Een produk kan in verskil-
lende lande onder verskillende name bekend wees.
Tradisionele produkte kom ook in verskeie lande voor,

waarvan die belangrikste in Tabel 2.1 opgesom word.

.1.2 sSamestelling

2.1.2.1 Bestanddele (Koch, 1978)

Vleisbestanddele

Bees-, skaap-, lam- of varkvleis word gebruik, in
kombinasie of afsonderlik, volgens die resep vir

'n betrokke produk. Vleis van jonger diere word

by beesvleis vereis omdat dit 'n hoé proteieninhoud
het. Voorkeur word ook dikwels verleen aan vleis
van die voorkwart van die dier bo vleis van die
agterkwart. Vleis uit die nek- en skofgedeeltes
wat baie senings en bindweefsel bevat, is 'n ideale

keuse.
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TABEL 2.1 VOORBEELDE VAN DIE EMULSIE-TIPE VLEISPRODUKTE
WAT TRADISIONEEL IN SEKERE LANDE GEPRODUSEER
WORD
Algemene Term Voorbeelde
Duitsland Brihwurst Mortadella, Lyoner Wurst,
Frankfurter, Bierschinken,
Jagdwurst, Wiener, Braun-
schweiger
VSA Bologna-type sausage | Bologna, Vienna, Frankfur-
Kanada Luncheon Meats ter, Pepper & Pimento
Loaf, Braunschweiger,
Liversausage
Nieu-Seeland Soos die VSA
Australié
Suid-Afrika Koue vleis Polonie, Frankfurter,
Polonie Russians, Country Sausage,
Weense worsies, Koue vleis
(Noenvleis)
Holland Kookworst
Rookworst
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Beesvleis met 'n helder rooi kleur word uitgesoek,
in teenstelling met vleis vir bv. "Rohwurst"-pro-

dukte, waar donkerrooi vleis gebruik word.

Vet in die vorm van varkspek (sonder swoerd) word

gewoonlik gebruik.

Ander vleissoorte wat ook in "Bruhwurst"-resepte
gebruik kan word, sluit in tong, varkvel, wang-

vleis en longe.

Speserye

'n Groot verskeidenheid kruie en speserye word
aangewend volgens resep. Dit het, benewens die
smaak en geur wat aan die produk verleen word,

ook 'n bakteriostatiese effek. Die belangrikste
speserye sluit in koljander, paprika, peper, foelie,

naeltjies, tiemie, marjolein en neutmuskaat.

Ander byvoegings

Pistasieneute, piekels, kaas, olywe, spaghetti,
eiers, rooiwyn, kleurstowwe (bv. saffraan), bloed-
plasma, ens. word volgens spesifieke resepte byge-
voeg. Sommige van hierdie bestanddele mag 'n ge-
sondheidsgevaar inhou, veral kleurstowwe en pre-
serveermiddels, en word daarom streng deur requla-
sies beheer. Polifosfate (gewoonlik Na3HPO7), kan

as emulgeerhulpmiddels gebruik word.

Sout

Tans word meestal van nitrietpekelsout gebruik ge-
maak wat ongeveer 0,5% NaNO, of KNO, op 'n sout-

basis bevat. 'n Konsentrasie van 18 - 20 g per kg
is optimaal uit 'n organoleptiese oogpunt. Indien
'n laer konsentrasie gebruik sou word, sal die pro-

duk ook swakker koaguleer.

Baie aandag word geskenk aan die probleem van
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dimetielnitrosamienvorming in vleisprodukte, veral
by spek =en ham. Hierdie moontlik karsinogeniese
verbindings is nou ook al o.a. by frankfurters op-
gespoor (Fiddler et al., 1972). Dit word in water
en voedsel as reaksieprodukte van amiene (primér,
sekondér of tersiér) en nitriet gevorm (Gray en
Randall, 1979).

Worsprodukte bevat vrye amiene of voorlopers daar-
van in die vorm van proteine, aminosure of fosfo-
lipiede wat met die nitriet kan reageer om nitro-
samiene te vorm. Die gebruik van natriumnitriet
as soutbyvoegsel kan gevaar inhou (Fiddler et al.,
1972), en is al skerp veroordeel, veral n.a.v. be-
wyse van die karsinogeniese uitwerking van nitro-

samiene op proefdiere (Simon et al., 1973).

Deur die gebruik van natriumnitriet kan die ontkie-
ming van Clostridium botulinum—-spore, asook die groei
van ander bederforganismes in die produkte beheer
word (Nielsen, 1983; Simon et al., 1973). Die
nitrietsout dra ook by tot die ontwikkeling van
tipiese geur en kleur van ham, spek, frankfurters,

ens. (Simon et al., 1973).

Die reduseermiddel askorbiensuur wat algemeen in
vleisprodukte gebruik word om kleurvorming te sta-
biliseer, inhibeer die vorming van dimetielnitro-

samiene merkbaar (Fiddler et al., 1973).

A.g.v. die moontlike gesondheidsgevaar en die ver-
bruikersweerstand teen nitrietbyvoeging, is metodes

ondersoek om die bygevoegde nitriet te verminder.

Lin en Sebranek (1979) het gevind dat die nitriet-
vlak verlaag kan word indien hoé kwaliteit verpak-
kingsmateriaal gebruik kan word waarby alle suur-

stof (0y) tydens vakuumvorming uitgesluit word,
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en wat geen of min Oz-permeasie toelaat.

Hierdie aspek van die tegnologie is nog nie voldoen-
de ondersoek nie en sal verder aandag moet geniet.
Veral die uitwerking van nitrietverlaging op die
mikrobiologie van vleisprodukte sal opgeklaar moet
word, so bv. moet 'n veilige nitrietvlak vir die

voorkoming van botulisme bepaal word.

Uit die voorafgaande is dit duidelik dat 'n besondere
en unieke ekosisteem geskep word by vakuumverpakte
vleisprodukte. Soos by enige ander ekosisteem kom
hier ook mikrodrganismes voor wat eie is aan die be-
trokke toestande en wat bevoordeel word deur die lae
redokspotensiaal, lae Oz-konsentrasie, die nitriet-
inhoud en relatief hoé soutinhoud. Lig, temperatuur,
aanvanklike mikrobelading, prosesseringsmetodes, be-
handeling n& produksie, ens. speel ook 'n belangrike

rol en sal meer volledig bespreek word.

2.1.3 Prosessering

2.1.3.1 Vervaardigingsprosesse

Frankfurters is 'n bekende en tipiese vleisproduk
en die bereiding daarvan sluit die hoofstappe in wat
by die produksie van al die ander Brihwurst-tipes

wors of vleis gebruik word.

Die volgende stappe word agtereenvolgens in die

proses gebruik (Surkiewicz et al., 1976):

Verkoelde of bevrore vleis word deur 'n meule ge-
stuur en daarna in 'n baksnyer (Eng.: "bowl cutter",
Duits: "Kutter") fyner gemaal saam met water en ys,
speserye, geurmiddels, preserveermiddels en soms
melkvaste stowwe of sojaproteien. Hieruit ontstaan
mettertyd 'n emulsie wat vervolgens ook deur 'n
emulsiemeule gestuur kan word. Die finale tempera-

tuur van die emulsie moet ca. 14°C bedra met die
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0og op optimale binding.

Die stop van natuurlike of kunsmatige derms vind

nou plaas. Dit is 'n stap wat meestal meganies ge-
doen word, asook die daaropvolgende verdeling van
die wors in kleiner porsies van geskikte lengte deur
'n draaiproses. Die worsies word dan aan stokke
gehang en in 'n rookkamer by 66 - 82°C behandel
(gewoonlik 69 - 710C). Berokingstyd wissel wvan
produk tot produk en kan tot 8 uur lank duur.

Ander hittebehandelings as beroking word hierna
aangewend (Koch, 1978), bv. kook, braai en bak vol-
gens die spesifieke tipe produk en die verlangde

smaak, geur en tekstuur daarvan.

Afkoeling vind hierna plaas d.m.v. steriele koue
water, tot ongeveer 4OC. Wienerworsies word nou
afgeskil (meganies) en verpak (meganies of per
hand) .

Nadat verpakking afgehandel is, word die afsonder-
like pakkies aan vakuum onderwerp en verseél. Ver-

koeling en koue opberging (0 - 5°C) is essensieel.

Algemeen

Minimum vleisbestanddele

Afgesien van produkte waar uitsluitlik van bees-
vleis gebruik gemaak word, moet die beesvleisin-
houd ten minste 40% wees. (Fruin et al., 1978).
Die res van die vleis word deur ander vleissoorte

opgemaak.
Ander bestanddele wat veral by die Bologna-tipes

koue vleis gevoeg kan word, is o.m. piekels, wonder-

peper, kaas, olywe, spaghetti, eiers, ens.
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2.1.3.2 Beroking

By die prosessering van die meeste Bruhwurstpro-

dukte wat berook word, word van hitte gebruik ge-
maak (Koch,1978), alhoewel koue beroking ook soms
gebruik word. Die temperatuur wat aangewend word
binne die rookkamer, wissel van 60 - 800C, met 'n

lugvogtigheid van 70 - 75%.

Die doel met die beroking is om die produk 'n ti-
piese reuk, smaak, kleur en houbaarheid te gee.
A.g.v. die hittebehandeling word byna al die vege-
tatiewe mikro-organismes vernietig, en galsterig-

heid en verkleuring (Sink en Hsu, 1977) voorkom.

Asyn- en mieresuur, formaldehied, asetaldehied,
asetoon, fenole, ens., is van die groot aantal ver-
bindings wat tydens die rookproses die gewenste
veranderings teweeg bring. Die hele proses, veral
die temperatuur en lugtoevoer, moet egter noukeurig
beheer word aangesien sekere ongewenste smake en
geure kan ontstaan, of die kwaliteit wvan die produk

kan verswak weens uitdroging.

In Duitsland, waar hierdie tipe vleisproduk reeds
baie jare op 'n gevestigde tradisionele manier ge-
produseer word, word dikwels van spesifieke hout-
soorte gebruik gemaak om 'n spesifieke en tipiese

geur en smaak teweeg te bring (Koch, 1978).
Met die ontwikkeling van nuwe tegnologie, word

tans ook van ander rookbronne gebruik gemaak, o.m.

rookekstrakte.

BEDERF VAN VAKUUMVERPAKTE VLEISPRODUKTE

Vakuumverpakking word vanaf 1958 algemeen gebruik om
die rakleeftyd van vars vleis en vleisprodukte te ver-
leng.
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Die eerste omvattende ondersoek na die bederf van
vakuumverpakte vleisprodukte is deur Allen en Foster
(1960) gedoen. Sedertdien is 'n groot gedeelte van
die navorsing gewy aan die daarstelling van mikrobio-
logiese en gesondheidsriglyne vir hierdie tipe pro-
dukte. Aandag is o.m. gegee aan die algemene mikro-
biologie, die spesifieke organismes teenwoordig en
hul opeenvolging tydens opberging, die invloed van
verskeie interne en eksterne faktore op die mikro-
biologie en die beperking van kontaminasie en voed-
selgedroogde patogene. Relatief min werk is nog ge-
doen spesifiek met die oog op die klassifikasie, en
veral die sistematiese ondersoek van melksuurbakterieé

wat as dominante groep organismes hierby betrokke is.

Algemeen
Volgens Allen en Foster (1960) het die mikrobepopu-

lasie wat aanvanklik in die vleisprodukte teenwoor-
dig was, bestaan uit aérobe, katalase-positiewe
cocci, met 'n klein aantal stawe en giste. Namate
die opbergtyd toegeneem het (nd 10 - 20 dae afhangend
van die temperatuur), het die katalase-negatiewe or-
ganismes egter begin ocorheers, wat hoofsaaklik uit
Gram-positiewe nie-spoorvormende stawe (99%) bestaan
het. Hetero- en homofermenteerders is geisoleer en
verder in groepe verdeel n.a.v. verdere toetse, maar
die groepe, veral die homofermenterende melksuurbak-

terieé kon nie by bestaande spesies ingepas word nie.

Hierdie organismes kon relatief hoé soutkonsentrasies
(ten minste 6,5%) verdra. 'n Belangrike afleiding is
gemaak wat vandag nog van toepassing is, nl. dat die
kontaminasie van die produk beperk moet word deur
fabrieksanitasie, want die hoé soutkonsentrasie en
lae opbergingstemperatuur kan die groei van die be-
derforganismes net tot op 'n sekere punt onder be-

heer hou.
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Hierna is die goedhouvermoé van die vakuumverpakte
vleisprodukte deur 'n groot aantal werkers onder-
soek, waaronder Alm et al. (1961), Miller (1961),
Kempton en Bobier (1970), Mol et al. (1971),

Hill et al. (1976), Surkiewicz et al. (1976),
Duitschaever (1977), Paradis en Stiles (1978),
Fruin et al. (1978), Duitschaever (1978), Shay

et al. (1978), Oblinger en Kennedy (1980). Op-
bergings- en rakleeftydstudies is deur die meeste
gedoen, en m.b.v. selektiewe media is vasgestel of
die volgende organismes of groepe organismes teen-

woordig is:

Totale aantal bakterieé&, micrococci, staphylococci,
Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta, lacto-
bacilli, fekale streptococci, salmonellae, Clostri-

dium perfringens en giste en swamme.

Bederf deur Melksuurbakterieé

Niven en sy medewerkers het by nie-vakuumverpakte
wors—- en vleisprodukte o.m. 'n groen verkleuring
op die oppervlak van die produkte ondersoek.
(Niven, 1948; Niven et al., 1948; Niven et al.,
1949). Heterofermenterende lactobacilli en leu-
conostocs was vir hierdie bederf verantwoordelik.
Steinke en Foster (1951) het hierdie tipe bederf
ook aan die groot getalle melksuurbakterieé toe-

geskryf.

By vakuumverpakte vleisprodukte word bederf egter

op 'n ander wyse waargeneem. Opbergingstudies is
onderneem deur o0.a. Miller (1961), Kempton en

Bobier (1970), Hill et al. (1976), Mol et al. (1971),
Egan et al. (1980). Die tipe bederf wat algemeen
aangetref is met hierdie studies, is "af"-smake

en -geure, slymvorming, kleurverandering, melke-

rige eksudaat en suur reuk.
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Die bogenoemde werkers het ooreenstemmende resultate
verkry, nl. dat bederf gewoonlik sigbaar word wan-
neer die mikrobe-getalle, soos weerspie€l deur aérobe
plaattellings, 8 log tellings per g bereik. Kempton
en Bobier (1970) het egter geen verband gevind tussen
bakteriegroei en waarneembare bederf nie. Volgens
hulle is die tempo van groei dieselfde by alle pro-
dukte, maar bederf word op verskillende tye sigbaar.
"Pickle & Pimento Loaf" was slymerig na 5 weke, 'n
melkerige eksudaat het na 3 weke by die Weense wor-
sies ontstaan, maar die Bologna het 'n aanvaarbare
smaak en geur bly behou tot aan die einde van die
15-week-opbergingsperiode. 1In aansluiting hiermee,
het Hill et al. (1976) 'n direkte verwantskap ge-
vind tussen totale tellings en sensoriese eienskappe
aan die een kant, en opbergingstyd aan die ander
kant, maar nie tussen totale tellings en "af"-geur-
ontwikkeling nie. Met 'n opgeleide proepaneel was
die betrokke produkte (Bologna en gekruide "Luncheon
Meat") nd 3 weke minder aanvaarbaar met tellings van
4 tot 5 log tellings per g as monsters met 6 - 8 log
tellings per g. Waar die totale tellings hoér as

8 log tellings per g was, was die produkte in elk

geval onaanvaarbaar.

Hierdie "verbruikersaanvaarding" word aan die teen-
woordigheid van melksuur (gevorm deur melksuurbak-
terieé in die produk), toegeskryf. Die moontlikheid
word gestel dat melksuur as byvoegsel gebruik kan
word om spesiale produkte te vervaardig in die sui-
wel- en droéworsbedryf, en om die sensoriese raklewe
van rou gemaalde vleis te verbeter. Produkte kan
egter dan onnodig vroeg van die rak verwyder word
terwyl dit nog vir die verbruiker aanvaarbaar sou

wees.
Uit die voorheengenoemde opbergingstudies (Miller,

1961; Kempton en Bobier, 1970 ens.) het ook die vol-

gende aan die lig gekom:
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Organismes (veral melksuurbakterieé) wat by 'n
lae pH en 02—spanning, en hoé soutkonsentrasie
(3 - 6,5%) kan groei, oorheers na verloop van
'n sekere opbergingstyd. Hierdie was 'n alge-
mene bevinding deur verskillende werkers, be-
halwe deur Duitschaever (1977). Hierdie aspek

word later bespreek.

Die melksuurbakterieé€ is aanvanklik in baie klein
getalle teenwoordig en word moeilik in die vars

verpakte produk opgespoor.

Die ergste besmetting met melksuurbakterieé& vind
plaas tydens opsny en verpakking (Mol et al.,
1971).

Volgens Paradis en Stiles (1978) is die lae pH
wat karakteristiek is aan hierdie produkte 'n
belangrike beskermingsfaktor teen die vermeerde-
ring van patogene bakterieé. 'n Lae pH ontstaan
egter nie noodwendig nie en daar kan dus nie op
'n lae pH staatgemaak word om patogene te beheer

nie.

Duitschaever (1978) berig dat die opbergingstempe-
ratuur in die verkoopspunt 'n groot rol kan speel
by die bederf en aantal mikrodrganismes wat ont-
wikkel. Dit is dus noodsaaklik dat die tempera-

tuur so konstant moontlik gehou word.

Fruin et al. (1978) het produkte van verskillende
vervaardigers ondersoek en gevind dat hoér aérobe
mikrobetellings gereeld by sekere vervaardigers

voorkom.

A.g.v. die spesifieke prosesseringsmetode waar-
deur die produkte 'n hittebehandeling of bero-
king ondergaan, is die produkte effektief gepas-

teuriseer na afloop daarvan. Kontaminasie wvind
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egter hierna plaas tydens hantering, opsny in
kleiner stukke of skywe, of verpakking (vanaf
verpakkingsmateriaal, masjienerie, personeel,
ens.) (Mol et al., 1971). Hierdie faktore
speel dus 'n groot rol in die ontwikkeling van
die bakterieé uiteindelik teenwoordig. Die op-
bergingstemperatuur in die groot- en klein-
handel is dus die belangrikste faktor in die

goedhouvermoé en tempo van bederf.
Streng maatreé€ls en kontrole is noodsaaklik om
die kontaminante-lading te beperk en ontwikke-

lingstoestande so ongunstig moontlik te maak.

D(-) -melksuur as kriterium van bedérf

Vohgens Schneider et al. (1983), is die D(-)-melk-
suurkonsentrasie in vleismonsters 'n aanduiding van
die varsheid of ouderdom van die produk. Die
D(=-)-melksuurkonstrasie word as aanduiding gebruik
eerder as die totale bakterietelling aangesien hier-
die telling 'n plato bereik nd ca. 8 dae met 8,0

log tellings per g by 7OC, en nad 25 dae by 2%¢.

Die sensoriese analise van die monsters het ook in
'n groter mate met die D(-)-melksuurkonsentrasie ge-
korreleer as met indikatororganismes, bv. B. thermos-
phacta, Enterobacteriaceae, koliforme, ens. Die
D(-)-melksuur was afkomstig van die melksuurbak-
terieé self as metaboliese eindproduk, terwyl

L(+) -melksuur ook deur glikolise in die produk

gevorm kan word deur spierensieme.

Die bepaling van bakteriegetalle is egter altyd
noodsaaklik aangesien die sensoriese beoordeling nie
'n aanduiding kan gee van die periode wat die produk
nog op die rak gehou kan word nie. Dit gee ook die
higiéniese toestand van die produk weer, asook moont-

like gesondheidsgevare.
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Die outeurs het gevind dat die L(+)-melksuurkonsen-
trasie in hul produkte ("Kochschinken", "Kassler",
Mortadella en "Corned Beef") 3,21 tot 7,21 mg lak-
taat/ml was. Die aanvanklike D(-)-melksuurkonsen-
trasie was ca. 0,10 mg/g, maar neem tot aan die einde
van die opbergingsperiode (25 dae) toe tot 4,72 en
5,75 mg/g by "Kochschinken" en "Kassler", en onder-
skeidelik 4,22 en 1,14 mg/g by Mortadella en "Corned
Beef". Hierdie syfers oortref meestal dié van die

L(+)~-laktaatkonsentrasie.

Lactobacilli en Brochothrix thermosphacta

Ten spyte van die feit dat B. thermosphacta 'n algemene
kontaminant en bederforganisme van vars vleis en

- produkte is, speel hierdie organisme by vakuumver-
pakte vleisprodukte (soos hier gedefinieer), byna

geen rol nie.

Paradis en Stiles (1978) het gevind dat B. thermosphacta
nie geassosieer is met die groei van bakterieé in
vakuumverpakte vleisprodukte nie. Dit is selfs in 'n
groot aantal van die monsters (71) deur hulle onder-
soek, nie gevind nie. Ook Mol et al. (1971) het 'n
lae voorkoms van hierdie organisme gevind. Shay et al.
(1978) het egter 'n hoér voorkoms tydens rakleeftyd-
studies gevind (33% van die isolate). Hierdie ver-

skynsel was onverklaarbaar.

Latere studies deur dieselfde groep (Egan et al., 1980)
het aangetoon dat B. thermosphacta en lactobacilli die

vlieisprodukte op verskillende maniere laat bederf:

B. the.mosphacta bring bederf gouer te weeg en veroor-
saak 'n "af"-aroma (geur) wanneer die populasie ge-
talle van 8 log tellings per g bereik. Hierdie
"af"-reuk word nie deur lactobacilli veroorsaak nie,
maar wel 'n "af"-geur ("flavor"), nd 21 dae met 'n

populasie van 8 log tellings per g.
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Volgens Nielsen (1983a) het die suurstofdeurlaatbaar-
heid van die verpakkingsmateriaal 'n invloed op die

ontwikkeling van B. thermosphacta.

Collins-Thompson en Lopez (1981) het hierdie organis-
me se voorkoms in vakuumverpakte vleisprodukte
(Bologna), bestudeer in verwantskap met nitriet en
melksuurbakterieé. Hulle bevindings stem ooreen

met dié van Paradis en Stiles (1978) en Mol

et al. (1971) nl. dat B. thermosphacta se getalle

begin afneem wanneer die melksuurbakterieé€ 6 log

tellings per g bereik.

In afwesigheid van nitriet het Leuconostoc mesenterofdes,
Lactobacillus viridescens en Lactobacillus buchneri geen merk-
bare invloed op B. thermosphacta gehad nie. Lactobacillus
plantarum en Lactobacillus brevis 'het B. thermosphacta merk-
baar geinhibeer. Nitriet het 'n kleiner uitwerking

op die groei van B. thermosphacta gehad as wat deur
Brownlie (1966) berig is, maar in teenwoordigheid van
nitriet en die bogenoemde melksuurbakterie€ was die

inhiberende effek duidelik waarneembaar.

2.2.5 Ander faktore wat 'n rol mag speel by rakleeftyd

2.2.5.1 Rou bestanddele

Die aanvanklike graad van kontaminasie van die rou
bestanddele het geen invloed op die bederf van die
produkte nie aangesien dit 'n hittebehandeling of
berokingsproses ondergaan, en dus effektief gepas-
teuriseer word. Hoé getalle in die bestanddele
mag egter wel die tekstuur, geur en kwaliteit wvan

die eindproduk beunadeel (Warnecke et al., 1966).

2.2.5.2 Byvoeging van Natriumnitriet

Die byvoeging van nitriet en sorbaat in die vorm
van natriumnitriet, natrium-isoaskorbaat en

kaliumsorbaat het geen merkbare uitwerking gehad
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op die oorlewing van bygevoegde patogene of die
"natuurlike" mikrobes noemenswaardig verander nie
(Hallerbach en Potter, 1981).

Nielsen (1983a) en Collins-Thompson en Lopez (1981)
het getoon dat nitriet melksuurbakterieé verskil-
lend beinvloed: ©&f volledige inhibisie, 6f gedeel-
telike inhibisie, 6f geen inhibisie, soos veral

die geval met die sg. "atipiese" streptobakterieé.
g g | P

2.2.5.3 Temperatuur, Lig, Opbergingstyd

Blootstelling aan lig (soos in uitstalkabinette)
het geen merkbare invloed gehad op die mikrobes

in frankfurters nie. Temperatuur is egter 'n
belangrike parameter in die goedhouvermoé van pro-
dukte. By temperature van -4°c tot 0°C het die
bakteriegetalle konstant gebly tot op 49 dae van
opberging. Alm et al. (1961) en Allen en Foster
(1960) was ook eens oor hierdie aspek. Lae tempe-
rature is baie belangrik om bederf te vertraag en

opbergingstyd te verleng (Simard et al., 1983).

2.2.5.4 Deurlaatbaarheid van verpakkingsmateriaal

Vier verskillende verpakkingsfilms is deur Nielsen
(1983b) getoets vir gasdeurlaatbaarheid en die in-
vloed daarvan op die mikrobepopulasie. Groot ver-
skille is gevind in die deurlaatbaarheid van die
vier materiale, maar slegs klein verskille in die
aérobe plaattellings. Die maksimum getalle was
egter hoér by dié met die grootste deurlaatbaarheid.
By hierdie materiale was die tellings van B. ther-
mosphacta baie hoog, terwyl dié -ran melksuurbakte-

rieé hoér was by dié met lae gasdeurlaatbaarheid.

2.2.5.5 Effek van beroking

Tydens die berokingsproses word die produk verhit

tot dit 'n interne temperatuur van 60°c tot 80°C
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bereik. Heiszler et al. (1972) het die effek van
die tyd en temperatuur van beroking op die mikrodr-
ganismes op frankfurters ondersoek en het gevind
dat 'n omgekeerde verwantskap tussen tyd en interne
temperatuur van beroking, en bakterietoename tydens
opberging bestaan. Verhoging van die interne tempe-
ratuur was egter meer inhiberend as verlenging van
die tydsduur van beroking. D.m.v. die berokings-
proses kan die voorkoms van koagulase-positiewe
staphylococci beheer word. Die opberging van die
produkte by 'n lae temperatuur is noodsaaklik om
die bakteriostatiese effek van die berokingsproses

te versterk.

2.2.5.6 Gasatmosfeerverpakking

A.g.v. sekere probleme wat met vakuumverpakking
ondervind word néa produksie, bv. verlies aan vakuum-
vervorming, verswakking van geur en kleur, eksudasie,
ens. is gemodifiseerde gasatmosfeerverpakking voor-
gestel as alternatief om mikrobiese bederf, kleur-
verandering en inkrimping te bekamp. Die meeste

van hierdie studies is gedoen met vars vleis, maar
Simard et al. (1983) het die invloed daarvan op
vleisprodukte ondersoek. By psigrotrofe bakterieég,
anadrobe bakterie&, koliforme en lactobacilli is
geen statisties betekenisvolle verskille gevind

tussen vakuum- en N_-verpakkings nie. Giste en

2
swamme het konstant gebly met vakuumverpakking,
maar het betekenisvol toegeneem met Nz-verpakking

nd 7 dae opberging (by 3°c en 7°0).

2.2.5.7 Rakleeftyd van verwerkte vleis

Groot verskille in die aanvaarbare rakleeftyd en
goedhouvermoé van verskillende produkte is gevind.
Eenvormige regulasies bestaan ook nie waardeur pro-
dukte n&d afloop van 'n sekere aantal dae van die
rakke verwyder moet word nie. Opbergingstempera-

tuur en kontaminasielading by verpakking is die
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belangrikste faktore wat die rakleeftyd van 'n

produk bepaal.

Allen en Foster (1960) het gevind dat die produkte
aanvaarbaar bly tot 40 dae by 7,20C met 'n aérobe
plaattelling van 8 log telling per g. Slymvorming
het dan voorgekom. Hierdie getal organismes word
egter eers nd 70 tot 80 dae bereik by l,lOC. Kemp-
ton en Bobier (1970) het die rakleeftyd op 35 dae
gestel waarna slymvorming die produk bederf. 'n
Eksudaat is egter al nd 21 dae opgemerk by

"Pickle & Pimento Loaf". By Bologna is egter 'n
verbetering in smaak waargeneem (a.g.v. die melk-
suur) en is die rakleeftyd na 105 dae verleng by
5°¢.

Ooreenstemmende resultate is deur Hill et gl.
(1976) gevind.

In Arizona (VSA) moet produkte van die rak verwy-
der word wanneer getalle van 8 log tellings per g
bereik word. Volgens 'n proepaneel was produkte
(Bologna en "Luncheon Meat") met 'n bakterietel-
ling van onderskeidelik 4 tot 5 en 8 tot 9 log
tellings per g, opgeberg by 3 tot 7OC, minder aan-
vaarbaar (d.i. 'n rakleeftyd van 24 tot 28 dae né&
verstryking van die datum op monsters), as produk-
te met mikrobetellings van 5 tot 8 log tellings
per g. Dit impliseer dat die rakleeftyd verleng
kon word na 40 tot 60 dae nd die amptelike ver-
strykdatum. Die aanvaarbaarheid van hierdie pro-
dukte met die hoé€ bakterietellings word toegeskryf
aan die gevormde melksuur wat 'n pikante smaak aan

die produk gee.

'n Rakleeftyd van 30 tot 35 dae by 4OC word deur
Paradis en Stiles (1978) in vooruitsig gestel, ter-
wyl Oblinger en Kennedy (1980) ook die beéindiging

van die rakleeftyd voorstel wanneer die aantal
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organismes 8 log tellings per g bereik.

2.2.6 Moontlike bronne van besmetting tydens prosessering

2.2.6.1 Voor hittebehandeling

Groot hoeveelhede bakterieé kan as kontaminasie ver-
kry word vanaf die slagproses, opsny en rypmaking

van die vleis (Kempton en Bobier, 1970; Kitchell

en Shaw, 1975). Slegs 10% van hierdie organismes

is deur eersgenoemde outeurs vanaf Lactobacillus-selek-

tiewe medium verkry.

2.2.6.2 Effek van hittebehandeling

Die klein getal organismes wat hierdie proses oor-
leef, is hoofsaaklik spore en weerstandbiedende
vegetatiewe selle. Die lactobacilli kon nie direk

nd hierdie proses aangetoon word nie.

2.2.6.3 Verpakking

Tot met verpakking neem die getal bakterieé vinnig
toe, afhangende van die mate van meganisasie van die
verpakkingsproses. By die produksie van Weense
worsies kom 'n groot mate van meganisasie voor en
word die kontaminasie daardeur beperk. Melksuur-
bakterieé kan nou weer in groot getalle aangetoon

word.

By opsny en verpakking is sanitasie van die groot-
ste belang en sekere probleemareas in die proses
kan aangetoon word. Die bronne van kontaminasie
kan personeel, lug, apparaat en toestande van ver-
pakking wees. Meer gereelde sanitasie en skoon-
maak is 'n wyse waarop kontaminasie beperk kan
word. Geister en Maack (1967) het aanbeveel dat
sanitasie elke 2 uur gebruik moet word om 'n rak-
leeftyd van 30 dae te verseker. Hierdie sienswyse
word ook deur Cavett (1963) en Ingram (1962) ge-
huldig.
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Pivnick en Bird (1965) het gevind dat die patogeen
Clostridium botulinum toksiese getalle bereik in vakuum-
verpakte vleisprodukte voordat die produk sigbaar
bederf by 30°C.

Die hoogste standaarde van sanitasie is dus noodsaak-
lik vir die beperking van kontaminasie en verlenging
van rakleeftyd. Eenvormige standaarde en regulasies
bestaan egter nie om hierdie belangrike saak te be-

heer nie.

MELKSUURBAKTERIEE IN ASSOSIASIE MET VAKUUMVERPAKTE
VLEISPRODUKTE

Sedert daar rondom 1958 begin is met mikrobiologiese
navorsing i.v.m. vakuumverpakte vleisprodukte deur
Allen en Foster (1960), het die oorheersende getuienis
daarop gedui dat bederf by hierdie tipe produkte hoof-

saaklik deur die melksuurbakterieé veroorsaak word.

"+ Hierdie groep organismes is aanvanklik in klein getalle

teenwoordig, maar vermeerder vinnig om die dominante

groep in die populasie te word.

Slegs Duitschaever (1977) het berig dat geen aanduiding
van die teenwoordigheid van melksuurbakterieé in die
produkte (vakuumverpakte "Luncheon Meats", Bologna, ens.)
gevind is nie, en daarom is geen poging aangewend om dit
te isoleer nie. 80% van die kolonies geisoleer, was
katalase-positief. Die produkte was nie ouer as vyf

dae néd die verstrykingsdatum nie, en hy voorsien die
moontlikheid dat die katalase-negatiewe organismes na

hierdie tydperk kon ontwikkel.

Ten spyte van hierdie eenstemmigheid; het baie min
publikasies verskyn waarin gepoog is om die melksuurbak-
terieé te sistematiseer. Aangesien 'n nuwe tipe ekosis-
teem ontstaan het met die vakuumverpakking van voedsel-

produkte, kan verwag word dat seleksie onder die
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mikrodrganismes sal plaasvind en dat nuwe biotipes kan
ontwikkel.

Allen en Foster (1960) het weereens die voortou geneem

met 'n klassifikasiepoging en het basiese mikrobiolo-

giese, biochemiese en fisiologiese toetse uitgevoer

met hul isolate. Drie duidelik afgebakende groepe is

geidentifiseer (Allen en Foster, 1960):

1. Heterofermenterende melksuurbakterieé

2. Homofermenterende melksuurbakterieé& wat suur vorm

vanaf laktose

3. Homofermentatiewe melksuurbakterieé wat geen laktose

fermenteer nie.

Cavett (1963) het 'n skema voorgestel waarvolgens melk-

suurbakterie€ in vakuumverpakte spek geidentifiseer kon

word.

Die organismes teenwoordig kon in genera verdeel

word deur 'n diagnostiese sleutel wat uit 'n klein aan-

tal toetse bestaan. Selfs organismes wat in baie klein

getalle voorkom, kon opgespoor word. Alhoewel hierdie

sleutel van toepassing is op 'n rou vleisproduk, verwys

Reuter (1970b) hierna as 'n bruikbare uitgangspunt vir

die identifikasie van melksuurbakterieé in ander vleis-

produkte.

Hierna het Mol et al. (1970), Reuter (1970a), Reuter
(1970b) , Kitchell en Shaw (1975), Reuter (1975) e.a.

die probleem aangepak.

Afgesien van ander mikrodrganismes wat in klein hoeveel-

hede op die produkte gevind is (bv. A4derococcus ssp.

Micrococci, halofiele, Enterobacteriaceae, Brochothrix

thermosphacta, giste en swamme), is die volgende 3

groepe deur al die bg. werkers onderskei:

1. Ongeklassifiseerde Streptobakterieé

Volgens Mol et al. (1971) maak hierdie groep die
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grootste deel van die melksuurisolate uit, nl. so-
wat 87%. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus farciminis
en Lactobactillus caset 1is gevind, maar ook isolate wat
nie by die bogenoemde spesies groepeer kon word nie.
Reuter (1970a) het bevind dat hierdie groep verskil
van Lactobacillus curvatus, Lactobacillus coryniformis SSP.

coryniformis en sSsp. torquens.

Atipiese streptobakterieé

Mol et al. (1971) het hul eie resultate vergelyk
met atipiese streptobakterieé van Deibel en Niven
(1958), Thornley en Sharpe (1959) uit hoendervleis,
Keddie (1959) uit kuilvoer, Cavett (1963) uit spek
en dié van Abo-Elnaga en Kandler (1965). Wesenlike

verskille met hierdie isolate kon aangetoon word.

'n Redelike groot mate van ooreenkoms is gevind
met die atipiese streptobakterie€ van Reuter (1967)

uit droé wors en dié van Allen en Foster (1960).

Volgens Reuter (1970a) het hierdie groep 'n swakker
fermentasiepatroon as die tipiese streptobakterieé.
Vergelyking met isolate van ander werkers is egter
feitlik onmoontlik a.g.v. onvoldoende inligting en

verskillende benaderings.

Reuter (1975) het die eienskappe van atipiese strep-

tobakterieé soos volg uiteengesit:

i. 'n Sterk neiging tot kokkoiede selvorme op
soliede media met 'n lae koolhidraatinhoud.
Op lactobacillusmedium word die tipiese staaf-

vorme aangetref.

ii. 'n Laer suurtoleransie kom voor. Die onder-
skeiding met tipiese streptobakterieé kan dus

reeds m.b.v. eindpH-bepaling gedoen word.

iii. Die minimum en maksimumgroeitemperature verskil.
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Reuter (1975) berig ook dat met die beskrywing van
nuwe spesies gewag 1s aangesien selwandontledings,
DNA-homologiestudies en bepaling van die mol% G + C

nodig sal wees vir identifikasie.

Heterofermenterende melksuurbakterieé

Slegs drie Lactobactllus viridescens spesies is deur
Mol et al. (1971) geisoleer. Ook Allen en Foster
(1960) en Reuter (1970a) het van hierdie groep ge-
vind. Lactobactllus brevis, Lactobacillus viridescens en
Lactobacillus halotolerans kom algemeen in vleis voor
(Reuter, 1970a). Die heterofermenterende lacto-
bacilli word van die leuconostocs onderskei op

grond van selmorfologie, melksuurkonfigurasie, slym-
vorming uit sukrose en die teenwoordigheid van

arginiendihidrolase.

Kagermeier (1981) het 'n omvattende ondersoek ge-
doen na homofermenterende melksuurbakterieé geilso-
leer uit 'n verskeidenheid vleisprodukte: "Rohwurst",

maalvleis, "Kochwurst", ens.

Die grootste groep isolate is aanvanklik in twee
groepe verdeel op grond van die teenwoordigheid van
meso-diaminopimeliensuur (m - Azpm) in die selwande.
Daarna is die groep waarby m - A,pm afwesig was,
verder onderverdeel volgens konfigurasie van die
gevormde melksuur. 1In geheel is vier duidelike

groepe onderskei:

1. metm - Azpm

2. sonder m - Azpm, vorm DL-melksuur

3. sonder m - Azpm, geen rasemase, > 85% L(+)-melk-
suur

4. sonder m - A2pm, L (+)-melksuur.

Binne elke groep is verdere verdelings en klassifi-
kasie gedoen m.b.v. DNA-homologiestudies, suiker-
fermentasiepatrone, en mol $ G + C in die DNA.
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Die meeste isolate het binne die tweede groep geval
en volgens Kagermeier sou hierdie groep hoofsaaklik

uit Lactobactillus sake en Lactobactllus curvatus bestaan.

Die kenmerke van die grootste aantal isolate het

ooreengestem met die "tipiese" en "atipiese" strep-
tobakterie& van Reuter (1967, 1970a), terwyl pedio-
cocci, leuconostocs, heterofermenterende melksuur-
bakterieé en streptococci in 'n kleiner mate teen-

woordig was.

Die "tipiese" streptobakterieé kon geidentifiseer
word as L. plantarum, L. casei, Lactobactllus alimentarius
en L. farciminis. Ander organismes kon nie by hier-
die spesies ingedeel word nie aangesien daar saam
met die groot mate van ooreenkoms ook wesenlike ver-
skille bestaan, bv. in elektroforetiese beweeglik-
heid van laktaat dehidrogenase (LDH), of suiker-

fermentasiepatroon.

Die "atipiese" streptobakterieé het aan die 3 eien-
skappe soos deur Reuter (1975) gestel, voldoen.
M.b.v. DNA-DNA homologiestudies is die groep as

L. sake of L. curvatus geklassifiseer. Dié 2 spesies
is baie na verwant (50% DNA-DNA homologie), en
verdere skeiding is hoofsaaklik gedoen op grond van
suikerfermentasies. 'n Bevredigende onderskeid kan
egter nie in alle gevalle getref word nie, en sekere
isolate kon aan enige van die bogenoemde twee spesies

toegeken word.

Met die afhandeling van studie het die werk van Shaw
en Harding (1984) m.b.t. die atipiese streptobak.erieé
bekend geword. Die isolate wat hulle verkry het van
vakuumverpakte, rou vleis is m.b.v. numeriese taksono-

mie geklassifiseer.
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Twee duidelik afgebakende groepe wat nie by die
bekende melksuurbakterie& tuisgehoort het nie, en
wat albei uit streptobakterie& bestaan het, is ge-
vind, Hierdie isolate het 90% van die totale iso-
late uitgemaak, en die twee groepe word op grond

van hul suurtoleransie van mekaar onderskei. Hulle
stel voor dat die DL-melksuurvormende isolate in hul
groep II, wat suurverdraend is, as L. sake geklas-
sifiseer word, en die wat L(+)-melksuur vorm, as
Lactobactllus bavaricus, Die isolate in hul groep I
verteenwoordig volgens die outeurs 'n nuwe spesie
wat gliserol fermenteer, ammoniak uit arginien vorm,
pirovaat as energiebron kan gebruik en 'n uitsonder-
lik lae mol % G+C besit,.

Met hierdie benadering van numeriese taksonomie is
dit nou volgens die outeurs moontlik om die melksuur-
bakterieé op vakuumverpakte vleis te klassifiseer

en kan die term "atipiese" streptobakterieé verval.
Die probleem van verskillende parameters wat deur
verskillende werkers gebruik is, behoort ook volgens
hulle deur hierdie metode van klassifikasie oorbrug

te word.

2.4 STANDAARDE EN RIGLYNE VIR MIKROBIOLOGIESE KWALITEIT
VAN VERWERKTE VLEIS

2.4.1 Definisies

Standaarde behels regtelike norme neergelé vir die

soort en aantal mikrodrganismes in 'n lewensmiddel,
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en metodes om dit te bepaal. So 'n standaard word
na 'n grondige ondersoek t.o.v. gewenstheid, kontro-
leerbaarheid en uitvoerbaarheid, ingestel, en die
praktyk bewys dan of sodanige standaard sinvol en
realisties is. 'n Standaard kan slegs deur verande-
ring van wette gewysig word wat 'n lang en uitge-

rekte proses is (Leistner et al., 1981).

Riglyne het geen afdwingbare geregtelike mag nie en
dien slegs as aanbeveling. Mikrobiologiese riglyne
behels die aanbevole aantal of tipe mikrodrganismes
of afwesigheid daarvan in 'n sekere tipe produk.

Metodes en monsterneming moet ook hierby ingesluit

wees (Leistner et al., 1981).

Standaarde is dus regulatories en afdwingbaar van
aard, en behels optrede van instansies buite die voed-
selbedryf wat die toepassing van hierdie standaarde
moet kontroleer. Riglyne is makliker om toe te pas
aangesien dit interne kontrole behels. Riglyne kan
ook redelik maklik verander word sonder 'n lang wet-
like proses om by die snel ontwikkelende vleis- en

vleisverwerkingsindustrie aan te pas.

Bestaande riglyne

Geen omvattende mikrobiologiese standaarde vir vleis
en vleisprodukte bestaan internasionaal nie, maar wel
'n aantal riglyne (Debevere, pers. mededeling).

Veral vir rou en verwerkte vleis bestaan die riglyne
al redelik lank, maar vir vakuumverpakte vleis en
vlieisprodukte moet dienlike riglyne oor die algemeen

nog saamgestel word.

In hul publikasie verwys Leistner et al. (1981) net

een keer na vakuumverpakte vleisprodukte soos hier

gedefinieer (Brihwursttipe). (Enkele male word ook
na dié tipe produkte wat nie vakuumverpak is nie,

verwys.) Volgens die outeurs bou 'n buitengewoon
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hoé bakterielading dikwels in hierdie vakuumverpakte
produkte op, maar dit bestaan "gelukkig meestal uit
melksuurbakterieé wat geen gesondheidsgevaar daarstel
nie" (1) Bederf a.g.v. suurvorming kom egter voor.
Dit is volgens hierdie outeurs dus nie noodsaaklik
om mikrobiologiese riglyne vir "voorverpakte" vleis-
produkte op te stel nie, maar riglyne sou nuttig

wees om die varsheid en houbaarheid van hierdie pro-

dukte te verseker.

In Tabel 2.2 word die riglyne wat volgens Leistner
et al. (1981) t.o.v. vakuumverpakte vleisprodukte be-

staan, saamgevat.

Uit Tabel 2.2 blyk dit dat die bestaande riglyne
t.o.v. vakuumverpakte vleisprodukte tot die totale
bakterietelling beperk is. Selfs by die vleisprodukte
wat nie onder vakuum verpak word nie, is die riglyne

onvolledig, veral t.o.v. sekere patogene.
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TABEL 2.2 OPSOMMING VAN DIE RIGLYNE T.0.V. VAKUUMVERPAKTE VLEISPRODUKTE, ASOOK NIE-VAKUUMVERPAKTE
BRUHWURSTTIPE VLEISPRODUKTE IN 'N AANTAL LANDE, VOLGENS LEISTNER ET AL. (1981) EN
DEBEVERE (PERSOONLIKE MEDEDELING)
Groep mikrodrganismes (aantal)
Land Tipe g-
Verpakking Tota%e ' N sqzmo- Clostridium Staphylo- xoli- | S° -reduse-| Fekale |Entero- Proteus Giste
telling [E. colt nella erfringens coceus forme rende clos-| Strepto-| bakte- ss en
(per g) p g aureus tridia cocci rieé P Swamme
Joego-Slawié Nie-vakuum geen geen/25g geen/0,01g geen/0,01g geen
Denemarke Bevrore 104 100/g - - 100/g 100/g
Frankrvyk Nie-vakuum | 5 105 geen 102/g 103/g 30/g
Vakuum 3x10
VSA \ .
(alle state) Nie-vakuum 1x10 0-50 geen geen geen geen 0- 10
Wes-Duitsland | Nie-vakuum 103-104
Vakuum 105—-106
Belgié Nie-vakuum 105 geen/g | geen/25g 102/g 102/g 103/g 10/g
|
w
o
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HOOFSTUK 3 : EKSPERIMENTELE PROSEDURES

3.1 MEDIA

Die media wat gebruik is vir isolasie van spesifieke
mikrobe, fisiologiese toetse en reagense wat by hier-
die toetse gebruik is, word in Tabel 3.1 opgesom. Die
spesifieke mikrobegroep, medium, pH, inkubasietyd en
-temperatuur, asook die verwysing in die literatuur
word gegee. Enkele opmerkings i.v.m. dié media word

hieronder gemaak.

3.1.1 Asetaatagar met 0,5% Fruktose

As 'n poging om die groei van melksuurbakterieé& op
asetaatagar te verbeter, is 0,5% Fruktose by die
medium gevoeg. Dit is d.m.v. 'n filter gesterili-
seer en bygevoeg aangesien asetaatagar nie geoutokla-

veer word nie.

3.1.2 MRS-agar met 0,04% Kaliumsorbaat sonder Natriumasetaat
(MRS-KS~agar)

0,04% Kaliumsorbaat is by die geoutoklaveerde MRS-agar
(ca. 50°C) gevoeg nadat dit steriel gefiltreer is.
Natriumasetaat is weggelaat aangesien dit soms die
groei van melksuurbakterieé inhibeer. (Sien ook
hoofstuk 3 punt 4.2.2.1.)

3.1.3 Bereiding van eieremulsie vir Baird-Parker

Staphylococcus Base

Die bereiding van die eieremulsie is gedoen volgens
Handbook: Culture Media, Merck, 1982.

Vars hoendereiers is gewas en vir 'n paar uur in 70%
etanol geplaas. Die wit en geel van die eier is
asepties geskei en 50 ml van die eiergeel by 50 ml
steriele fisiologiese soutoplossing (0,85% w/v) ge-
voeg en gehomogeniseer. (Die geel van 1 groot

hoendereier 1is ca. 20-25 ml.)
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TABEL 3.1

ASOOK DIE pH,

INKUBASIETYD EN

WORD OOK GEGEE

~-TEMPERATUUR WAT GEBRUIK IS.

OPSOMMING VAN DIE MEDIA WAT GEBRUIK IS VIR SPESIFIEKE MIKROBEGROEPE EN FISIOLOGIESE TOETSE,

VERWYSINGS NA DIE LITERATUUR

Medium Inkubasie
. A —_
?%k%o?eg%oep gf . Afkor— pH fZZSS Verwysing
isiologiese Toets Medium ; : Tyd Temp.
ting
Totale mikrobepopulasie Standard I agar (Merck) Std-I 7,5 72h 30°% | aéroob
Melksuurbakterieé Asetaatagar (Merck) AA 5,5 72h 30°% | aéroob Rogosa et al. (1951)
Asetaatagar met 0,5% Fruktose AA+FY 5,5| 72h 30°% | aéroob | Sien 3.1.1
MRS-agar met 0,04% Kaliumsorbaat MRS~KS| 6,8} 72h 3OOC aéroob | Reuter (1970a). Natriumasetaat is
(Merck) sonder Na-asetaat weggelaat. Sien 3.1.2
B. thermosphacta STAA-medium STAR 96h 25°C | aéroob | Gardner (1966)
Enterococci Citrate Azide Tween Carbonate CATC 7,0] 48h 37° | aéroob
Agar Base (Merck)
Staphylococci Baird-Parker Staphylococcus Base B~-P 6,8] 96h 37OC aéroob | Sien 3.1.3 vir bereiding van eier-
(Merck) emulsie
Enterobakterieé DHL-agar (Merck) volgens Sakazaki | DHL 7,2 24nh 372C aéroob
48h 25°C
Giste en swamme Rartappeldekstrose agar (Biclab) ADA 96h 25°c| a&roob
Arginienhidrolise ash 25°% Niven et al. (1942)
Suikerfermentasie Basale MRS-medium B-MRS 6,5| 48h 25°¢ Sharpe en Fryer (1965), De Man
et al. (1960). sien 3.1.4
Malaatfermentasie 5,41 48h 25°C Mitsuoka (1969)
Bepaling van beweeglik- 7,3 480 25°% Reuter (1970a)
heid, gelatinase, ni- Natriumasetaat is weggelaat.
traatreduksie
Basiese groeimedium MRS-sop (Merck) MRS 6,5 48h 25°¢ De Man et al. (1960)
MRS-sop sonder Natriumasetaat MRS-Ac Natriumasetaat is weggelaat
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3.1.4 Basale medium vir suikerfermentasie

Die basale medium is ook sonder natriumasetaat ge-
bruik vir die isolate van monsters W28 - 35 en

v28 - 32, V34 en V35. Hierdie medium is MRS-medium
(De Man et al., 1960) sonder glukose en vleisek-

strak.

3.2 MONSTERS
3.2.1 Monsters

27 verskillende vleisproduk-monsters is ondersoek
vir die teenwoordigheid van veral melksuurbakterieég,
maar ook ander mikrodrganismes wat teenwoordig mag

wees.

8 van hierdie monsters is in die kleinhandel aange-
koop met 'n melkerige eksudaat in die pakkie. Die
oorblywende 19 monsters is deur die produsent voor-
sien. Dit was produkte wat deur die kleinhandel
teruggestuur is na die produsent a.g.v. sigbare
tekens van bederf, nl. 'n melkerige eksudaat, ver-
lies aan vakuum, verkleuring, ens. (Geen rakleef-

tydvervaldatum was op die pakkies aangedui nie.)

Die eksudaat wat by 22 van hierdie monsters aanwesig
was, is ook gebruik, en 49 monsters is dus in totaal

ondersoek.

Die produkte waaruit die monsters bestaan het, word
in Tabel 3.2 gegee, asook die nommers wat aan die
monsters toegeken is en aan die eksudaat indien dit
aanwesig was. Al die monsters is deur Enterprise
geproduseer behalwe W1 en W2 wat van Renown afkom-
stig was. Monsters W1 tot W4, W30 en W33 tot W35
is self aangekoop terwyl die res deur die produsent

voorsien is.
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TABEL 3.2 TABEL VAN DIE TIPE PRODUKTE WAARUIT DIE MONSTERS
BESTAAN HET, ASOOK DIE NOMMER WAT AAN 'N
SPESIFIEKE MONSTER EN DIE EKSUDAAT (INDIEN
TEENWOORDIG) TOEGEKEN IS

Eksudaat
Produk Aantal| No teenwoordig (No)
Weense worsies 6 W10 V10
W17 V17
W1l8 V18
W19 V19
w27 v27
w28 v28
Gerookte Weense Worsies 4 W5 V5
W6 V6
W13 V13
W29 V29
Noenvleis 6 Wl
(Luncheon Meat) w2
Wll V1l
W15 V15
Wle6 V1o
w34 V34
Frankfurters 2 w7
W31 V3l
"Russians" 4 w3 V3
W9 V9o
W32 V32
W35 V35
Rookwors 3 w4 A\
W30 V30
W33
"Country Sausage" 2 W8 V8
W14
Totaal 27 22
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3.2.2 Monsterneming

3.2.2.1 Eksudaat

1 ml van die eksudaat in die monster is met 'n
steriele pipet oorgeplaas in 'n steriele 9 ml
kwartsterkte Ringer's Buffer blanko (Merck)

(1071 verdunning).

3.2.2.2 Worse/Vleis

20g van 'n wors— of vleismonster is asepties ver-
wyder uit die middel en teen die kante om 'n ver-
teenwoordigende gedeelte van die monster te verkry.
Dit is saam met 180 ml steriele kwartsterkte
Ringer's Buffer vir 2 min in 'n Stomacher fynge-
maak (10”1 verdunning). (Steriele plastieksakkies

is hiervoor gebruik )

3.2.2.3 Verdunningsreekse

Hierna is toepaslike verdunningsreekse gemaak met

steriele 9 ml kwartsterkte Ringer's Buffer (Merck).

3.2.2.4 Uitplatings
Alle uitplatings is in duplikaat gedoen.

M.b.v. die spreiplaattegniek is 0,1 ml van 'n toe-

paslike verdunning uitgeplaat (d.i. 'n verdere

10-! verdunning) op selektiewe media en geinkubeer

by die optimum temperatuur vir elke groep organis-

mes. Die verdunnings wat uitgeplaat is, die selek-
tiewe medium en mikrobegroep word in Tabel 3.3 aan-

gedui.

3.3 BEPALING VAN FISIESE EIENSKAPPE

3.3.1 pH

Op die dag van monsterneming is die pH van die worse
of vleis, en van die eksudaat bepaal d.m.v. 'n Zeiss
Optical Instr. (Pty) Ltd. Model 300 pH-meter, of 'n

Taeuber & Corssen Model 1001 pH-meter.
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TABEL 3.3 TABEL VAN DIE VERDUNNINGSREEKSE WAT UITGEPLAAT
IS, ASOOK DIE SPESIFIEKE MIKROBEGROEP EN DIE
MEDIUM WAT GEBRUIK IS

Mikrobegroep Medium Verdunning
Totale mikrobetelling | Std-I-agar| 10”% - 1077 (1079
Melksuurbakterieé AA 10 -4 10-7 (10—8)

AA+Fr 10 -4 10 -7

MRS-KS 1074 - 1078
B. thermosphacta STAA 10 =2 10 -4
Enterococci CATC 10 -2 . 10 -4
Staphylococci B-P 10 -2 . 10 ~4
Giste en swamme ADA 10 =2 10 -4
Enterobakteried DHL 1071, 1072
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Melksuurisomeer

Die melksuurisomeer en -konsentrasie van die eksu-
date is ook bepaal volgens die metode beskryf onder
punt 3.5.5.

Telling van kolonies

Kolonies op die plate met die hoogste verdunning,

asook alle ander telbare plate, is getel.

Die volgende metodes van evaluering is ook aangewend:

Brochothrix thermosphacta

Telbare plate op STAA-agar is behandel met 2 ml oksi-
dasereagens: (Merck) t.w. 1% N,N,N”,N -tetrametiel-
l,4-fenileendiammoniumchloried in 'n 0,1% waterige
askorbiensuuroplossing (Merck), wat telkens vars op-
gemaak is. Dit is vir 10 min op die plate gelaat,

en daarna is slegs kolonies wat nie bloupers verkleur

het nie (d.w.s. oksidase-negatiewe kolonies), getel.

Enterococci

Slegs donkerrooi kolonies met 'n deursnee van meer
as 1 mm is in aanmerking geneem (Handbook: Culture
Media, Merck, 1982).

Staphylococci

Slegs swart, skyfvormige kolonies is getel en ver-

deel in 2 groepe:

- tipiese kolonies: Dblink, glad, met 'n helder
sone rondom kolonies, met of sonder 'n presipi-
taat;

- atipiese kolonies: blink, glad, sonder helder

sone.

(Handbook: Culture Media, Merck, 1982).
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Giste en Swamme

'n Oplossing van 3% H202 is gebruik om te verseker

dat slegs giste (katalase-positief) getel word.

Enterobakterieé
Alle kolonies is getel.

By monster V32 is die kolonies m.b.v. die API 20E-

sisteem (Ayerst Laboratories) geidentifiseer.

OLASIE VAN MELKSUURBAKTERIEE

3.4.1

3.4.2

3.4.2.1

Isolasie

Kolonies wat verteenwoordigend was van die verskil-
lende tipes morfologie op AA, AA+Fr, Std I- en
MRS-KS-agar, is uitgestreep op MRS-agar (Merck).

Dié kolonies is gekies vanaf die plate met die
hoogste verdunning, en by die laaste 3 eksperimentele

isolasies (15 monsters) is die kolonies soos volg

gekies:
Medium Aantal kolonies per monster
AA 8
MRS-KS 10
sStd-I 5

M.b.v. die Gaspak - (BBL) of Anaerocult-sisteme
(Merck), is hierdie MRS-agarplate anaéroob geinku-
beer vir 48h by 25°¢.

Bewaring van isolate

MRS-sopkultuur

Indien 'n reinkultuur op die plaat verkry is, is

'n kolonie daarvan oorgedra na MRS-sop en weereens
by 25°C vir 48h geinkubeer. Hierdie sopkulture is
in die koelkas bewaar en drieweekliks op vars sop

oorgeént.
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3.4.2.2 Vriesdroging

Alle isolate is so gou moontlik gevriesdroog met
'n Edwards Model BS5A-vriesdroér. Steriele afge-
roomde melk (Difco) wat 10% laktose (Merck) bevat
(geoutoklaveer by 115°c  vir 5 min), is gebruik om
die kulture van 48h-cues MRS-agarskuinstes af te

was.

3.5 BEPALING VAN ALGEMENE EIENSKAPPE VAN MELKSUURBAKTERIEE

3.5.1 Groei by verskillende temperature, pH 3,9, 10% NaCl

(Sharpe en Fryer, 1965)

Die groei van die isolate by 40, 15° en 45°C in

MRS-sop is getoets na 8, 5 en 4 dae onderskeidelik.
Groei in MRS-sop by pH 3,9, asook in MRS-sop waarby
10% NaCl gevoeg is, is na 4 dae inkubasie by 25°¢C

bepaal.

3.5.2 Gasvorming uit glukose, bepaling van finale pH

MRS-sop sonder di-ammoniumwaterstofsitraat is gebruik
om gasvorming deur die isolate vanaf glukose m.b.v.
'n Durhambuisie te bepaal, n& inkubasie van 48h by
25°C. Na afloop van 'n verdere inkubasieperiode van
48h, is die finale pH van die medium met 'n Zeiss

Optical Instr. 300-pH meter bepaal.

3.5.3 Arginienhidrolise
(Niven et al., 1942)

Die isolate is in die betrokke medium (sien Tabel 3.1)
ingeént en by 25°¢C geinkubeer vir 72h. Die teenwoor-
digheid van ammoniak in hierdie kulture is m.b.v.
Nessler se reagens (Harrigan en McCance, 1976) uit-
gewys. 'n Gelyke aantal druppels van die kultuur

en reagens is gemeng en die kleurreaksie waargeneem.
'n Donker oranje tot rooibruinverkleuring dui op

arginienhidrolise en die vorming van ammoniak.
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3.5.4 Katalase- en Pseudokatalase-aktiwiteit

3.5.4.1 Katalase

'n Oplossing van 3% H202 is gebruik om die katalase-
aktiwiteit van elke isolaat te bepaal. Die kolonies
is vanaf 48h-oue kulture op MRS-agar oorgedra na 'n
druppel 3% H202 (Merck) op 'n voorwerpglasie met 'n
inokulasienaald wat nie van platinum vervaardig is
nie. Katalase=-aktiwiteit is as gasborrels waarge-

neem (Whittenbury, 1964).

3.5.4.2 Pseudokatalase

Dieselfde prosedure is gevolg as by die katalase-
toets, maar die isolate is op bloedagarplate ge-
kweek. Lise van die bloedselle rondom die kultuur-

groei is terselfdertyd ondersoek (Whittenbury, 1964).

3.5.5 Bepaling van die melksuurisomeer
(Hohorst, 1970; Bergmeyer, 1965)

a. Kultuur

Die isolate is in MRS-sop sonder vleisekstrak of

natriumasetaat gekweek wvir 48h by 25°¢.

b. Reagense

i. Glisienhidrasienbuffer
Glisien 22,8 g
Hidrasienhidraat (25%) 50 ml
Gedist.‘H2O 550 ml
PH 9,0

Die buffer kan ses maande lank in die koel-

kas bewaar word.
. + .
ii. NAD -oplossing
NAD+ (Boehringer-Mannheim) 300 mg

Gedist. H20 10 ml

Kan 4 weke in koelkas bewaar word.
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iii. Laktaatdehidrogenase (LDH)

L- en D-LDH (Boehringer-Mannheim)

c. Eksperiment

Per kuvet: (duplikaat vir elke monster)

3,0 ml Glisien-hidrasienbuffer

0,2 ml NAD+—oplossing

0,02 ml monster, direk uit groeimedium
(Vir die nulwaarde is 0,02 ml gedistil-

leerde H,O i.p.v. die monster gebruik.)

2

Die blankowaarde is afgelees by 366 nm met 'n
Gilford 250 Spektrofotometer.

0,02 ml D- en L-LDH is by duplikaat kuvette
gevoeg.

Absorbansie is na 1h by 37°%¢ gelees.

Die waarde is teen lug afgelees en die verskil

(AE) in afwyking van die nulkuvet is van die

monster se lesing afgetrek (Ekor)‘

Bg. toets is ook uitgevoer met 0,02 ml van die
groeimedium wat nie geinokuleer is nie, en die

lesings is met hierdie waarde gekorrigeer.

Die konsentrasie van elke laktaatisomeer is soos
volg bereken (Stetter, 1973):

Laktaatisomeer

(mg/ml monster) = AE, . x V., X verdunning x 4,
e x dx Vmonster x 1 000

A Ekor = verskil tussen absorbansielesing van

monster en blanko na 1lh

Vkuv = totale volume in kuvet (3,22 ml)
Verdunning = verdunningsfaktor (1)
90 = molekulére massa van laktaat
€ = molare absorbansie koéffisiént van

gereduseerde NAD, afhanklik wvan die
2
golflengte: €366 = 3,30 cm //xMol.
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d deursnee van die kuvet (1 cm)

vmonster = volume van die monster (0,02 ml)

3.5.6 Bepaling van die suikerfermentasiepatroon

(Sharpe en Fryer, 1965)
a. Voorbereiding van groeimedia

Die suikers wat gebruik is, word in Tabel 3.4

gelys.

D(-)-arabinose, D(+)-maltose, D(-)-ribose en
D(+)-xilose is vooraf as 5% oplossings steriel
gefiltreer met Millex-GS wegdoenbare filters
(Millipore) (0,22 /am). Daarna is 1 ml van
die suiker by 9 ml steriele B-MRS met indikator
gevoeg om 'n finale konsentrasie van 0,5% te

gee.

Die ander suikers is in 0,5% (w/v)konsentrasie
by die B-MRS (sien Tabel 3.1) gevoeg, vir 5 min
by 115°¢ geoutoklaveer en daarna vinnig afge-
koel; 0,004% (V/,) chloorfenolrooi is as indika-

tor gebruik.

Eskuliensplitsing is bepaal in B-MRS met 0,5%
(w/vl eskulien (Merck) en 0,05% (W/v) FeCl, as

indikator.

Die medium vir malaatfermentasie word in Tabel
3.1 beskryf.

b. Inokulasie

'n Inokulum van 1 tot 2 druppels van 'n vars
MRS-sopkultuur is by elke buis gevoeg en vir
48h by 25°¢ geinkubeer. Die resultate is geno-
teer en weer nd afloop van 'n verdere inkubasie-

periode van 48h geévalueer.
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LYS VAN SUIKERS WAT GEBRUIK IS OM DIE

SUIKERFERMENTASIEPATROON VAN DIE ISOLATE TE
BEPAAL, ASOOK DIE MAATSKAPPYE VANWAAR DIT
BESTEL IS

Tipe verbinding .
(Reuter, 1970a) Suiker Maatskappy
Pentoses D(-)-Arabinose BDH
L (+) -Ramnose Merck"
D(-)-Ribose Saarchem
D(+)-Xilose Merck
Monosakkariede D(=) -Fruktose Hopkins & Williams Ltd.
D (+) -Galaktose Riedel-de Haén
Kalium-D-Glukonaat | Merck
D(+) -Mannose Protea Holdings Ltd.
Disakkariede Laktose Merck
D(+)-Maltose Merck
x-D-Melibiose Koch-Light Laboratories Ltd.
Sellobiose Merck
Sukrose Saarchem
Trehalose Merck
Trisakkariede x-D-Melezitose Serva
D-Raffinose Koch-Light Laboratories Ltd.
Polisakkariede Inulien Difco
Stysel Riedel-de Haén
Suikeralkohole m-Inositol BDH
D(-) -Mannitol Riedel-de Haén
D(~)=-Sorbitol Merck
Glikosiede Amigdalien Merck
Eskulien Merck
ox-Metielglikosied Sigma
Salisien Difco
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Kleurverandering van rooi na geel dui op suur-

vorming, terwyl gasvorming in die Durhambuisies
waargeneem is. Indien eskuliensplitsing plaas-
gevind het, word die medium swart en ondeursig-

tig, soms met die vorming van 'n presipitaat.

Slymvorming uit Sukrose

(Sharpe, 1962)

Die isolate is uitgestreep op MRS-agar wat 10% sukrose
bevat en nd anaérobe inkubasie van 48h by 25°C vir

slymvorming ondersoek.

Bepaling van die teenwoordigheid van mesodiamino-

pimeliensuur (m - A,Pm) in die selwande

(Harper en Davis, 1979)

Nadat 'n digte kultuur na 48h verkry is, in ongeveer

7 ml MRS-sop by 25°C, is dit gesentrifugeer.

Die sediment is opgelos in 1 ml 6 N HCl, oorgedra na
'n skroefdekselproefbuis en oornag by 100°¢ gehidro-

liseer.

Die suur is m.b.v. stikstof in 'n kokende waterbad
afgedamp. Sodra dit droog was, is dit met 1 ml ge-
distilleerde water gewas, weer afgedamp tot droog
en die presipitaat in 0,1 ml gedistilleerde HZO op-
gelos.

S+S 2043 Chromatografiepapier is voorberei en 2 tot
3 /Al van die monster daarop oorgedra met 'n mikro-
pipet (Alltech), en met 'n droér drooggeblaas.

m - Azpm (Serva) 1in gedistilleerde HZO is as ver-

wysing gebruik.

Afwaartse chromatografie in Rhuland se loopvloeistof
(Rhuland et al., 1955) is in 'n versadigde atmosfeer

uitgevoer.
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Na 3 tot 4h is die papier gedroog, met ninhidrien
(Holzapfel, 1969) ontwikkel en weer gedroog. Kleur-
ontwikkeling is in 'n oond by 100°C vir 5 min uit-

gevoer.

Die m - Azpm-kolle vertoon donker olyfgroen en ver-

kleur na geel binne 24h.

3.5.9 Toets vir beweeglikheid, gelatinase en nitraatreduksie

Die semisoliede medium van Reuter (1970a) is met 'n
vars kultuur geinokuleer d.m.v. 'n reguit inokulasie-

naald.

3.5.9.1 Beweeglikheid

Na inkubasie van 48h by 25°C, is die beweeglikheid
van die isolate in die semisoliede medium geévalueer.
Troebelheid regdeur die medium is geneem as aandui-

ding van beweeglikheid.

Transmissie-elektronmikroskopie is gebruik om be-

weeglike kulture morfologies te ondersoek.

'n Negatiewe kleuring is gemaak van die isolate van-
af 'n 48h-cue kultuur op MRS-agar. 'n Aantal selle
is in 'n druppel steriele, gefiltreerde Hzo gesus-
pendeer. Hierdie druppel is bo-op die roostertjie,
bedek met Formvar (Merck), geplaas en vir 'n paar
minute laat staan. Die kleurstof (1,5% fosfowolfram-
suur, Merck) by pH 6,8, is met 'n gelyke volume
steriele H20 verdun en 'n druppel hiervan bo-op die
roostertjie geplaas. N& presies 2,5 min is die
roostertjie verwyder en cp filtreerpapier gedroog.
Die bakterieé is m.b.v. 'n Hitachi H-600 Trans-
missie-elektronmikroskoop ondersoek vir die teen-

woordigheid van flagella.
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3.5.9.2 Gelatinase

N& evaluasie van beweeglikheid in die semisoliede
medium is die proefbuise enkele ure in die koel-
kas geplaas en daarna omgekeer om te toets vir
die vervloeiing van die medium a.g.v. die teen-

woordigheid van die gelatinase-ensiem.

3.5.9.3 Nitraatreduksie

Na uitvoering van die gelatinase-toets is 2 tot 3
druppels van die Griess-Ilosvayreagens (Harrigan
en McCance, 1976) bo-op die semisoliede medium
gevoeg en nd 10 minute ondersoek vir 'n kleurver-
andering. Indien geen kersierooiverkleuring voor-
gekom het nie (nitratase-negatief), is 'n bietjie
sinkpoeier by elke buis gevoeg en die negatiewe
reaksie deur 'n rooi verkleuring bevestig. Enige
N2 wat gevorm het, is waargeneem as lugblasies in

die medium.

3.5.10 Selwandontledings

Kulture van die heterofermenterende lactobacilli is
gekweek in 5 1 MRS-sop en daarna deur sentrifugering
geoes. Nadat die selle ingevries 1is, is die metode
van Schleifer en Kandler (1967, 1972) gebruik om die
selle op te breek en die selwande te herwin. Die

selwande is nd vriesdroging bewaar.

i. Parsiéle hidrolisasie

Parsiéle hidrolisasie van die selwande is voor-
berei (4 N HCl vir 30 min by 45°C), en m.b.v.
tweedimensionele papierchromatografie ontleed.

Twee loopvloeistofsisteme is gebruik:

Sisteem I : (16h)

Isopropanol : Ysasynsuur : H20

75 : 10 : 15 (v/v/v)
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Sisteem II (10-12h)

2-Metielpiridien : water : NH4OH
70 : 28 2 (v/v/v)

Kleurontwikkeling is m.b.v. ninhidrienontwikke-
lingsvloeistof (Holzapfel, 1969) by 100°¢c gedoen.

ii. Totale hidrolisasie

Kwantitatiewe aminosuurontledings van die totale
hidrolisate (4N HCl by 100°C vir 16h) is d.m.v.
'n Waters HPLC-chromatograaf uitgevoer deur die
Nasionale Chemiese Navorsingslaboratorium (NCNL)
van die WNNR, volgens die metode van Lee en
Drescher (1978).

3.5.11 Eienskappe van kolonies en enkelselle

3.5.11.1 Koloniemorfologie

Beskrywing van enkelkolonies van reinkulture op
MRS-agar is gedoen t.o.v. deursnit, kleur, profiel,

vorm en oppervlak.

3.5.11.2 Fasekontrasmikroskopie

Die morfologie van enkelselle van die isolate is
ondersoek d.m.v. fasekontrasmikroskopie. Die iso-
late is verkry vanaf enkelkolonies van 48h-oue

reinkulture op MRS-agar.

3.5.11.3 Skandeerelektronmikroskopie

48h-oue kulture in MRS-sop of MRS-agar is voorbe-
rei vir waarneming met 'n skandeerelektronmikro-
skoop (Hitachi model S-450). 'n Suspensie van die
kultuur is m.b.v. 'n spuit en membraanfilter
(Nucleopore) op 'n polikarbonaatmembraan (Nukleo-
pore) (0,4 /Lm, deursnee 25 mm) oorgedra en met

die volgende reagense behandel:
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- Reagens Tydsduur

1. 2% Glutaaraldehied (Merck) in 30 min
0,2 M Natriumkakodilaatbuffer
(Polaron)

2. 0,2 M Na-kakodilaatbuffer 15 min

3. 2% OSO4 in 0,1 M Na-kakodilaat- 30 min
buffer

4, 0,2 M Na-kakodilaatbuffer 15 min

5. Dehidrasie : 50, 70, 80, 90% 10 min elk
etanol

6. 100% etanol 10 min x 2

Sorg is gedra dat die filters nie uitdroog tussen

behandelings nie.
Drogings het geskied m.b.v. 'n kritiese-puntdroér
(Hitachi HCP-2), en daarna is die membrane gemon-

teer, met goud oorgeblaas en besigtig.

3.5.12 Bepaling van mol% G+C in die DNA

3.5.12.1 DNA-isolasie
Opkweek en oes van selle

M.b.v. 'n inokulum in 100 ml MRS-sop, is kulture
van die isolate in 4 1 MRS-sop by 30°C vir 18h
gekweek. Nadat die selle deur sentrifugering
geoes is (7 000 o.p.m. vir 20 min), is dit gewas
in fosfaatbuffer met 'n pH van 7,0, en daarna

weer afgeswaai.

Opbreking van selle

Breking van die selle het plaasgevind m.b.v. glas-
krale met 'n deursnit van 0,1 tot 0,11 mm (B. Braun
Melsungen) in 'n selmeule (Edmund Bdhler, Tibingen,

model V12). Die selsuspensie het 'n derde van die
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buis van die selmeule gevul en die glaskrale die
oorblywende twee-derdes. 'n Spatelpunt Proteienase
K (Boehringer-Mannheim) is bygevoeg. Die selmeule
is met etanol verkoel en die mate van breking is

nd 20 min met 'n fasekontrasmikroskoop bepaal.

DNA-isolasie

Die selwande en =-inhoud is uit die selkrale met
sout-EDTA-buffer (pH 8,0) gewas, en die selwande
is hieruit verwyder deur die suspensie af te swaai

teen 15 000 o.p.m. vir 20 min.

Verdere isolasie en suiwering van die DNA is ge-
baseer op die metodes van Marmur (1961) en Garvie
et al. (1974), en is beskryf deur Holzapfel en
Van Wyk (1982).

Die konsentrasie van die gesuiwerde DNA is by 260 nm

m.b.v. 'n Beckman DU-8 spektrofotometer bepaal.

Die gesuiwerde DNA is in 2 ml 1 x SSC opgeneem en

ingevries.

3.5.12.2 Smeltpuntbepaling

'n Geskikte verdunning van die gesuiwerde DNA is
in 1 x SSC gemaak om 20 g DNA /ml te verkry.

Die smeltpunt (Tm-waarde) is bepaal volgens die
metode van Mandel en Marmur (1968) in 'n Beckman
DU-8 Spektrofotometer. Die mol% G+C is bereken
volgens die formule van De Ley (1970). Die ge-
middelde Tm-waarde van ten minste 4 bepalings is
gebruik. Gesuiwerde DNA van L. minor (DSM 20014)
en L. cremoris (DSM 20200) is as verwysings ge-

bruik.

3.15.13 Gramkleuring

Die metode wat deur Salle (1971) beskryf is, is ge-
volg met 48h-oue kulture in MRS-sop.
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HOOFSTUK 4 : RESULTATE EN BESPREKING

4.1

4.1.1

ALGEMENE EIENSKAPPE VAN DIE MONSTERS

Voorkoms

Die voorkoms van die monsters is by ontvangs geéva-

lueer t.o.v. die volgende eienskappe:

i. Swamgroei

Geen swambesmetting (duidelike kolonies) is

waargeneem nie.

ii. Bakteriekolonies

Geen onderskeibare oppervlaktekolonie is aan-

getref nie.

iii. Eksudaat

By 22 van die 27 monsters was 'n melkerige ek-
sudaat teenwoordig van ten minste 1 ml in volu-
me. Die eksudaat van monsters W28 en W29 was

taai en slymerig.

iv. Breking van vakuum

Die vakuum van die verpakkings van monsters W28
en W29 was gebreek. By monsterneming is 'n on-
welriekende geur by hierdie twee monsters waar-

geneem.

v. Verkleuring

Geen groen verkleuring is by die monsters waar-
geneem nie. Allen en Foster (1960) verwys na
die werk van Niven en sy medewerkers in 1948
tot 1957, waar 'n groen verkleuring en slym-
vorming by vleismonsters wat nie vakuumverpak
is nie, gevind is. Dit is deur heterofermen-
terende lactobacilli en Leuconostoc-spesies ver-—

oorsaak, wat die grootste persentasie van die
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mikrodrganismes op die monsters uitgemaak het.

Met die instelling van vakuumverpakking van
verwerkte vleis, het hierdie probleem verdwyn,
soos deur Allen en Foster (1960) aangedui is.
'n Bruin verkleuring is egter soms waargeneem
waar die dele van die monsters, veral die wors-
tipes, wat aan die lig blootgestel is, effens
donkerder verkleur het as dele waar die worse

dig teenmekaar verpak was.

pH

Die pH van elke wors- of vleismonster (hierna verwys
as produkmonsters), asook van die eksudaat in die
pakkies, is op die dag van monsterneming bepaal. By
die produkmonsters is die eﬁektrode van die pH-meter
in die middel van die gedeelte van die monsters ge-
plaas wat nie stukkend gesny is tydens bemonstering

nie.

Die pH-waardes van die produkmonsters en eksudate

word in Tabel 4.1 aangedui.

By die produkmonsters het die pH gewissel van 4,74

tot 5,89, en by die eksudaatmonsters van 4,11 tot
5,54. By vergelyking is 'n pH-reeks van 5,0 tot 6,7
deur Steinke en Foster (1951), Kempton en Bobier
(1970) en Paradis en Stiles (1978) gevind. (Dit is
hoér as by die betrokke produk- en eksudaatmonsters.)
Riemann et al. (1972) en Collins-Thompson en Lopez
(1981) het gevind dat die pH van hul produkte (Bologna)
van 'n aanvanklike 6,5 - 6,6 gedaal het tot 5,3 - 5,5.
Die outeurs het meestal rakleeftydstudies gedoen waar-
in vars monsters vir 'n spesifieke tyd opgeberg is.
Die produkmonsters in hierdie studie het almal die
aanvaarbare rakleeftyd oorskry en soms is sigbare
bederf al waargeneem. Die hoeveelheid eksudaat wat

in hierdie monsters gevind is (soms tot ca. 10 tot

15 ml), dui ook op die ouderdom van die monsters.
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TABEL 4.1 BESONDERHEDE OMTRENT DIE pH-WAARDES VAN DIE
PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS OP DIE DAG VAN
MONSTERNEMING

Produkmonsters Eksudaatmonsters
No. pH No. pH
W5 4,74 V5 4,63
W6 5,15 V6 4,11
W7 5,32
w8 5,89 v8 5,54
W9 5,65 V9 5,14
W10 5,20 V10 4,80
Wll 5,21 V1l 4,92
W13 5,21 Vi3 4,91
W14 5,68
W15 5,35 V15 5,20
W16 5,61 V16 4,74
W17 5,01 V17 4,88
w18 4,96 V18 4,95
W19 4,95 V19 5,05
w27 5,17 v27 5,07
w28 4,75 V28 4,52
W29 5,42 V29 5,52
W30 5,09 V30 4,65
W31 5,05 V31l 5,01
W32 5,38 V32 5,51
W33 5,18
W34 5,22 V34 4,76
W35 5,30 V35 5,33

Gemid. 5,24 Gemid. 4,96
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Die laer pH kan dus by hierdie monsters verwag word
aangesien die melksuurbakterieé wat verantwoordelik
is vir die suurvorming en gepaardgaande pH-daling,

vryelik kon vermeerder tot maksimumgetalle.

In Tabel 1 vandie Bylae word die monsters in 'n
pH-reeks ingedeel om die verspreiding van die mon-
sters aan te toon, en in Fig. 4.1 word die frekwen-

sies grafies voorgestel.

Uit Tabel 4.1 blyk dit dat die eksudaatmonsters se
gemiddelde pH laer was as die gemiddelde pH van die
produkmonsters. Dit kan waarskynlik toegeskryf word
aan die hoér getalle melksuurbakterieé& wat in die ek-
sudate voorkom, soos blyk uit die gemiddelde tellings
op Std-I-agar, asetaatagar en MRS-KS-agar. (Tabel
4.4.) Alhoewel 'n lae pH in die monsters die groei
van sekere organismes, in besonder organismes wat 'n
moontlike gesondheidsgevaar kan inhou, inhibeer maar
gunstige groeitoestande skep vir melksuurbakterieég,
kan daar nie op hierdie bakteriostatiese effek van
lae pH staatgemaak word om die tipe produkte te be-
veilig nie. Die resultate wat in Tabel 4.11 gegee
word, toon dat ongewenste organismes wel kan ver-
meerder tot onaanvaarbare getalle onder hierdie om-
standighede (Herkontaminasie nd hittebehandelings-
proses moet beperk word en die regte opbergingstoe-

stande geskep word ).

Melksuurkonfigurasie en -konsentrasie

'n Monster van die eksudaat in 19 van die produkte
is op die dag van monsterneming onttrek en die melk-

suurisomeer en -konsentrasie daarvan bepaal.

Die verhouding tussen D(~)-melksuur en L (+)-melksuur
het vir 17 van die monsters tussen 35% en 65% gewis-
sel. By die ander twee monsters (V16 en V29) het die

L(+)-isomeer, meer as 65% uitgemaak.
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FIG. 4.1 VERSPREIDING VAN DIE % PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
OOR 'N pH-REEKS VAN 4,0 TOT 6,0
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Die % D(-) en L(+)-melksuur asook die totale melk-
suurkonsentrasie van hierdie eksudaatmonsters word

in Tabel 4.2 gegee.

Uit Tabel 4.2 blyk dit dat die L (+)-melksuurkonsen-
trasie van hierdie eksudaatmonsters gewissel het van
5,31 tot 10,11 mg melksuur/ml. Die % L (+)-melksuur
was in die meeste gevalle hoér as die % D(-)-melk-
suur. Die D(-)-melksuurkonsentrasie het gewissel
van 4,42 tot 6,60 mg melksuur/ml, met 5,07 mg/ml as
gemiddeld.

Hierdie waardes vergelyk goed met die gemiddelde
waardes vir D(-)-melksuur wat Schneider et al. (1983)
(soos uiteengesit onder 2.2.3), in vleisprodukte na
lang opbergingstye gevind het. Tog blyk daar geen
duidelike verband tussen D(-)-melksuurkonsentrasie

en die getal melksuurbakterieé te wees nie (Fig. 4.2).

Die gemiddelde totale melksuurkonsentrasie van die
produkeksudate was 12,32 mg/ml. Dit kom ooreen met
die konsentrasiereeks van baie tipiese, gefermenteer-
de voedselsoorte in Tabel 4.3. Die totale melksuur-
konsentrasie wat in hierdie voedselsoorte verkry word,

wissel van 4,0 tot 28 mg melksuur/ml.

Melksuurbakterieé word wéreldwyd in die fermentasie

en preservering van verskeie voedsels gebruik waar

dit ook 'n belangrike rol in die beveiliging en voed-
saamheid daarvan speel. Volgens Steinkraus (1983a)
word hierdie organismes by die produksie van voedsels
sSoos o0.a. groente, brood-tipe produkte, melkprodukte,
vis- en seekosprodukte aangewend en dien ook as plaas-
vervanger van vleisproteien deur die verryking van

groenteproteiene.
Die pH van die voedselsoorte word vinnig verlaag en

sodoende word kompeterende organismes uitgeskakel.

Deur die melksuurfermentasie word 'n tipiese smaak
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TABEL 4.2 MELKSUURKONSENTRASIE EN -KONFIGURASIE VAN DIE
EKSUDATE IN 19 PRODUKMONSTERS OP DIE DAG VAN
MONSTERNEMING EN DIE OOREENSTEMMENDE pH BY ELK

VERKRY
L(+) ~melksuur | D(-)-melksuur | Totale Melksuur
Monster | Isomeer pH % van % van ‘
mg/ml | die mg/ml | die mg/ml %
totaal totaal
V6 DL 4,11 7,51 53 6,67 47 14,18 1,418
v8 DL 5,54 8,30 61 5,26 39 13,56 1,356
V9 DL 5,14 6,79 60 4,61 40 11,40 1,140
v1o DL 4,80 7,93 57 5,95 43 13,88 1,388
Vil DL 4,92| 6,35 59 | 4,42 41 10,77 | 1,077
Vi3 DL 4,91y 6,02 48 6,59 52 12,60 1,260
V15 DL 5,20| 6,19 59 4,35 41 10,55 1,055
vie DL 4,74| 8,39 66 4,29 34 12,69 1,269
V17 DL 4,88| 6,84 59 4,67 41 11,51 1,151
V18 DL 4,95| 6,00 58 4,27 42 10,27 1,027
V19 DL 5,05 6,81 59 4,75 41 11,56 1,156
v27 DL 5,07] 5,31 54 4,89 46 9,90 | 0,990
v28 DL 4,52| 8,53 62 5,30 38 13,83 1,383
V29 DL 5,52 5,95 66 3,05 34 9,00 | 0,900
v30 DL 4,65} 10,10 60 6,68 40 16,77 1,677
V31 DL 5,01} 7,01 59 4,85 41 11,86 1,186
V32 DL 5,51} 6,71 58 4,81 42 11,52 1,152
V34 DL 4,76( 1G 11 62 6,12 38 16,23 1,623
V35 DL 5,33 6,95 59 4,79 41 11,74 1,174
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FIG. 4.2 VERGELYKING VAN MELKSUURBAKTERIEGETALLE (LOG TELLINGS PER ML) OP ASETAATAGAR
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aan die voedselprodukte verleen. Melksuurbakterieé
speel ook 'n rol in die preservering van voedsel
a.g.v. hul vermo& om by 'n lae pH te groei en hul
relatiewe bestandheid teen waterstofperoksied en

produksie van CO2 deur heterofermenteerders.

In Tabel 4.3 word die melksuurkonsentrasie van 'n
verskeidenheid voedselsoorte waarby melksuurbakterieé

betrokke is, aangedui.

In teenstelling met die voedselsoorte wat in die

tabel genoem is, is die melksuur wat in die betrokke
vleisprodukte gevorm is ongewens, en dus verantwoorde-
lik vir bederf. Die mate van melksuurfermentasie wat
in hierdie monsters plaasgevind het, het egter die
groei van meer algemene voedselbederforganismes soos
Pseudomonas spp. geinhibeer en daarom terselfdertyd

die produkte "gepreserveer". Die monsters het dus

nie tekens van proteolise getoon nie.

Suurvorming deur melksuurbakterieé€ kan dus as die
tipiese vorm van bederf van vakuumverpakte vleis-

produkte beskou word.

In Fig. 4.2 word die D(-)-melksuurkonsentrasie en

die aantal melksuurbakterieé wat in 'n betrokke
monster voorgekom het, grafies voorgestel. Geen
duidelike verband tussen die twee parameters kon
aangetoon word nie. Dit moet ingedagte gehou word
dat MRS-KS-agar 'n beter isolasiemedium vir melksuur-
bakterie€ blyk te wees en dat alle melksuurbakterieé
nie met die asetaatagar opgespoor 1is nie. Soos aan-
getoon deur Holza_ fel en Gerber (1983) en Shaw en
Harding (1984) het asetaat vermoedelik 'n inhiberende
invloed op sekere lactobacilli; asetaatagar en selfs
MRS-agar is gevolglik nie geskikte media vir alle
lactobacilli wat in vleis en vleisprodukte voorkom
nie. 1Indien die log melksuurbakterietellings per ml

van monsters V28 tot V35 (op MRS-KS-agar) beskou word,
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TABEL 4.3 SUURINHOUD - AS % MELKSUUR - VAN 'N AANTAL
VOEDSELSOORTE WAARBY MELKSUURBAKTERIEE BETROKKE
IS EN DIE HOOFBESTANDDELE WAT GEBRUIK WORD IN
DIE BEREIDING DAARVAN. DIE LAND WAAR DIT
TRADISIONEEL GEBRUIK WORD, WORD OOK AANGEDUI
Voedselsoort | Wérelddeel Su:rizgigiuis Hoofﬁgz;:ziizz;tvan
Sauerkraut Duitsland 1,7 - 2,3 (a) { Kool
VSAa 0,68 - 0,4 (b)
1,5 (d)
Piekels Algemeen 0,6 -1,0 (a,b) | Komkommers, uie, blomkool, ens
Suurpap RSA 0,4 -0,5 (a) | Mieliemeel
Jogurt Algemeen 1,7 (c) | Melk
Kimchi Korea 0,4 -0,8 (b) | Sjinese kool, radyse en ander
groente
1dli/Dosa Indié 2,8 (b) | 'n Deeg van rys en dhal
Ogi Nigerié- 0,65 (b) | Suurpap van koring, sorghum
Gari Nigerié 0,85 (b) | Kasawortel
Balao balao Fillipyne 1,32 (b) | Rys en garnale
Kishk Midde-Ooste | 1,3 - 1,8 (b) | Skaapmelkjogurt en koring
Trahanas Griekeland do do
Trahanas Turkye do do

[OTRNN 0 TN o B 1
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blyk daar geen verband te wees met die melksuurkon-

sentrasie nie.

Dit kom voor of die melksuurbakterieé in monsters
V13, V17 en V34 in besonder deur asetaat onderdruk
is en daarom nie deur Rogosa-agar aangetoon kon word

nie.

4.2 BAKTERIETELLINGS

4.2.1 Totale plaattellings

Die totale aantal kolonies op telbare Std-I-agarplate
is bepaal as aanduiding van die getal lewenskragtige
organismes in 'n monster. Die gemiddelde tellings
wat verkry is by die produk- en eksudaatmonsters word
in Tabel 4.4 aangedui. Die volledige resultate van
die tellings word in Tabelle 2 en 3 in die Bylae uit-

eengesit (Kyk ook Fig. 4.3 ).

Die laagste telling van die produkmonsters is by
monster W4 aangeteken, nl. 6,55 logs per g en die
hoogste by W13 met 8,71 logs per g (Tabel 4.4).

By die eksudaatmonsters het die log tellings gewissel
van 8,2 by V4 tot 10,54 by V35, en meer as 10,7 log
tellings per ml by V6 (Tabel 4.4).

Oor die algemeen was die tellings by die eksudaat-
monsters 1 tot 2 logs hoér as dié vanaf die ooreen-

stemmende produkmonsters.

Die totale tellings van die produk- en eksudaatmon-
sters word in Tabel 4 in die Bylae in grootter 2ekse
ingedeel om die verspreiding van die tellings onder
die monsters aan te dui. In Fig. 4.4 word hierdie

frekwensie grafies voorgestel.

Altesaam 56% van die produkmonsters het tellings van

tussen 7,5 en 8 logs per g gehad, terwyl 82,6% van
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TABEL 4.4 VERGELYKING VAN GEMIDDELDE TELLINGS VAN DIE TOTALE
| AANTAL BAKTERIEE OP STD-I-AGAR MET DIE GEMIDDELDE
TELLINGS VAN DIE MELKSUURBAKTERIEE OP AA EN
MRS-KS-AGAR (MONSTERS 29-35). DIE TELLINGS VAN
DIE PRODUKMONSTERS WORD AANGEDUI IN LOG TELLINGS
PER g EN DI&é VAN DIE EKSUDAATMONSTERS IN LOG
TELLINGS PER ml. DIE INKUBASIEPERIODE WAS 72h
BY 30°C
Produkmonsters Eksudaatmonsters
Medium Medium
Monster Monster
Std-I | MRS-KS AA Std-I | MRS-KS AA

w1 7,72 8,08

w2 7,04 6,5 .

W3 7,75 7.7 V3 9,6 9,4

w4 6,56 6,3 v4 8,2 8,5

w5 7,63 7,4 v5 9,04 8,9

w6 8,36 8,7 V6 >10,7 10,3

w7 7,90 7.7 1

w8 8,0 7,9 v8 10 9,7

W9 7,75 7,6 va 2,8 9,4

wi0 7,45 7,5 V10 9,8 8,99

Wil 7,76 7,6 Vi1 8,6 8,5

wi3 8,72 6,5 V13 10,26 -

wi4d 7,60 -

W15 8,4 - V15 9,43 4,95

W16 8,18 6,6 vie 9,4 4,0

w17 8,26 6,97 v1i7 9,9 -

wis 7,91 4,7 vis 9,6 7,7

wi9 7,65 6,1 V19 9,7 8,04

w27 7,84 7,1 v27 9,2 7,1

w28 7,86 7,9 5,5 V28 9,3 9, 5,2

w29 8,48 9,1 4,2 V29 9,0 ' 4,6

w30 7,75 6,4 v30 9,8 9,7 8,6

w31 7,62 6,8 6,8 V31 9,5 9,1 5,6

w32 7,52 , 6,04 V32 9,98 9,4 8,5

w33 7,5 ' -

w34 8,66 8,7 - v34 10,1 10,3 -

W35 8,08 8,3 - v35 10,3 10,6 7,2
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FIG. 4.3 VERGELYKING VAN GEMIDDELDE TELLINGS OP STD-I-AGAR, AA EN MRS-KS-AGAR VIR DIE PRODUK- EN
EKSUDAATMONSTERS
% Eksudaatmonsters % Produkmonsters
— N (9%} =9 Ul - N (9%) = (92} ()}
o [en] (e ) (@] o (e»] (] o o (] (@]
MNRANRANRANR
o p
MNERN|
o -
NNV NAND N
[o) IS
S S N
-
|—l
(o]
a 3
NN ot NN
g 1
— D o —
3 [e]
— a
n
L b
SN S S S N NX N R . \\
] O v
5 B 02
i T
=~ ]
- 0
(@]

Z9

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

63 -

| (‘2«‘3

FIG. 4.4 VERDELING VAN DIE GEMIDDELDE GETALLE VAN TOTALE
AANTAL BAKTERIEE IN DIE PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
IN GROOTTEGROEPE EN DIE % MONSTERS WAARVAN DIE
GETALLE BINNE DIE GROOTTEGROEPE VAL
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die monsters binne die reeks 7 tot 8,5 geval het.
Soos verwag kan word, het hierdie reeks na 9 tot
10,5 logs per ml vir 85% van die eksudaatmonsters
verskuif. Die grootste groep, nl. 40%, het tellings

van 9,5 tot 10 logs per ml bevat.

Opbergingstudies is deur verskeie ander werkers onder-
neem om die soort en getalle mikroSrganismes in va-
kuumverpakte vleisprodukte vas te stel. Resultate
van die getalle totale mikrodrganismes wat in hier-

die studies verkry is, word in Tabel 4.5 gegee.

Uiteenlopende tipe eksperimente is gebruik om hierdie
resultate te verkry. Allen en Foster (1960), Kempton
en Bobier (1970) en Mol et al. (1971) het opberging-
studies met vars geproduseerde monsters gedoen wat

tot 16 weke lank geduur het. Ander navorsers het

hulle monsters vanaf kleinhandelaars verkry en daarna
opgeberg en bemonster (Duitschaever, 1977; Paradis

en Stiles, 1978 en Fruin et al. 1978). Opbergings-

temperature het van 0 tot 21°¢ gewissel.

Dit is dus moeilik om 'n vergelyking te tref met die
monsters in hierdie studie. Die tellings vanaf die
produkmonsters was egter vergelykbaar, nl. 6 tot 8
logs per g, alhoewel laer tellings ook verkry is.
Slegs by eksperimente deur Shay et al. (1978) is
hoér tellings gevind, nl. tot 9,4 logs per g.

Geeneen van hierdie navorsers het 'n eksudaat as

sodanig bemonster nie. Die gemiddelde tellings van
die totale aantal bakterieé in die eksudaatmonsters
in hierdie stucdie, was hoér as by die vleismonsters

van die bogenoemde outeurs.

4.2.2 Melksuurbakterieé

4.2.2.1 Resultate van tellings

Asetaatagar (Rogosa et al., 1951) by pH 5,5 is ge-

bruik om die aantal melksuurbakterieé in die 27

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



TABEL 4.5

VERGELYKING VAN TOTALE BAKTERIETELLINGS VANAF STD-I-AGAR VAN PRODUK-

RESULTATE VAN ANDER NAVORSERS

EN EKSUDAATMONSTERS MET

Produk Totale t?lllngs Navorsers
log tellings/g .
. Opbergings-
Opbergingstyd
Produkmonsters 6-8,7 temperatuur
Ei dat 8 16 7 Hierdie ondersoek
sudate -10,
Bologna 7 60 dae 342F Allen en Foster (1960)
"P & P Loaf" 7,50 60 dae 34°F
Weense worsies, Bologna-tipe wors 7,50 21 dae 3°C Alm et al. (19e61)
Bologna 4,92 7 dae 3-4%¢ Miller (1961)
"Pickle Loaf" 5,76 7 dae 3-4°%
Bologna, Weense worsies, "P & P Loaf" 8 4-16 weke 5% Kempton en Bobier (1970)
Noenvleis, Berliner wors 6,3-8,4 7 dae 80C Mol et al. (1971) Monsters vanaf kleinhandel
Bologna, Gekruide noenvleis 10° 3 weke 4-7°¢ Hill et al. (1976)
Bologna; Hoender, en Macaroni en 7-8,7 By aankoop bemonster - Duitschaever (1977) Monsters het toegelate
Kaas-tipe noenvleis rakleeftyd met nie meer as 5 dae oorskry nie
Bologna 6-8 By aankoop bemonster, 21°% Paradis en Stiles (1978)
of opgeberg tot by ver-
stryking van rakleef-
tyd -
Noenvleis 4,9-9,4 0-21 dae ZOzC Shay et al. (1978)
4,5-8,8 0c
“P & P Loaf" 5,4-8,3 5 dae 20°c Oblinger en Kennedy (1980)
4,6-7,7 5 dae 35°C
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produkmonsters en 22 eksudate te bepaal. Die ge-
middelde tellings wat op hierdie wyse verkry is,

word in Tabel 4.4 aangedui.

By die produkmonsters het die tellings van 4,18 tot
8,08 logs per g gewissel en by die eksudaatmonsters
van 4,0 tot 10,3 logs per ml (kyk Tabelle 5 en 6

in die Bylae). Die gemiddelde tellings vir die
produk- en eksudaatmonsters was 7,55 en 9,2 logs
per eenheid onderskeidelik.

Melksuurbakterieé kon by vyf van die 27 produk-
monsters en een van die 22 eksudaatmonsters met

asetaatagar (pH 5,5) nie opgespoor word nie.

Dit is gevind dat die natriumasetaat in die groei-
medium die groei van melksuurbakterieé kan inhibeer
(Holzapfel en Gerber, 1983; Shaw en Harding, 1984).
Asetaatagar (Merck) bevat 15g natriumasetaat per 1
en daarom is by monsters 28 tot 35 ook van ander
isolasiemedia gebruik gemaak. Asetaatagar waarby
0,5% fruktose gevoeg is en MRS~agar met 0,04%
kaliumsorbaat sonder natriumasetaat (MRS-KS-agar)
is addisioneel tot die asetaatagar gebruik. Die
fruktose is bygevoeg nad waarneming van verbeterde
groei van Lactobactllus divergens 1in 'n groeimedium
waarby fruktose of sukrose gevoeg is. Volgens
Stamer en Stoyla (1967) word die glukose in die
groeimedium tydens outoklavering afgebreek na
ander produkte, waarskynlik fruktose. Hulle het
swak groei by L. brevis gevind op media waar die
glukose met filters gesteriliseer is, maar indien
dié media geoutoklaveer is, het die organismes
goed gegroei. Aangesien AA nie geoutoklaveer word
nie, is die fruktose bygevoeg om die groei van die

melksuurbakterieé te stimuleer.

Die MRS-KS-agar is 'n groeimedium wat deur Reuter
(1970a) gebruik is, maar in die gewysigde medium
is natriumasetaat weggelaat (dit word wel geouto-
klaveer).
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Resultate van gemiddelde tellings wat op hierdie
media verkry is word in Tabelle 4.4 en 4.6 gegee.
Die melksuurbakterie-getalle vanaf afsonderlike
verdunnings word in Tabelle 5 en 6 in die Bylae

gegee,

Die gemiddelde tellings van die melksuurbakterieé
op AA+Fr (Tabel 4.6) het geen merkbare toename in
getalle by die produkmonsters getoon nie, maar wel
by die eksudaatmonsters. Dié toename in melksuur-
bakteriegetalle is egter laag in vergelyking met
die toename verkry op MRS-KS-agar. Volgens Tabelle
5 en 6 het die getalle melksuurbakterieé van 4,0
tot 7,07 logs per g by die produkmonsters en tussen
4,5 en 8,1 logs per ml by die eksudaatmonsters op
AA+Fr gewissel. Dié isolasiemedium is daarom slegs
by een isolasie-eksperiment gebruik vir monsters

28 en 29.

MRS-KS-medium blyk 'n goeie groeimedium vir melk-
suurbakterieé te wees. Dit is duidelik as die hoér
gemiddelde tellings van melksuurbakterieé& by die
produk- sowel as die eksudaatmonsters in Tabel 4.4
beskou word. Melksuurbakterieé is vanaf hierdie
medium geisoleer uit monsters W33, W34, W35 en V34
nadat geen kolonies van hierdie monsters op asetaat-
agar verkry is nie. Slegs by monsters 31 en 32 is
dieselfde aantal kolonies op die onderskeie media

gevind.

MRS-KS-agar is egter nie so selektief t.o.v. kata-
lase-positiewe organismes as die asetaatagar nie.
Ongeveer 50% van die katalase-positiewe organismes
wat vanaf monsters W28 tot W35 gekry is, was van

hierdie medium afkomstig.

In Fig. 4.5 word die gemiddelde tellings van melk-
suurbakterieé vanaf al drie media wat gebruik is
in die isolasie van hierdie groep organismes, ver-

gelyk. Hoér tellings is in alle gevalle met
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TABEL 4.6 VERGELYKING VAN DIE GEMIDDELDE TELLINGS VAN
DIE MELKSUURBAKTERIEE OP AA, AA+Fr EN MRS-KS
VAN MONSTERS 28 EN 29. DIE TOTALE BAKTERIE-
GETALLE OP STD-I-AGAR WORD OOK GEGEE. DIE
INKUBASIEPERIODE WAS 72h BY 30°c. TELLINGS
WORD AANGEDUI IN LOG TELLINGS PER EENHEID

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Mon- Medium Mon- Medium
ster ster
Std-1 AA AA+Fr | MRS-KS Std-I AA AA+Fr | MRS-KS
w28 7,86 5,5 4,8 7,9 W28 2,3 5,2 6,5 9,4
w29 8,48 4,2 6,9 9,1 W29 9,0 4,6 6,7 9,6
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SKEM/ TIESE VOORSTELLING VAN DIE GEMIDDELDE MELKSUURBAKTERIETELLINGS OP AA, AA+Fr EN
MRS-KS-AGAR NA 72H BY 300C BY 8 PRODUK- EN 7 EKSUDAATMONSTERS

NONNN NN N NN

NONCNN NN N NN

AA

4 AA+Fr

| d
1 . MRS-KS

_69_

NN N N NN NN NN
NONNNN N NN N

NN NN N NN

AN NN N NNNN NN

W29

W30

= DONN NN NN NN

W31 32

monsternommer

W33

W34

W35 vasg V29 V30 V31 V32 V34 v35

monsternommex

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA
- TU  —

@%&

MRS-KS-agar verkry, behalwe by monsters W31l en W32.
Die toename in getalle is veral opmerklik by die ek-

sudaatmonsters.

Die verdeling van die gemiddelde tellings van die
melksuurbakterieé in groottegroepe word in Tabel 7
in die Bylae getoon soos dit vanaf asetaatagar ver-
kry is, en in Tabel 8 t.o.v. MRS-KS-agar. In Fig.

4.6 word hierdie resultate grafies voorgestel.

4.2,.2.2 Resultate van ander werkers

Resultate van ander werkers m.b.t. melksuurbakterieé
wat voorkom in vakuumverpakte vleisprodukte, word in

Tabel 4.7 opgesom.

In die gevalle waar opbergingstudies gedoen is, was
die melksuurbakteriegetallé die laagste, soos by
Mol et al. (1971), Kempton en Bobier (1979) en Egan
et al. (1980) aangesien die opbergingstyd korter

was as die rakleeftyd wat gewoonlik aanbeveel word.

Die resultate van hierdie werkers stem ooreen met
dié van die produkmonsters, maar die getalle melk-
suurbakterieé in die eksudaatmonsters van hierdie

studie is veel hoer.

4.2.3 Tellings van B. thermosphacta

4.2.3.1 Getalle in monsters

B. thermosphacta 1is as oksidase-negatiewe kolonies
op STAA-agar by slegs 10 van die 27 produkmonsters
en by 11 van die 22 eksudaatmonsters gevind. Die
resultate van die gemiddelde tellings word in Tabel
4.8 en Tabel 9 in die Bylae gegee.

Tellings wat wissel van 2,0 tot 5,7, met 'n gemid-
deld van 3,35 logs per g, is vir die produkmonsters
gevind. Die gemiddelde telling van die eksudaatmon-

sters was hoér, nl. 4,72 logs per ml. Dié getalle
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FIG. 4.6 DIE VERSPREIDING VAN MELKSUURBAKTERIEE IN
GROOTTEGROEPE OP AA EN MRS-KS-AGAR BY DIE
PRODUK~ EN EKSUDAATMONSTERS
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TABEL 4.7 RESULTATE VAN TELLINGS VAN MELKSUURBAKTERIEE GEVIND IN VAKUUMVERPAKTE VLEISPRODUKTE DEUR
ANDER WERKERS. RESULTATE VAN GEMIDDELDE TELLINGS IN HIERDIE ONDERSOEK GEVIND, WORD GEGEE,
ASOOK DIE TIPE PRODUKTE EN INKUBASIETOESTANDE
Monsters
Tellings
Werkers Inkubasie
Tipe Produk Opmerkings
Tyd Temp.{ Medium log tellings per g
Hierdie ondersoek Produkmonsters AA 7,6 (4,2-8,7)
Eksudaatmonsters AA 9,2 (4,0-10,3)
Mol et al. (1971) Noenvleis Opbergingstudies 7 dae 8°c MRST-agar 4,3
AA 2,8
Aangekoop 7,6
Paradis en Stiles (1978) Bologna Aangekoop <15 dae rak- 5% LBS 6-8 : 31%
lewe oorskry
<15 dae rak- 2 : 41%
lewe oorskry 6-8 : 27%
Shay et al. (1978) Noenvleis Aangekoop en dadelik AA Homofermenteerders : 40%
bemonster Heterofermenteerders: 429
Kempton en Bobier (1979) Bologna Opberginstudies met 14 dae 5°C APTT ca. 6,0
"P & P Loaf" vars monsters 16 dae 5°¢C ca. 7,0
Weense worsies 16 dae SOC ca. 8,0
Egan et al. (1980) Noenvleis Opbergingstudies 12 dae 5°c| wMrs 8,0

L
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TABEL 4.8 RESULTATE VAN GEMIDDELDE B. THERMOSPHACTA -TELLINGS
OP STAA-MEDIUM VAN PRODUKMONSTERS (LOG TELLINGS
PER g) EN EKSUDAATMONSTERS (LOG TELLINGS PER ml)

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Monster | Gemid. Monster | Gemid.
W3 3,8 V3 5,3
w4 4,6 V4 6,5
W5 2,0 V5 3,8

V6 3,0
V8 2,0
w9 , 3,1 V9 4,8
W10 2,0
W1l 3,7 Vi1l 5,2
Wl4 2,4
W15 5,7 V15 6,6
W16 4,2 V16 5,2
W17 2,0 V17 6,4
V29 3,1
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het van 2,0 tot 6,6 logs per ml gewissel (Tabel
4.8).

By monster 10 kon B. thermosphacta nie in die eksu-
daat gevind word nie, terwyl dit by monsters 6, 8

en 29 slegs in die eksudaat aangetoon kon word.

4.2.3.2 Getalle van B. thermosphacta in vergelyking met

melksuurbakterieé

In Fig. 4.7 word die getalle van B. thermosphacta
diagrammaties met dié van die melksuurbakterieé
vergelyk. Soos verwag kan word, was die getalle
B. thermosphacta baie laer as dié van die melksuur-
bakterieé€. Alhoewel B. thermosphacta 'n belangrike
rol speel in die bederf van rou vleis (McLean en
Sulzbacher, 1953; Roth en Clark, 1972) is dit nie
'n belangrike bederforganisme by vakuumverpakte
vleisprodukte nie (Egan et al., 1980; Collins-Thomp-
son en Lopez, 1980 en Grau, 1980). 1In Tabel 4.9
word die gemiddelde getalle van melksuurbakterieé

en B. thermosphacta vergelyk.

Uit hierdie tabel blyk dit duidelik dat die getalle
van B. thermosphacta veel laer was as die melksuur-
bakterieé. Persentasiegewys maak B. thermosphacta-
getalle 0,003% uit van die totale tellings (op
Std-I-agar) by die produkmonsters en 0,0014% by die
eksudaatmonsters. Daarteenoor beslaan die melk-
suurbakterieé vanaf AA 8,89% en vanaf MRS-KS-agar
99% van die totale tellings by die produkmonsters.
By die eksudaatmonsters is die persentasies 1,04

en > 99 respektiewelik.

In Tabel 4.10 word die resultate van ander werkers
t.o.v. B. thermosphacta-getalle opgesom. Dit word ook
met die gemiddelde tellings van B. thermosphacta—

kolonies van hierdie studie vergelyk.
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4.7 VERGELYKING TUSSEN DIE GETALLE B. THERMOSPHACTA EN MELKSUURBAKTERIEE GETOON AS % MONSTERS
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TABEL 4.9 VERGELYKING VAN GEMIDDELDE TELLINGS VAN
MELKSUURBAKTERIEE EN B. THERMOSPHACTA
BY PRODUKMONSTERS (LOG TELLINGS PER gq)
EN EKSUDAATMONSTERS (LOG TELLINGS PER ml)

Monsters Melksuurbakteried B. thermosphacta
Produkmonsters 6,8 3,35
Eksudaatmonsters 9,6 4,72
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TABEL 4.10 VERGELYKING VAN GETALLE VAN BROCHOTHRIX THERMOSPHACTA EN MELKSUURBAKTERIEE
IN VAKUUMVERPAKTE VLEISPRODUKTE GEVIND DEUR ANDER WERKERS. DIE GETALLE
VAN HIERDIE ONDERSQOEK WORD OOK AANGEGEE ASOOK DIE PRODUKTE WAT IN DIE
VERSKILLENDE ONDERSOEKE GEBRUIK IS

Tellings (log per g of ml)
Werkers Tipe produk
Melksuurbakterieé B. thermosphacta
Hierdie ondersoek Produkmonsters 7,6 4,73
Eksudaatmonsters 9,2 5,97
Mol et al. (1971) Noenvleis 7,6 5,2 !
- ~
~
Paradis en Stiles (1978) Bologna 2 *¥22,7% 2,0 %*62,8% \
2-4 13,6% 2-4 16,8%
4-6 13,6% 4-6 13,3%
6-8 31%
8 18,2%
Shay et al. (1978) Noenvleis 50% van totale 50% van totale
populasie populasie

*pPersentasie van totale aantal monsters.

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



NIVERSITEIT VAN PRETORIA
NIVERSITY OF PRETORIA
UNIBESITHI YA PRETORIA

@%&

u
u
Y

Die resultate, soos in Tabel 4.10 weergegee, is in
ooreenstemming met bevindings van hierdie onder-
soek. Die getalle van die melksuurbakterieé het
dié van B. thermosphacta in alle gevalle oorskry.

B. thermosphacta kan dus nie as 'n belangrike bederf-
organisme by hierdie tipe vakuumverpakte vleis-

produkte beskou word nie.

Egan et al. (1980) beweer egter dat bederf by pro-
dukte nie noodwendig deur die organismes wat in die
grootste getalle voorkom, veroorsaak word nie. 1In
hul eksperiment is die noenvleis met B. thermosphacta
sowel as homo- en heterofermentatiewe melksuurbak-
terieé geinokuleer. B. thermosphacta-getalle was 8,0
log tellings per g na 9 dae by SOC, terwyl die melk-
suurbakterieé& 'n langer sloerfase gehad het en dié
getalle eers na 12-21 dae bereiﬁ het. Bederf van
produkte deur B. thermosphacta word waargeneem as
'n "af"-aroma veroorsaak deur die hoofeindproduk
asetolien. By melksuurbakterieé word bederf hoof-
saaklik deur suurvorming veroorsaak, wat nie nood-
wendig beteken dat dit van die rak verwyder moet
word nie. Die melksuur gee 'n pikante smaak aan
die produk, wat deur sommige verbruikers verkies
word. Die suurvorming gaan egter gepaard met 'n
"af"-geur ("flavor") by die vleisprodukte wat dit

onaanvaarbaar maak.

Hierdie bevindings stem in 'n groot mate ooreen
met dié van Mol et al. (1971), nl. dat bederf van
hierdie tipe produkte plaasvind wanneer bakterie-
getalle 8,0 log tellings per ml of g bereik. Hulle
berig ook dat die pikante smaak wat veroorsaak word
deur die melksuur, die rakleeftyd van die produkte
kan verleng. Dieselfde gevolgtrekking word ook
gemaak deur Surkiewicz et al. (1976) t.o.v. inge-

maakte ham.

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



&
&

s‘ UNIVERSITEIT VAN PRETORIA

A 4

UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

4.2.4 Enterobakterieé

4.2.4.1 Resultate van tellings bY'produk-en eksudaatmonsters

Die resultate wat verkry is d.m.v. tellings van
enterobakterie-kolonies op DHL-agar, word in
Tabel 4.11 en Tabel 10 in die Bylae gegee.

By die produkmonsters was die gemiddelde telling
2,25 logs per g indien die kolonies wat oor die

hele plaat gesprei het - moontlik Proteus—spp. -
buite rekening gelaat word. Die getalle het van

1,0 tot 4,2 logs per g gewissel.

Die gemiddelde log tellings per ml vanaf die eksu-
daatmonsters was 2,49 met getalle wat van 1,0 tot
4,5 logs per ml gewissel het. Spreiende kolonies
wat moontlik Proteus—spp. was, is by vier monsters
gekry. Hierdie kolonies is nie in berekening ge-

bring vir bepaling van die gemiddeldes nie.

4.2.4.2 Identifikasie van kolonies op DHL-agar van

monster V32

Tipiese kolonies is op DHL-agarplate gekies en
enkelkolonies van elk op afsonderlike DHL-agar-
plate verkry nd inkubasie by 37°C vir 24h en by
25°C vir 48h. TIdentifikasie van dié enterobak-
terieé is gedoen m.b.v. die API-20E-sisteem. In
Tabel 4.12 word hierdie kolonies beskryf en die
moontlike identifikasie n.a.v. die API-20E-sisteem

gelys.

4.2.4.3 Riglyne vir Enterobakterieé in vleis

Uit Tabel 2.2 blyk dit dat die riglyn vir entero-
bakterieé vir vleis in Denemarke minder as 100
organismes per g is, en 10 per g in Belgié (Leist-
ner et al., 1981). Van die 21 produk- en eksudaat-
monsters was die getal enterobakterieé€ by 15 daar-

van hoér as dié aanbevole riglyn.
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TABEL 4.11 GEMIDDELDE TELLINGS VIR PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS

VAN a) Entergbakterieé (op DHL-agar, 96h by 37°
en 25°C)

b) Enterococci (op CATC-agar, 48h by 370C)
c) Staphylococci (op B-P-agar, 72h by 37°¢)

Oyt

d) Giste en swamme (op ADA-medium, 72hk37250C)

Produkmonsters (log tellings per g) Eksudaatmonsters (log tellings per ml)
Groep organismes Groep organismes
) Staphylo- o ) Staphylo-{ ¢
Mon- .E cocci % Mon- % cocci %
sters] by ° 2 sterg g a =
Ry 0 R Q
I o | 3 53 ol 5
Sl 5 &) & e 5| & &l
Wi
w2 2,98 2,7
W3 v3
w4 v4
W5 1,0 V5 2,5
Wwé V6 2,3 2,5 2,0
W7 3,4
w8 2,3 3,2 v8 2,6| 3,8| 5,4
W9 3,71 2,3| 2,5 V9 2,71 2,8} 2,3] 3,9
w10 v10 2,0 2,5
Wil 1,0 3,0 6,9 Vi1 2,3 3,0} 3,3 7,7
W13 3,5 Vi3 1,0
wi4 3,0
w15 2,4 3,99 | 2,4 7,2 V15 3,2 4,6 4,5
W16 4,2 4,9 |2,6 2,7| | vie 4,5 5,1( 3,5 3,9
w17 v17
wis V18 1,0 4,4
w19 V19 2,0 4,0
w27 3,4 4,9 3,71 4,5| 4,0 v27
w28 4,9 vas
w29 1,75 2,5 V29 3,0 3,3( 3,7
W30 2,2 V30 6,1
w31 2,4 V31 5,0
w32 1,3 V32 2,95 2,7 4,3 4,5| 3,45
W33 4,2
W34 spreiers 2,01 4,0 v34 spreiers 2,6 6,3
W35 spreiers 2,012,0] 3,4 V35 |spreiers | 2,7 4,6 5,1
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TABEL 4.12

D.M.V. DIE API-20E-SISTEEM

(0§33

IDENTIFIKASIE EN BESKRYWING VAN KOLONIES VAN ENTEROBAKTERIEE GEISOLEER UIT

MONSTER V32 (10-2verdunning) OP DHL-AGAR NA 72h. IDENTIFIKASIE IS GEDOEN

Koloniebeskrywing (op DHL-agar nd 72h)
Nr. Genus en spesie ;
Deursnit ,
Vorm Elevasie Kleur
(mm)
1 Citrobacter freundii 4 Rond Opgehewe Ligpienk, swart in die middel
Enterobacter agglomorans 4 Rond | Opgehewe met | Pienk

holte in die

middel
3 Klebstiella oxytoca 3 Rond Opgehewe Ligpienk, donkerpienk in middel
4 Klebsiella pneumoniae 3 Rond Opgehewe Ligpienk
5 Enterobacter cloacae 3 Rond Opgehewe Donkerpienk
6 Proteus 3 Rond Plat Swart
7 Enterobacter cloacae 4 Rond Plat Pienk, bruin in die middel, geriffeld
8 Citrobacter freundit 2 Rond Plat Pienk, swart in die middel
9 Citrobacter freundii 4 Rond Plat Konsentriese ringe van pienk, wit, bruingeel
10 | Citrobacter freundii(?) 3 Rond | Opgehewe met | Donkerpienk

holte in die

middel
11 | Klebsiella oxytoca 5 Rond Opgehewe Ligpienk
12 | Enterobacter cloacae 4 Rond Opgehewe Pienk, bruin in die middel
13 | Klebstiella oxytoca 4 Rond Opgehewe Pienk, bruin in die middel
14 | Escherichia coli 2-3 Rond Konveks Donkerpienk

18
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Escherichia colt, wat volgens riglyne afwesig moet
wees in l.gmonster, 1is opgespoor by monster V32 in

getalle van 3,2 log tellings per ml.

Hoé getalle ongewenste enterobakterieé in die mon-
sters dui op moontlike swak higiéne en sanitasie

in die fabriek n& die hittebehandelingsproses wat
hierdie tipe produkte ondergaan het. Herbesmet-
ting van die produkte vind gewoonlik plaas tydens
die opsny van die produkte en by verpakking (Mol
et al., 1971). Moontlike swak opbergingstoestande
by 'n te hoé& temperatuur kan tot die vermeerdering
van die organismes bydra. Die teenwoordigheid wvan
hierdie groep organismes is ook uit 'n gesondheids-

oogpunt ongewens.

4.2.5 Enterococci

4.2.5.1 Resultate van tellings van kolonies op CATC-agar

Slegs donkerrooi kolonies - 'n donkerrooi pigment
a.g.v. die reduksie van 2,3,5-trifenieltetrazolium-
chloried om rooi formazan te vorm - met 'n deursnit
van meer as 1 mm is getel, en ter bevestiging ook
mikroskopies ondersoek. Die resultate van die ge-

middelde tellings word in Tabel 4.11 aangedui.

Tellings wat wissel van 2,3 tot 5,1 logs per een-
heid is gevind, met 'n gemiddelde telling van 3,63
logs per g by die produkmonsters en 3,2 logs per

ml by die eksudaatmonsters, soos blyk uit Tabel 11

in die Bylae.

4.2.5.2 Riglyne t.o.v. getalle enterococci in vleis

Riglyne vir die teenwoordigheid van enterococci in
vakuumverpakte, verwerkte vleis is slegs deur Dene-
marke en Belgié voorgestel (Leistner et al., 1981;
Debevere, persoonlike mededeling), nl. minder as
100 per g en 1 000 per g onderskeidelik. By vyf
van die 14 monsters (d.i. 36%) is hoér tellings

as hierdie riglyne verkry.
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4.2.5.3 Vergelyking met resultate van ander werkers

In Tabel 4.13 word die resultate van vier ander

outeurs se werk opgesom.

Volgens Paradis en Stiles (1978) en Duitschaever
(1977) is die getalle enterococci positief gekor-
releer met die totale plaattellings. Die ho& ge-
talle enterococci en totale tellings dui dus op
ongewenste hoé& opbergingstemperature nd verpak-
king waartydens dié organismes vrylik kon vermeer-
der. Die belangrikheid van 'n lae temperatuur

(0 - 4°¢) tydens hantering, vervoer, opberging en

uitstal in die winkel blyk uit hierdie resultate.

4.2.6 Staphylococcus-getalle

Die kolonies wat op ‘Baird-Parker-medium gevind is,

kan in twee groepe verdeel word:

i. Tipiese kolonies: swart skyfvormige kolonies
met 'n helder sone rondom wat op die teenwoor-
digheid van lesitinase dui. Soms is 'n wit,
korrelrige neerslag as konsentriese sirkel bin-
ne dié helder sone rondom die kolonie waarge-

neeme.

ii. Atipiese kolonies: swart, skyfvormige kolonies,
maar geen lesitinase-sone of wit neerslag is

hier aanwesig nie.

Tipiese kolonies 1is by agt vleis- en agt eksudaatmon-
sters gevind, terwyl atipiese kolonies by vier vleis-

en ses eksudaatmonsters gevind is.

Verdere identifikasie van tipiese Staphylococcus -kolo-
nies is nie gedoen nie. Dié identifikasie behels ver-
ryking in brein-hartinfusiesop en koagulasetoetse met

koagulaseplasma.

Getalle wat gevind is by hierdie monsters, word in

Tabel 4.11 opgesom.
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TABEL 4.13 VERGELYKING VAN RESULTATE VAN TELLINGS VAN
ENTEROCOCCI BY DIE PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
VAN HIERDIE ONDERSOEK MET DIE RESULTATE VAN
ANDER WERKERS. DIE MONSTERS WAS IN ALLE GEVALLE
VAKUUMVERPAKTE, VERWERKTE VLEIS

Tellings
3
@
2 —_
o
0 <
e 0
o o
Werkers Tn) E Opmerkings
5 -
i oK
[l = —
@ - c o
> > P 0
7] Q —~
® o % O -
Hierdie ondersoek:
Produkmonsters 22 4,5
Eksudaatmonsters 40 4,3
Duitschaever (1977) 100 45 >3,0 Monsters het vervaldatum
3,0- 6,7| met nie meer as 5 dae oor-
skry
Duitschaever (1978) 26,7 100} «< 3,0 Monsters is aangekoop
voor vervaldatum
Paradis en Stiles (1978) 78 60| >2,0
1,0-8,3
Oblinger en Kennedy (1980) 100 64 3,0
4,9-6,4
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Soos uit Tabel 4.11 en Tabel 12 van die Bylae blyk,
het die tellings van tipiese kolonies by die produk-
monsters van 2,0 tot 3,7, en atipiese kolonies wvan
2,0 tot 4,5 logs per g gewissel. (Gemiddeld: 2,8
by tipiese kolonies en 2,7 logs per g by atipiese

kolonies.)

Tipiese kolonies by eksudaatmonsters het gewissel van
2,5 tot 4,3, met 'n gemiddeld van 3,35 log tellings
per ml. Die getal atipiese kolonies was gemiddeld
3,48 log tellings per ml en het van 2,0 tot 4,6 log

tellings per ml gewissel.

Mol et al. (1971), Surkiewicz et al. (1976), Duitschae-
ver (1977), Paradis en Stiles (1978), Fruin et al.
(1978), Duitschaever (1978) en Oblinger en Kennedy
(1980) het almal bevind dat Staphylococcus aureus nie

in sorgwekkende getalle in die monsters wat hulle
ondersoek het, voorkom nie. 1In alle gevalle was die
getalle minder as 1 000 per g. Ter vergelyking wis-
sel die riglyne in Denemarke, Frankryk, die VSA en
Belgié volgens Leistner et al. (1981) tussen nul en

minder as 100 S. awreus-organismes per g (Tabel 2.2).

Shay et al. (1978) het koagulase-positiewe S. aureus
by 50% van hul monsters gevind waarvan een 'n tel-
ling van 4,7 logs per g gehad het. Hulle het gevind
dat die monsters geen lewensvatbare S. aureus—organismes
bevat het ni die kookproses nie, maar dat kontamina-
sie plaasvind deur kontak met die werkoppervlaktes,
apparaat en personeel tydens opsny en verpakking van
die produkte. Die voorgestelde riglyn van 100 orga-
nismes per g soos deur Hobbs (1967) voorgestel, is

in hierdie geval van toepassing.

Oblinger en Kennedy (1980) het ook klem gelé& op
higiéne nd die kookproses om kontaminasie met orga-

nismes wat 'n gesondheidsgevaar inhou, te beperk.
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Die gemiddelde aantal tipiese kolonies by die eksu-
daatmonsters van hierdie ondersoek was effens hoér
as by die produkmonsters. Hierdie hoé& getalle kan
op 'n herbesmetting nd die kookproses dui, op swak
sanitasie tydens produksie en ontoereikende opber-

gingstoestande.

Giste en swamme

Resultate van tellings van gis- en swamkolonies vanaf
ADA-medium word in Tabel 4.11 en Tabel 13 in die Bylae

aangedui.

By die produkmonsters het die tellings gewissel van
2,0 tot 7,2 logs per g by 15 monsters (55,5%) met 'n
gemiddelde telling van 3,95 logs per g. 16 Eksudaat-
monstefs (72,7%) het tellings opgelewer wat van 2,0
tot 6,3 logs per ml gewissel het met 'n gemiddeld

van 4,42 logs per ml. (Die getalle by monster V11
het egter 7,5 logs oorskry.)

Miller (1961) het giste by aangekoopte monsters ge-
vind en Shay et al. (1978) het giste en swamme by 7%
aangekoopte monsters gevind, maar bevind dat die tel-
lings wissel van produsent tot produsent. Die tel-
lings wat deur Oblinger en Kennedy (1980) gerapporteer
word, wissel van 2,5 tot 5,9, met 'n gemiddeld van

4,5 logs per g. Hierdie tellings was volgens hulle
positief gekorreleer met die totale aérobe plaattel-

lings van die monsters.

Hoér getalle van giste en swamme is in hierdie onder-

soek gevind as deur die bogenoemde werkers.

Hierdie groep organismes vorm die tweede grootste
groep van die totale mikrobepopulasie by hierdie mon-
sters. Dit is dus naas die melksuurbakterieé& ook

betrokke by die bederf van die produkte.
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4.3 KARAKTERISERING VAN ISOLATE

4.3.1 Voorlopige ordening

Altesaam 537 isolate is vanaf asetaatagar, asetaat-
agar met 0,5% fruktose, Std-I-agar en MRS-KS~agar
geisoleer. Hierdie isolate is t.o.v. hul Gramreaksie,
die teenwoordigheid van katalase en pseudokatalase en

moontlike hemolitiese eienskappe ondersoek.

Gramreaksie: Al die isolate wat katalase-negatief

was, het 'n positiewe Gramreaksie getoon.

Katalasereaksie: Van die 537 isolate, was 475 kata-
lase-negatief, en is as waarskynlike melksuurbakte-

rieé aan verdere ondersoeke onderwerp.

Pseudokatalase en hemolise: Bloedagarplate is gebruik
om die vorming van pseudokatalase sowel as die moont-
like hemolitiese eienskappe van die 475 isolate aan

te toon. Al die isolate was positief t.o.v. die teen-
woordigheid van pseudokatalase, maar geeneen het die
bloedselle in die omgewing van die koloniegroei geli-

seer nie.

4.3.2 Morfologiese karakterisering

4.3.2.1 Koloniemorfologie

Die morfologie van enkelkolonies van elke isolaat op
MRS-agar is nd 48h by 25°C (ana&roob) ondersoek. Die
vorm, kolonierand, elevasie, oppervlak en kleur van

'n enkelkolonie is in ag geneem.

Die kolonies het die volgende algemene eienskarwe

gehad:
Vorm: Al die kolonies was rond.

Deursnit: Speldpuntkolonies is gevind, maar die
meeste kolonies se deursnit het van 0,5 tot 2 mm

gewissel.

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

éﬁ
<

Kleur: Die meeste kolonies was gryswit tot lig room-
kleur. 'n Aantal geelbruin kolonies is ook gevind,
asook kolonies wat deurskynend was - veral die speld-
puntgrootte kolonies -, of kolonies met 'n wit kern

en deurskynende rand.

Elevasie: Die meeste kolonies was effens konveks
tot konveks, soms met 'n effense induiking in die

middel. 'n Aantal plat kolonies is ook gevind.
Oppervlak: Al die kolonies was glad en blink.

Van die algemeenste kolonietipes word in Fig. 4.8

getoon.

4.3.2.2 selmorfologie en -rangskikking

Katalase-positiewe isolate:

M.b.v. fasekontrasmikroskopie van sommige van hierdie
isolate, kon die volgende morfologiese groepe onder-

skei word:
- Cocci wat enkeld, in pare en klompe voorkom.

- Kort dik stafies met opvallende knakdeling; ket-

tings is ook hier waargeneem.

- [Kort stafies, baie onreélmatig en pleomorf.

Katalase-negatiewe isolate:

Die tipiese morfologie van die enkelselle asook hul
rangskikking tot mekaar, is m.b.v. fasekontrasmikro-
skopie en aftaselektronmikroskopie in 48h-oue kul-

ture bestudeer.

Tipiese kort tot medium lang staafvormige selle is
meestal waargeneem wat enkeld, in pare of kort ket-

tings (ca. vier tot agt selle) voorkom (Fig. 4.9),.

By 'n groot aantal isolate (ca. 50%) het benewens
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FIG. 4.8a, b TIPIESE KOLONIES VAN DIE MELKSUURBAKTERIEE
OP MRS-AGAR (ANAEROBE INKUBASIE VIR 48h BY

25%¢)
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FIG. 4.8 ¢, d TIPIESE KOLONIES VAN DIE MELKSUURBAKTERIEE
OP MRS-AGAR (ANAEROBE INKUBASIE VIR 48h BY

25°C)
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FIG. 4.8 e, £ TIPIESE KOLONIES VAN DIE MELKSUURBAKTERIEE
OP MRS-AGAR (ANAEROBE INKUBASIE VIR 48h BY

25°¢)
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FIG. 4.9 a, b, ¢ VOORBEELDE VAN DIE TIPIESE SELMORFOLOGIE
WAT BY DIE MELKSUURBAKTERIEE GEVIND IS

a : Isolaat L2293
Vergroting : 14 000 X

b : Isolaat L2085
Vergroting : 15 000 X
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c : Isolaat L1699
Vergroting : 10 000 X
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die enkelselle, ook gedraaide kort kettings in
aggregate voorgekom. 'n Byna algemene verskynsel
was lang filamentagtige selle wat tesame met die
meer tipiese selle voorgekom het. Hierdie verlengde
selle was enkelselle of kettings wat meestal reguit
was, maar soms 'n gedraaide tot selfs spiraalagtige

voorkoms gehad het (Fig. 4.10).

Die "gedraaide" filamente is 'n ongewone verskynsel
by melksuurbakterieé. Aangesien dit algemeen voor-
gekom het, kan dié morfologie moontlik in verband ge-
bring word met die spesifieke habitat of isolasie-
metodes. 'n Ondersoek van die peptidoglikaansame-
stelling van hierdie selle se selwande kan moontlik

'n verklaring bied vir dié ongewone morfologie.

Flégella is by 17 isolate gevind. Dit is m.b.v.
die transmissie-elektronmikroskoop waargeneem en
word in Fig. 4.11 getoon. Beweeglikheid is ook be-
vestig deur die troebelheid wat na 48h inkubasie in
die semi-soliede medium van Reuter (1970a) ontstaan
het.

4.4 TIDENTIFIKASIE VAN ISOLATE

4.4.1 Heterofermenterende melksuurbakterieé

Slegs 21 van die 475 katalase-negatiewe isolate (d.1i.
4,4%) het in MRS-sop sonder di-ammoniumwaterstofsitraat
gas uit glukose gevorm. Hierdie bestanddeel van
MRS-medium is weggelaat om die moontlikheid van dekar-
boksilasie van sitraat uit te skakel. 1In 'n verdere
verdeling van die groep heterofermenterende melksuur-
bakterieé€ is 15 isolate gevind wat D(-)-melksuur en

6 wat DL-melksuur gevorm het.

4.4.1.1 D(-)-melksuurisolate

Hierdie 15 isolate het as medium-groot, ovale cocci

tot kokkoide stafies wat soms onre&lmatig was,
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FIG. 4.10 VOORBEELDE VAN ONREEILMATIG GEDRAAIDE EN

VERLENGDE SELLE (MRS-SOP, INKUBASIE VIR
48h BY 25°C)

Isolaat L2085, vergroting : 15 000 X
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FIG. 4.11 TRANSMISSE-ELEKTRONMIKROSKOOPFOTO'S OM DIE
FLAGELLA BY BEWEEGLIKE STAMME TE TOON.
Isolaat L1787, vergroting : 80 000X, 20 000 X
(Vanaf MRS-plate, anaérobe inkubasie
vir 48h by 25°C)
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onder die fasekontrasmikroskoop vertoon. Kettings
het algemeen voorgekom, en by isolate L1642, L2113

en L2231 was dit gedraai en onreélmatig. Enkelselle
is by ses isolate opgemerk terwyl knakdeling by iso-
laat L1642 gevind is. Tipiese morfologie vir hier-
die groep word in Fig. 4.12 getoon soos met die skan-

deerelektronmikroskoop waargeneem.

Die monsters waaruit die 15 isolate afkomstig was,

word in Tabel 4.14 aangedui.

In die 1974-uitgawe van Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology (Buchanan en Gibbons, 1974)
word die eienskappe van Leuconostoc -spesies beskryf.
Dié groep het sferiese tot effens verlengde kokkoide
selle in pare en kettings, is Gram-positief en vorm
D(-) -melksuur uit glukose. Ammoniak word nie uit
arginien gevorm nie en slymvorming uit sukrose word
soms aangetref. Volgens Teuber en Geis (1981) be-
vat die selwande van hierdie groep geen m - A,pm
nie en wissel die finale pH van Leuconostoc—kulture
na 72h van 3,8 tot 4,6. Hierdie eienskappe is ge-
bruik om dié groep isolate as Leuconostoc — spesies
te klassifiseer, tesame met 'n reeks suikerfermen-

tasietoetse en ander groeitoetse.

In Tabel 4.15 word die belangrikste eienskappe van
hierdie groep heterofermenterende melksuurbakterieé

wat D(-)-melksuur vorm, aangetoon.

Slegs drie isolate uit hierdie groep het geen slym
uit sukrose geproduseer nie, en twee hiervan kon in
ooreenstemming met Holzapfel (1969) moontlik as
Leuconostoc lactophilum geklassifiseer word. Fermen-
tasie van laktose en die onvermoé& om malaat te ge-
bruik, is kenmerkend van hierdie spesie. Die ander
isolaat is waarskynlik Leuconostoc paramesenteroides

aangesien laktose nie gefermenteer word nie.
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FIG. 4.12 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN D (-)-LAKTAATVORMENDE
HETEROFERMENTEERDERS (LEUCONOSTOCS)
(UIT MRS-SOP, INKUBASIE VIR 48h BY ZSOC)
Isolaat L2102, vergroting : 20 000 X en
25 000 X
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TABEL 4.14

(02!;:

BESONDERHEDE VAN DIE MONSTERS WAARUIT LEUCONOSTOC -SPP. GEISOLEER

IS EN DIE MINIMUM POPULASIE (LOG TELLINGS PER EENHEID) VAN DIE

ONDERSKEIE ISOLATE

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Tipe Monster No Med ium Aantal Log getal No Med ium Aantal Log getal
isolatel inmonster isolate | inmonster
Weense worsies W5 AR 1 6,0
V10 AA 1 P
Vil AA 1 ,
V17 Std-I 1 ’
V18 AA 1 '
V28 | MRS-KS 2 ’
W29 | MRS-KS 2 7,0 V29| MRS-KS 2 ’
Frankfurters V31 Std-I 1 '
Noenvleis W2 AA 2 ,
W34 | MRS-KS 1 ’

66 -
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TABEL 4,15 FISIOLOGIESE ELENSKAPPE VAN DIE HETEROFERMENTERENDE MELKSUURBAKTERIEE WAT D (-} -MELKSUUR VORM (LEUCONOSTOC SPP.)
Isolate Fisiologiese toetse Identifikasie
518 el o] ol 4 o | gl o o g
B3 alsa| g =888 oo | ol o]z8 als]a]d]. ] z | §
ol 8|S |32 (35|28 3 |3s| a2 28| 2 2|2 2|8 |ala]lE]|B]|:
ol 213 |85) = |a3|83| 5 |asl e D222 8B 8)8)3lZ]-|=]|E
c-| & |8 |AZ| 8 (85|ac| S |82 f|2|ia| S|4 |s|F|d|2|F[23|z]|3]|a
L616 - + + + + - + + - - + + - - - + + + + - 14,6 + L. megenteroides/dextranicum
L620 - - - - + - + + - - + + - - - + + + + - - 14,4 + do
L1562 + - - + + - + + - + + + + - + + + + P N - |4,66] + do
L1619 + - - + + - + + - + + + + - - + + + + - - | 4,55 + do
L1642 - - - + + + + + + + + + + - - + + + + - - 14,5 + do
L1767 - - - + + - - + - + + + + - - + + + + - - 14,32 + do
L1790 - - + + + - + - - + + - + - - ¥ + + - + - 14,17 - L. paramesenteroides
L2102 + - - + + - + + + + + + + + - + + + + - - 13,951 + L. mesenteroides/dextranicum
L2111 + - - + + - + - - + + + + - - + + + + - + |3,86] + do
L2113 + - - - + - + + - + + + + - - + + - + - + 13,87} + do
L2118 + - + + - + + - + + + + - - + + + + - + |3,96] - | L. lactophilum
L2128 + _ + - . - + + - . + + + - - + + - + - + |3,88] + L. mesenteroides/dextranicum
L2130 + - + - + - + - - + + + + - - + + - + + - 14,41} - L. lactophilum
L2231 + - + + - + + - + + + + + - - + + + - + |3,86 L. mesenteroides/dextranicum
L2278 + - - + - + + - - + - + - - - - - - - - 14,03 L. amelibiosum
* 66,71 6,7} 33,3 73,3/ 93,3 13,3/93,3/73,3/13,3| 86,7} 93,3/ 86,7 80 13,31 6,7186,7/93,3] 80 |86,7| 20 | 33,3|4,2 | 60
*a 63,6 9 | 27,3 72,7 100 9 | 100(81,8/18,8/81,8 100| 91|81,8| 18,80 9 | 91 | 100|81,8| 100] 9 |36,4]4,2
* Verwys na % van die isolate wat positiewe reaksies toon en die gemiddelde eind pH-waarde.
** Verwys na % van die L. mesenteroides/L. dextranicum-isolate wat postiewe reaksies toon. :4
o
100% positiewe reaksies: D(-)-melksuur, gas uit glukose, groei by 1S°C, fermentasie van'fruktose, sukrose, trehalose. °

0% positiewe reaksie: Katalase, groei by 45°C, gas uit sellobiose,

melezitose, sorbitol, stysel, m - Azpm, NH

fermentasie van inositol, inulien, mannitol, mannose,

3 uit arginien, beweeglikheid, nitraatreduksie, gelatinase.
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Die ander 12 isolate het almal slym uit sukrose ge-
vorm en is as lede van die Leuconostoc mesenteroides—
groep geklassifiseer. Hierdie groep bestaan uit

L. mesenteroides, Leuconostoc dextranicum en Leuconostoc
amelibiosum. L. amelibiosum word van die ander twee
spesies onderskeli op grond van sy Lys—(Ala)z—tipe
selwandpeptidoglikaan en die onvermoé om melibiose
te benut. Isolaat L2278 kan moontlik tot hierdie

spesie gereken word.

Die oorblywende 11 isolate is dus waarskynlik

L. mesenteroides of L. dextranicum. L. dextranicum het

'n kleiner suikerfermentasiespektrum wat hierdie
spesie onderskei van L. mesenteroides. Volgens hibri-
disasiestudies is hierdie twee spesies homoloog en
kan waarskynlik in die toekoms as een spesie gereken
word (Holzapfel en Kandler, ongepubliseerde resul-
tate).

Opsommende beskrywing van die heterofermenterende

D(-)-melksuurisolate

Morfologie (48h by 25°¢ op MRS-agar; anaérobe

inkubasie) :

Kolonies: 0,5 tot 2 mm in deursnit, rond met gladde,
blink oppervlakte. Plat (drie isolate) en
konvekse elevasie (twaalf isolate); room-
wit tot gryswit (tien isolate) en deur-

skynend met roomwit kern (vyf isolate).

Mikroskopies: Effens verlengde of ovale cocci, meestal
in kettings en pare; soms is enkelselle
waargeneem. Die kettings was soms on-

reélmatig gedraai (Fig. 4.12).

Fisiologies: Al 15 isolate het gas uit glukose en

D(-) -melksuur gevorm, by 15°¢ gegroei
en was katalase-negatief. Arginienhi-
drolise, beweeglikheid, nitraatreduksie

en groei by 45°C is nie aangetoon nie.
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Groei by 4°c is by tien isolate waar-
geneem terwyl die gemiddelde eind-pH

4,2 was.

Slymvorming uit sukrose is by 12 isolate gevind waar-
van een isolaat (L2278) nie melibiose kon fermenteer
nie (L. amelibiosum). Die ander 11 isolate is as

L. mesenteroides/L. dextranicum geldentifiseer. By drie
isolate kon slymproduksie vanaf sukrose nie aange-
toon word nie waarvan twee isolate (L2110 en L2130)
laktose kon fermenteer (L. lactophilum), en een iso-
laat (L1790) laktose nie benut het nie (L. paramesen-
teroides) (Tabel 4.15).

4.4.1.2 DL-melksuurisolate

Hierdie heterofermenterende, katalase-negatiewe groep
van ses isolate kan morfologies onder die genus Lacto-
bacillus geklassifiseer word terwyl hul ook tipies
DL-melksuur uit glukose gevorm het, maar geen slym
uit sukrose nie. Die suikerfermentasiespektrum het
ook van dié van die Leucorostoc —spesies verskil.
Hierdie isolate is gevolglik as heterofermenterende
lactobacilli ("subgenus" Betabacterium) geklassifi-

seer.

In Tabel 4.16 word die monsters waaruit die isolate

afkomstig is, aangetoon.

Fig. 4.13 toon die morfologie van een van die iso-
late van hierdie groep soos onder die skandeerelek-
tronmikroskoop waargeneem. Die kolonies van hierdie
isolate was rond, 1 tot 2 mm in deursnit, roomwit
met 'n gladde, blink oppervlak; twee isolate se ele-
vasie was plat en die ander konveks. Die selle
(soos met die fasekontrasmikroskoop waargeneem) was
kort, dik, reguit stafies wat enkeld of in pare voor-
gekom het, behalwe by isolaat L2173 waar die selle
lank, verdik en krom was en met baie lang filamente.
Die selle van isolaat L2174 het meestal in kettings

voorgekom.
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TABEL 4.16 BESONDERHEDE VAN DIE EKSUDAATMONSTERS WAARUIT
DIE HETEROFERMENTERENDE LACTOBACILLI WAT
DL-MELKSUUR VORM, GEISOLEER IS EN DIE MINIMUM-
GETALLE WAARTEEN DIT VOORGEKOM HET (IN LOGS
PER ml). (GEEN HETEROFERMENTERENDE LACTOBA-
CILLI IS UIT DIE PRODUKMONSTERS SELF GEISOLEER
NIE )

Eksudaatmonsters

Tipe Monster Aantal | Log getal

No Medium isolate | in monster

Weense worsies V28 AA+Fr 1 4,0
V29 AA+Fr 3 5,0
"Russians" V32 | MRS-KS 2 7,0
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FIG. 4.13 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN DL-LAKTAATVORMENDE
BETABAKTERIEE (UIT MRS-SOP, INKUBASIE VIR 48h
BY 25°C)
Isolaat L2060, vergroting : 10 000 X
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Volgens Schleifer en Kandler (1972) bestaan daar
groot variasie in die interpeptiedbrug van die pep-
tidoglikaan van die heterofermenterende lactobacilli
en dit kan dus as 'n belangrike taksonomiese maat-

staf beskou word.

Analise van die aminosuursamestelling van die peptido-
glikaan van hierdie isolate is as verdere hulpmiddel
vir klassifikasie gebruik. Die resultate van hierdie

analise word in Tabel 14 van die Bylae gegee.

Die teenwoordigheid van aminosure wat gewoonlik nie
in die selwande van die lactobacilli voorkom nie,
bv. valien, isoleusien en leusien, dui op die onsuiwer-
heid van die selwand. Isolaat L2060 bevat 'n taam-
lik hoé konsentrasie van sommige van die "nie-sel-
wand-aminosure" en die hoeveelheid glutamiensuur is
ook laag in vergelyking met die ander vyf isolate.
'n Verhouding van 1 glutamiensuur : 2 alanien, wat
gewoonlik in die selwande van die Lys-Asp-tipes
voorkom (Schleifer en Kandler, 1972), word nie by
hierdie isolaat gevind nie, maar wel 'n 1:4 verhou-

ding.

In Tabel 4.17 word die belangrikste selwand-amino-
sure en -suikers, nl. alanien, lisien, m - Azpm,
aspartiensuur, glukosamien, galaktosamien en mura-

miensuur relatief tot glutamiensuur gegee.

Die belangrikste fisiologiese eienskappe van hierdie

groep word in Tabel 4.18 uiteéngesit.

Volgens die vesultate weergegee in Tabelle 4.17 en
4.18 kon isolate L2060, L2061, L2062 en L2082 as

L. brevis geldentifiseer word. Dié& organisme bevat
'n Lys-Asp-tipe peptidoglikaan en groei by 15°¢c.

Die suikerfermentasiepatroon van isolate L2173 en
L2174 verskil aanmerklik van die ander vier isolate.

Arabinose en xilose word nie benut nie, terwyl mannose,
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TABEL 4.17 MOLARE VERHOUDINGS VAN DIE BELANGRIKSTE
AMINOSURE WAT IN DIE SELWANDE VAN DIE
HETEROFERMENTERENDE ILACTOBACILLUS -STAMME
GEVIND IS (MET GLUTAMIENSUUR GENEEM AS 1,0)

Aminosuur/Aminosuiker

Isolaat nr.

Glu | Ala Lys gg-ibpn Asp GLA GAA Mur
L2060 1 4,171 1,58 - 0,93 - 5,8% 10,1
L2061 1 2,1 - 60,16} 0,64 1,01{ 0,78} 0,61
L2062 1 1,9 0,791 0,1 0,810,704} 0,98 | 0,49
L2082 1 2,36 0,82 0,15} 0,76 0,770,911} 0,62
L2173 1 2,3210,84(0,34{0,65|0,73| 4,1%| 0,32
L2174 1 2,070,781 0,18} 0,69 1,64 | 3,2% | 0,51

*Die ho& konsentrasie galaktosamien kan toegeskryf word aan
die moontlike teenwoordigheid daarvan in die selwand-poli-
sakkariedkompleks.
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TABEL 4.18 FISIOLOGIESE EIENSKAPPE VAN DIE HETEROFERMENTERENDE LACTOBACILLI
(DL-MELKSUUR-VORMENDE ISOLATE)
Isolate Fisiologiese toets Identifikasie
o
-
g
-
3 @ 0] Fo] 0] (0] (] g
1)} ]
3184 8 o8 o o | 8| & ol &1 & “ | 25 =
3Q|A4] 8 |Ag] w o ) - - 0 ~ ] ] b al o
ol 40| ~ 56| o @ 0 Q 0 0 d e 0 3| ez
Ml 35 d vl o £ i - ol e 9 o o Lo
2aladl g (sl % 3| 5| gl a2 2| 8| 4] | B
aald2l 8|80 3 =l = =]l a|l a|] & | 2| 2|52 A
L2060 - - - - - + - - - - - + + + - |3,91| L. brevis
L2061 - - - - - - - - - - - + + + - 13,97| L. brevis
L2062 - - - + - + - - - - - + + + - 13,92 L. brevis
L2082 - + - - - - - - - - - + + + - 13,94]| L. brevis
L2173 + + + - + + + + + + + - - - + |[3,92| L. cellobiosus
L2174 - - + - + + + + + + + - - - + 3,97 L. fermentum
3 * i6,7133,3(33,3|16,7]33,3|66,7 33,3| 33,3| 33,3| 33,3(33,3]66,7 66,7|/66,7|33,3]3,94

*Verwys na % van isolate wat positiewe reaksies toon, en die gemiddelde finale pH-waarde.

100% positiewe reaksies:

0% positiewe reaksie:

DL-melksuur, gas uit glukose, groei by 4O en 150C, fermentasie van fruktose,

glukonaat, maltose en ribose; groei by pH3,9.

. o . , , . . . ,
Katalase, groei by 45 °C, fermentasie van amigdalien, inositol, inulien, mannitol,

melezitose, x-metielglikosied, raffinose, sorbitol, stysel en ramnose, gas uit

sellobiose, m - Azpm, slymvorming, beweeglikheid, gelatinase en nitraatreduksie.

LOT
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melibiose, salisien, sukrose en trehalose wel gefer-
menteer word. Die onvermoé van hierdie twee isolate
om ammoniak vanaf arginien te vorm, is 'n atipiese
eienskap vir die "subgenus" Betabacterium. Isolaat
L2173 is as Lactobacillus fermemtum wat nie by 45°C

groei nie, geidentifiseer.

Geen L (+)-melksuurvormende heterofermenterende
lactobacilli is onder hierdie groep gevind nie,

in teenstelling met bevindings van Hitchener et al.
(1982) wat 115 isolate met hierdie eienskappe gevind
het op vakuumverpakte rou vleis. 'n Nuwe spesie nl.
L. divergens wat onder die subgenus Betabacterium
tuishoort en wat L(+)-melksuur uit glukose vorm,

is deur Holzapfel en Gerber (1983) beskryf. Dit

is ook opvallend dat geen tipiese DL-heterofermen- °
£erende lactobacilli, waarvan L. viridescens die
tradisionele vleisorganisme is (Niven en Evans,
1957), onder die isolate uitgewys kon word nie.

Mol et al. (1971) en Reuter (1975) onder andere

maak ook melding van die voorkoms van L. viridescens

onder hul isolate.
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Opsommende beskrywing van die heterofermenterende

lactobacilli

Morfologie (48h by 25% op MRS-agar; anaérobe

inkubasie) :

Kolonie: Ronde, roomwit kolonies met 'n deursnit van
1 tot 2 mm, roomwitkleur en gladde, blink
oppervlak, Die kolonies van L2173 en L2174
was plat, terwyl die ander isolate 'n kon-

vekse elevasie getoon het.

Mikroskopies: Kort, dik, reguit stafies, enkeld of in
pare met lang, reguit filamente. Die
selle van L2173 was lank, gekrom en ver-
dik met opvallende lang gekromde fila-
mente. Kettings het meestal by L2174

voorgekom.

Fisiologies: Die vyf isolate het almal gas uit glu-

kose en DL-melksuur gevorm, by 4°C en
15°%¢ gegroeili en was katalase-negatief.
m - Azpm, beweeglikheid, slymvorming,
nitraatreduksie en groei by 45°C kon
nie aangetoon word nie. Die tipiese
suikerfermentasiereeks van L. brevis

is by vier isolate (L2060, L2061, L2062
en L2082) gevind, terwyl die ander twee
isolate 'n wyer reeks gefermenteer het
en nie ammoniak uit arginien gevorm het
nie, wat atipies vir die '"subgenus"
Betabactertwn is, Hiervan is L2173 as

L. cellobtosus geldentifiseer en L2174

as 'n atipiese L. fermentum wat nie by
45°C groei nie (Tabel 4.18).
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4.4.2 Homofermenterende melksuurbakterieé

Die oorblywende 454 isolate is almal as homofermen-
terende lactobacilli geklassifiseer aangesien meer as
85% melksuur vanaf glukose gevorm is (Sharpe, 1981),

met geen noemenswaardige gasvorming uit glukose nie.

Verdere onderverdeling van hierdie groep het plaasge-
vind op grond van die teenwoordigheid van m - A,pm in
die selwand en die melksuurisomeer wat gevorm word.
Slegs 18 isolate het m - A,pm in die selwand gehad en
die ander 436 isolate kon in drie groepe opgedeel word

volgens die gevormde melksuurisomeer:

1) DL-melksuur: 402 isolate
2) L(+)-melksuur: 29 isolate

3) D(~)-melksuur: 5 isolate

4.4.2.1 1Isolate met m - Azpm in die selwand

Die 18 isolate met m - Azpm in die selwand is almal

as Lactobacillus plantarum geklassifiseer. Hul suiker-
fermentasiespektrum sowel as gevormde melksuurisomeer
(DL-laktaat) dui daarop dat hulle nie aan een van die
ander m - Azpm—bevattende spesies behoort nie (Lacto-

bacillus yamanashiensis, Lactobacillus sharpeae, ens.)

In Tabel 4.19 word die tipe monsters waaruit die iso-
late afkomstig is, aangedui, en Fig. 4.14 toon die

tipiese selmorfologie van hierdie groep isolate.

Van hierdie 18 isolate kon 14 nitraat na nitriet redu-
seer en het twee slym uit sukrose gevorm. Geen be-
weeglike vorme is gevind nie. Met die uitsondering
van twee isolate was die finale pH van die kulture

na vier dae laer as 4,0, met 'n gemiddelde pH van
3,79. Geeneen van die groep isoclate het arginien

gehidroliseer nie.

Die belangrikste fisiologiese eienskappe van die 18

isolate word in Tabel 4.20 getoon. Eienskappe van 'n
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TABEL 4.19 UITEENSETTING VAN DIE TIPES MONSTERS WAARUIT DIE L. PLANTARUM- STAMME
GEISOLEER IS. DIE MINIMUM GETALLE WAARIN DIT VOORGEKOM HET, WORD
GEGEE IN LOGS PER g OF LOGS PER ml

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Tipe monster L. N
Minimum Minimum
. Aantal . . Aantal .
No. | Medium isolate getal in No. | Medium isolate getal in
monsters monsters
Weense worsies V17 AA 3 ’
V19 AA 1 , !
—
v27 AA 1 , -
[
V29 | AA+Fr 1 , |
Noenvleis V16 AA 1 ,
Frankfurters V31 | MRS-KS 2 '
"Russians" W3 AA 3 6,0 V3 Al 2
W32 | MRS-KS 1 6,0 V32 AA 3 6,0
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FIG. 4.14 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN DL-LAKTAATVORMENDE
STREPTOBAKTERIEE MET m - A,pm IN DIE SELWAND
(UTT MRS-SOP, INKUBASIE VIR 48h BY 25°C)
Isolaat L2161, vergroting : 10 000 X
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TABEL 4.20 FISIOLOGIESE EIENSKAPPE VAN DIE L. PLANTARUM- ISOLATE

Isolaat Fisiolagiese toetse
g o
3 9
9) 8 z 0
© ] o0 o -~
- o o o o} S = [
[ a - [} a Q o - - o
> -~ (o] =] Q ] — — [o] fo 0 — [ E 3
) — - o 0 | o I ] o o - o o [} 0 o > = H L)
o Q - 0 |Hg o ] 0 + - ° -] o - 0 < ) v a a, o @
- o] o — + 30 - - (o] - N bt - hal ] [} - [o] ] - [} > N
[} o — 3 X ~ [} ~ + [ [ e w Q ] I Q + o o ] i i
2 Eldlalalsal gl sl lels|s (2|88 lz|3le|s]5]w
<] Ela|d|&|S=n| 5|5 83]8]¢ |l |a|la|&|2]| 2] Sla]la]|2
L569 - + + + + - - - + + + - + + - - - + - - 3,8 - +
L575 - + + + + + - + + + + + + + - + + + - 3,9 -
L589 - + + - + - - - + + + + + + + - + + + - 3,9 - +
L591 - - + + + + - - - + + + + + + - - + + + - 3,8 + +
L596 - + + - + - - - + + + + + + - - + + - + 3,9 - +
L1766 - + + + + - - - + + + + + + - + + + - - 13,82} - +
L1779 - + + + + - - - + + + - + + - - + + + - 13,81 - -
L1780 - + + - + - - - + + + - + + + - + + + - 3,8 - +
L1781 - + + + + - - - + + + - + + - - + + + + 3,8 - -
L1789 - + + + + - - - + + + - + + - - + + + + 13,67 - +
L1889 - + + + + + - - + + + + + + - + + + - + 3,62} - +
L2064 + + + - + - - - + + + + + + - + + + + + 3,46 - -
L2161 + - + + + - - + + - - - + - - - - + - + 3,57 - -
L2164 + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + 3,6 + +
L2167 + + + - + - + + + + + + + + + + + + - + 3,57 - +
L2184 + - - - + - - - - - - - - - - + - - + + 4,26 - +
L2188 + + - + - - - - - - - - - - - - - - + 13,91 - +
L2191 + - + + - - - - + - - - - - - - - + - + 4,32 - +
* 3,89 83,3/88,9/66,7|88,9|11,1{11,1|16,7|94,4}77,8 77,8} 50 |83,3177,8(27,8)33,3|72,2]88,9|55,6}61,1}3,8 |11,1]77,8
DSM20174 + + - - + - - + + + + + + - - + + | + - 13,82 - -

* Dui die persentasie van isolate aan wat 'n positiewe reaksie getoon het.

* 100%: Groet by 4°C, DL-melksuur, groei by pH 3,9, m - A,pm in die selwand, fermentasie van galaktose, glukonaat, malaat, man-
nose, melibiose, salisien, sukrose, trehalose, ribose.

* 0%: Katalase, gasvorming uit glukose, groei by 45°c, gasvorming uit sellobiose, arginienhidrolise, beweeglikheid, gelati-

nase, hemolise.
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outentieke stam, nl. Lactobacillus plantarum SsSp. pseudo-
plantarum  (DSM20174) is vir vergelykingsdoeleindes

bepaal en word ook in Tabel 4.20 aangegee.

Slegs twee duidelike groepe kon op grond van hierdie
eienskappe onderskei word, nl. 'n groep wat die mees-
te van die suikers kon fermenteer en 'n kleiner groep
wat uit isolate L2161, L2184, L2188 en L2191 bestaan
met 'n baie nou suikerfermentasiespektrum. Hierdie
laaste groep verskil ook t.o.v. die eienskappe van

die outentieke stam wat getoets is. Kleiner verskille

in dié twee groepe kom egter voor.

Twee tipes kolonies is onder die L. plantarum-isolate

aangetref:

- Altesaam 11 stamme het roomwit kolonies met 'n
deursnit van meer as 1 mm gehad. Die kolonies
was rond met 'n konvekse elevasie en gladde blink

oppervlak.

- [Kleiner ronde kolonies met 'n deursnit van minder
as 1,5 mm en wat 'n geelbruin pigment vorm, kom
in hierdie subgroep voor. Die oppervlaktes was
almal glad en blink en die elevasie konveks. Dié
kolonietipe is by sewe isolate aangetref. Geen
ander groep isolate van die lactobacilli het soort-
gelyke geelbruin kolonies gevorm nie. Donkergeel
kolonies is ook by hierdie spesie beskryf deur
Buchanan en Gibbons (1974).

Indien die kolonie-eienskappe gebruik sou word om die
geisoleerde [. plantarum-stamme in twee grccepe te ver-
deel, sal die subgroep met die roomwit kolonies in

twee subgroepe verdeel kon word met die vier genoemde
isolate wat min suikers bevat, in een van hierdie sub-

groepe. Hierdie indelings word in Tabel 4.21 getoon.

Die twee subgroepe met sewe isolate elk verskil nie
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INDELING VAN DIE L. PLANTARUM~-ISOLATE OP GROND VAN DIE KOLONIEMORFOLOGIE. DIE EIENSKAPPE
VAN DIE OUTENTIEKE SPESIE SOOS IN HIERDIE ONDERSOEK GETOETS, WORD GEGEE ASOOK DIE
EIENSKAPPE VAN DIE SPESIE SOOS UIT DIE LITERATUUR VERKRY (BUCHANAN EN GIBBONS, 1974)

o] —
(0] O
-~ ]
0 = [0}
Kolonie tipe en O 9 % v &
o 3 o -~ Isolate
outentieke stamme T 0 3 o o - 2 3
> 0 o A~ o 4 u A 0 > [=
Q A w o0 ¥ 0o 0 o 9 O O Q jae] o]
Q 0 £ A A g £ 4 0 g u o o, o
4 0 ¥ A N $B A4 -4 O 0 -4 Q W - I “ o«
¢ 4 ¥ g 9 O W a9 v 9 $ 0 o w© 1P
S o & 80 FE B2 S 348 8 o8
O U M = = ¥ B W 0 B & = ¥ O M Z
Geelbruin kolonies -+ + + + + + + = = + + + = 3,82 + 7 L569, L575, L589, L597, L596, L1766, L1889
Roomwit kolonies (1) S S N S e R A R S 3,66 + 7 L1779, L1780, L1781, L1789, L2064, L2164, L2167 |
[
Roomwit kolonies (2) + = + - - - - - 3 % T % % + 4,16 + 4 L2161, L2184, L2188, L2191 :
L. plantarum spp. + + + + 4+ + + + - - + + - + 3,82 - !
pseudop lantarum
(DSM20174)
L. plantarum + + o+ + + - - 4d + + +
(volgens Buchanan en
Gibbons, 1974)
+ : positiewe reaksie by 100% isolate Positiewe reaksie by 100% isolate: DL-melksuur, groei by 15°C en pH 3,9, m - A2pm
- : negatiewe reaksie by 100% isolate in selwand, fermentasie van amigdalien, eskulien, galaktose, laktose, glukonaat,
+ : positiewe reaksie by 50% isolate malaat, mannose, melibiose, salisien, sukrose, trehalose, ribose.
+ : positiewe reaksie by ca. 75% isolate Negatiewe reaksie by 100% isolate: katalase-aktiwiteit, gasvorming uit glukose,
* : negatiewe reaksie by ca. 75% isolate groei by 45°C, gasvorming uit sellobiose en glukonaat, fermentasie van inositol en
d : resultate varieér inulien, slymvorming uit sukrose, beweeglikheid, arginiensplitsing, gelatinase-

aktiwiteit. - -
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in 'n groot mate in hul suikerbenutting nie, behalwe
in die fermentasie van x-metielglikosied. Die patroon

van die outentieke stam kom ook hiermee ooreen.

Die subgroep met vier isolate se gemiddelde eind-pH
was hoér as dié van die ander twee groepe, nl. 4,16
teenoor onderskeidelik 3,66 en 3,82, en ook hoér as

dié van die outentieke stam wat 3,82 was.

Opsommende beskrywing van die L, plantarum—~isolate

Morfologie (48h by 25°¢ op MRS-agar; anaéroob

geinkubeer) :

Kolonies: 1) Ronde roomwit kolonies met deursnit van
meer as 1 mm en gladde blink oppervlak.

Die elevasie was konveks (11 isolate).

2) Ronde geelbruin kolonies met 'n deur-
snit van minder as 1,5 mm, konvekse
elevasie en gladde blink oppervlak
(7 isolate).

Morfologie: Kort tot baie kort stafies wat in pare
en kort kettings voorkom. Onreélmatige
aggregate en verlengde selle is ook aan-

getref.

Fisiologie: Al die isolate het DL-melksuur gevorm,

bevat m - Azpm in die selwand, groei by
15°C maar nie by 45°C nie en is katalase-
negatief. Gasvorming uit glukose, argi-
nienhidrolise, beweeglikheid en gelati-
nase 1s nie aangetoon nie. Nitraatreduk-
sie is by 14 isolate aangetoon en slym-
vorming uit sukrose by slegs twee iso-
late. Groei by 4°c is by 7 isolate ge-
toon en groei in teenwoordigheid van

10% NaCl by 11 isolate.
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4.4.2.2 L(+)-melksuurisolate

Slegs 29 isolate het L(+)-melksuur in MRS-sop sonder
natriumasetaat en vleisekstrak gevorm; meer as 90%
van die totale melksuurkonsentrasie was in die vorm

van die L(+)-~isomeer.

In hierdie groep is geen beweeglike stamme gevind nie.
Die kolonie- en selmorfologie was tipies van die melk-
suurbakterieé soos beskryf onder punt 4.3.2. Geen
geelbruin kolonies is gevind nie. Die enkelselle was
oor die algemeen kort, dik stafies met 'n algemene
neiging tot verlengde selle, en soms onreé€lmatige
selvorms. Benewens enkelselle het pare en kort ket-

tings ook algemeen voorgekom.

In Tabel 4.22 word die monsters waaruit die isolate
afkomstig is, gelys, asook die minimum getalle waarin

dit aangetref is.

Fig. 4.15 toon die selmorfologie van een van die iso-

late van hierdie groep.

Die belangrikste fisiologiese eienskappe van hierdie
groep word in Tabel 4.23 uiteengesit. Die eienskappe
van outentieke Lactobactllus alimentarius (DSM20249) soos
in hierdie ondersoek bepaal, en eienskappe van Lacto-
bacillus bavaricus soos uit die literatuur verkry
(Stetter en Stetter, 1980) word ook bygevoeg. 1In
Tabel 4.23 word die 29 isolate ook in ses biogroepe
verdeel op grond van die fermentasie van melibiose,
maltose, sukrose en trehalose. (Volledige resultate
van die fisiologiese eienskappe van hierdie groep word

in Tabel 15 in die Bylae gegee.)

Die sewe isolate in biogroep II het volgens hul suiker-
fermentasiereeks in 'n groot mate ooreengestem met die
elenskappe van L. bavaricus soos dit uit die literatuur
verkry is. Die belangrikste eienskappe wat hier in ag

geneem is, is die fermentasie van melibiose en onvermoé
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UITEENSETTING VAN DIE TIPES MONSTERS WAARUIT DIE HOMOFERMENTATIEWE

MELKSUURBAKTERIEE WAT L (+)-MELKSUUR VORM, GEISOLEER IS.

DIE MEDIUM

EN MINIMUM GETALLE WAARIN DIT VOORGEKOM HET, WORD OOK GEGEE (LOG
TELLINGS PER g OF PER ml)

Produkomonsters Eksudaatmonsters
No.| Medium fﬁg?gié ;gig?mgi No{ Medium ;§2¥2¥2 ;gzzgmgi
monsters monsters
Weense worsies | W5 AA 2 ’ V5 AA 2 7,0
W6 AA 1 p
V10 AA 2 ,
W28 | AA+Fr 1 4,0 V28 AA 2 ,
AA+Fr 1 ,
Std-I 3 ,
Noenvleis V11 AA 3 '
Frankfurters W7 AA 7,
W31 | MRS-KS 2 5, V31| MRS-KS 4 '
"Russians" W3 AA 1 ’ V3 AA ’
V35| MRS-KS 2 ,
Rookwors W30 | MRS-KS 1 7,0

811
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FIG. 4.15 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN L (+)-LAKTAATVORMENDE

STREPTOBAKTERIEE (UIT MRS-SOP, INKUBASIE VIR
48h BY 25°C)

Isolaat L2100, vergroting : 15 000 X
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TABEL 4.23 RESULTATE VAN FISIOLQ'GIESE'TOETSE VAN HOMOFERMENTERENDE L(+)-MELKSUURISOLATE. DIE VERDELING IN SUBGROEPE WORD GETOON
ASOOK DIE EIENSKAPPE VAN OUTENTIEKE STAMME

P
o & < Le] —4
Sla|8 A Sl
] ] s o @ z -
] &1 0l x <] b
3 o 213513 x o
o - - - o = o
Groep 9 4 ° -lsle & -;\ o el 2l o o - al g ¢ Identifikasie
- a 0 Nl - *} =4 Fe] - - o - @ [ - a N > 8
- 3 2 g 2 Q -s -t 3 : g 3 -3 [ o @ ] [ Q ] [+} [ g Q a I - (4]
Q "] o o "] -~ - [ ~ o - [ (] o [-]
g Q 0 0 « -t L~] ‘3 — E] - ~ o ] o ™ o - a - [ o - ] ~ -~ > ] -
8 4 o £ o oA 3 ylatzle= s |3 e 0 Qjwl~<jala % o o A g !
R HEHH I HHEH B
2 E X 0 & Q @l oA~ .3 2 x :'f x 5| = a uoz a{z( R x{aojlo 7} 2] g y
(33
1 4 e o s 751 25 Q] so 0]100 [s] 0 0]100 01100 0 0| 25| 75 0 0] 25] 75] 75 0] S0 0} 4 42'29J L. bavaricus
II 7 - + - 86| 71| 71| M1 0]100 14| 1 1 0 0| 86 Q 0] 57 0 43 ) 29| 43 |4,3 {41,93| L. bavaricus
11X 11 + + + + 100] 36| 55| 73} 46100 0 0] ss|100 o] 91 Q] 46 0j100} © Q 91 27 36] 64 o] 4 L. bavaricus
v 1 + + + + 01100 j100}100 oj100}100}100|100|100 [100]100]100}100]100 100}1100100{100]100 01100 J100 013,32 L. casei ssp. I
rhamosus
. L
v 4 + - + + 100 Q| 25| 25| 25} 75 Q Q 0J100 aj1a0 0 o] 25 0 Q] 25 0 0] 75] so 04,2 L. bavaricus N
VI 2 -~ - + + 0] so| so 0 v} 0 V] Q| so0j100 0{100 o] 0f 50 o o] 0] 50 0 0 0 04,3 L. bavaricus =
L. alimentarius -+ + + 100 {100 j100}100 0 0 0100} 0]100 [*] ) 0]100 0]100 0 |100 100 0]3,9 |35,79 !
L. bavaricus + - - 100 100 0 4 i o . o] o 42
(Stetter en H R B DY
Stetter, 1980) o Y B B
. : i ) .
L. casel 100 |100}100]100 100 100 100 3 ;41100 ! Q1100 o 4]
: : ! B

®* 4+ : 100% positiewe reaksies
100% negatiewe reaksies

** Verwys na % van die isolate wat positiewe reaksies toon, en die gemiddelde eind-pH-waarde en mol % G+C.

* 100%

L(+)-melksuur, groei by 15°C, fermentasie van fruktose, galaktose, sukrose, ribose en
pseudo-katalase-aktiwiteit.

* 0%: Katalase-aktiwiteit, gasvorming uit glukose en sellobiose, groei by 45°C, m - Azpm in
selwande, arginienhidrolise, beweeglikheid, nitraatreduksie en gelatinase-aktiwiteit.
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om maltose te fermenteer. Afwykings in die suikerfer-
mentasiepatroon het voorgekom t.o.v. arabinose, treha-

lose, laktose en sellobiose.

Vier isolate het met die eienskappe van L. alimentarius
ooreengestem, en vorm biogroep I. Maltose is wel ge-
fermenteer, maar melibiose nie. 'n L. alimentarius —stam
vanaf die Duitse Kultuurversameling (DSM), nl.
DSM2049, is ook ondersoek. Die outentieke stam se
fermentasiereeks is in 'n groot mate ooreenstemmend

met die isolate in biogroep I.

Aangesien die mol % G+C in die DNA van L. alimentarius
en L. bavaricus duidelik verskil (35,9 - 37,3 teenoor
42 mol %), is die DNA van vier isolate uit biogroep II,
twee isolate uit biogroep I en die-outentieke stam van
L. alimentarius gesuiwer en-die mol- 8 G+C-inhoud d.m.v.
smeltpuntbepaling vasgestel. 'n Outentieke stam van

L. bavaricus was nie verkrygbaar nie. Die resultate
van hierdie eksperiment word ook in Tabel 4.23 aange-

dui.

Hieruit blyk dit dat die gemiddelde mol % G+C van hier-
die ses isolate ooreenstem met dié van L. bavaricus

soos dit in die literatuur gestel word.

Volgens die suikerfermentasiepatroon van hierdie twee
organismes kan twee biogroepe egter duidelik gesien

word.

Die suikerfermentasiepatroon van isolaat L2243 het
baie van die ander 28 isolate verskil deurdat 'n baie
wyer spektrum suikers gefermenteer word, bv. inositol,
inulien, mannitol, melezitose, sorbitol en stysel wat
deur nie een ander isolaat fermenteer word nie. Sty-
sel word baie sterk verbruik. Hierdie eiensappe van
die isolaat stem baie ocoreen met die van L. case?z, en
moontlik die subspesies rhamnosus weens die swak fer-
mentasie van ramnose. Stysel word egter nie deur

L. caset verbruik nie.
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Die oorblywende 17 isclate is in drie biogroepe ver-
deel op grond van hul fermentasie van melibiose, mal-
tose, sukrose en trehalose; die identifikasie van
hierdie isolate as moontlik L, bavaricus word in

Tabel 4.23 aangedui.

Opsommende beskrywing van die homofermentatiewe
L(+)-melksuurisolate

Morfologie (48h by 25°¢ op MRS-agar; anaérobe

inkubasie) :

Kolonies: Ronde roomwit kolonies met 'n deursnit wvan
2 mm en minder met 'n plat tot konvekse

elevasie en gladde, blink oppervlak.

Morfologie: Kort tot medium lang dik stafies wat
meestal in pare of kettings voorgekom
het en dikwelsmqpreélmatig gekrom was.
Verlengde selle, wat ook onreélmatig ver-
toon het, het by 'n aantal isolate voor-
gekom.

Fisiologies: Al die isolate het L(+)-melksuur gevorm,

maar geen gas uit glukose nie en het ook
nie m - A2pm in die selwande bevat nie.
Groei by 15°¢C is by die 29 isolate aange-
toon, maar nie groei by 45°C, arginien-
splitsing, beweeglikheid of katalase-
aktiwiteit nie. Slymvorming uit sukrose
is by vier isolate aangetoon terwyl 22
by 4°c kon groei. Die mol % G+C van die
DNA van ses isolate is bepaal en dit is
tesame met die suikerspektrum gebruik om
28 van die isolate as L. bavaricus te
identifisser terwyl een isolaat, nl.
L2243 as L. caset ssp. rhamnosus gelden-
tifiseer is.

(Kyk Tabel 15 van die Bylae.)
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4.4.2.3 D(~)-melksuurisolate

Vyf isolate is geisoleer wat D(-)-melksuur vorm. Die

monsters waaruit dit gelisoleer is en die getalle waar-
in dit voorgekom het, word in Tabel 4.24 uiteengesit.

Die selmorfologie van een van die isolate word in

Fig. 4.16 aangedui soos dit onder die skandeerelek-

tronmikroskoop waargeneem is.

Die fisiologiese eienskappe van hierdie groep word

in Tabel 4.25 gegee.

Twee groepe word duidelik onderskei, soos uit Tabel
4.25 blyk. Die eerste groep, wat bestaan uit iso-
late L1570 en L1803, het 'n wyer suikerfermentasie-
spektrum as die tweede groep, nl. L2115, L2124 en
L2131.

Die enigste twee homofermentatiewe Lactobacillus-spesies
wat D(-)-melksuur vorm is Lactobacillus coryniformis, wat
ook DL-melksuur kan vorm, en Lactobacillus homohiochit,
wat uitsluitlik D(-)-melksuur vorm. 'n Outentieke
stam van Lactobactillus coryniformis ssp. coryniformis
(DSM20001) se suikerfermentasiereeks is ook in hier-
die ondersoek bepaal en is by Tabel 4.25 gevoeg. Dit
verskil egter met die D(-)-melksuurisolate deurdat
mannitol, sorbitol en ramnose wel gefermenteer word,
en nitraat na nitriet gereduseer word. Die mol % G+C-
inhoud van L. coryniformis en L. homohiochii verskil
baie min, nl. 45,4 en 46 respektiewelik (Buchanan en
Gibbons, 1974). Identifikasie van hierdie groep orga-
nismes kan dus nie met sekerheid gedoen word nie.
Isolate L2115, L2124 en L2131 het egter 'n baie nou
fermentasiespektrum wat kenmerkend is van L. hkomo-

hiochit.
Die kolonie-morfologie van hierdie groep het ooreen-

gestem, nl. kolonies met 1,5 tot 2 mm deursnee, rond,

roomwit, plat tot effens konveks met 'n gladde, blink
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UITEENSETTING VAN DIE TIPES MONSTERS WAARUIT DIE HOMOFERMENTERENDE

MELKSUURBAKTERIEE WAT D (-) -MELKSUUR VORM, GEESOLEER IS,

DIE MINIMUM

GETALLE WAARIN DIT VOORGEKOM HET, WORD GEGEE AS LOG TELLINGS PER g

OF PER ml

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Tipe Produk Minimum Minimum
. Aantal : . Aantal ,
No. | Medium isolate getal in No, | Medium isolate getal in
monsters monsters
Weense worsies V5 AA 1 '
V19 AA ,
W29 | MRS-KS 1 7,0 V29 | MRS-KS 2 ’

et
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FIG. 4.16 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN D(-)~-LAKTAAT-
VORMENDE STREPTOBAKTERIEE (UIT MRS-S0OP,
INKUBASIE VIR 48h BY 25°C)
Isolaat L2124, vergroting : 10 000 X
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FISIOLOGIESE EIENSKAPPE VAN DIE HOMOFERMENTATIEWE MELKSUURBAKTERIEE WAT

TABEL 4.25
D (-) -MELKSUUR VORM
Fermentasie
o] ~
) 8]
-~ T o
) b -
g x |
% £ S 2| 413
Isolaatnommer N & & o | L o] o | o ] o o | M @
> o o o 0 o I ) o 0 ) D g | A H
alAd]l - ) 0 o] © o v | o o o] @ o] 0 Q m S| A8
g | gl A ol P o 0w | L @ | A ] S]] A | — o ] o [ 0 o] a©
- 1 g Ol Al P & 9) 0 © clal| v] A 0 S | A ) 0 | - ) > ] ©
@ o] — =T Y g | &2 | P © g | o lwl ] cf q o] o] o o] E 0 v
0 - — A [a} — 3 ﬁ — o —~ = 4 ~ [0) © Q —~ o} o 2 o
N g [N 9] ~ 13} — (8} 1] O ] o] G o) 3] - -~ [a) o — (] la)
vl ]l Ao lo]lA}l=s] == I A R L T - I R G [} wlmal]=z
L1570 + - + + + + + + - + + + + - + + + + + 4,69 | + - - i
L1803 -+ 4+ t+ 1+ i+ -1+ 1+ -1+ -ttp-t-1+1-1- 4,041 - | + | - I
L2115 + - - - - - + - - - - - - - - - - - + 4,471} - - - o
i
L2124 + - - + + + + - - - - - - - - - - - + 4,52 - - -
L2131 + - - - + - + - - - - - - - - - + - + 4,41} - - -
*s 80 | 20 [ 40 |60 |80 |60 |80 40 |20 40 |20 |40 {20 {20 |20 {20 }60 |20 |80 | 4,43(20 |20 | O
L. coryniformis + - -+ |+ |+ - + |+ - - - |+ - - - - - 3,824 - - +
L. homohiochii -] - - - - - |+ -l -1-
* 100%: D(-)-melksuur, groei by 150C, teenwoordigheid van pseudokatalase, fermentasie van sukrose en maltose.

# 0%: Katalase-aktiwiteit, gasvorming uit glukose, sellobiose en glukonaat, groei by 450C, en pH 3,9, fer-
mentasie van inositol, inulien, mannitol, melezitose, sorbitol, stysel, ramnose, m - Azpm in die

selwand, arginiensplitsing, nitraatreduksie, gelatinase-aktiwiteit.

+* . . . N . . .
Dui die persentasie van isolate aan wat 'n positiewe reaksie getoon het,.
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oppervlakte. Die selle het onder die fasekontras-
mikroskoop as kort, dun stafies vertoon. Dit het as
enkelselle, pare of kort kettings voorgekom, met on-
reélmatige selle, asook verlengde selle wat 'n onreél-
matige morfologie gehad het. By isolaat L1803 was

die onreélmatige morfologie veral opmerklik, en by
isolate L2124 en L2131 het die selle meestal enkeld

en soms kokkoid voorgekom.

Homofermentatiewe isolate wat D(-)-melksuur vorm, is
ook deur Reuter (1975) in rou vleis gevind. Hy het
dit beskryf as 'n korynevorme groep wat dus nie homo-
geen is nie, en kon nie hierdie isolate identifiseer
nie. Shaw en Harding (1984) het egter geen D(-)-melk-

suurvormende streptobakterieé gevind nie.

Opsommende beskrywing van homofermentatiewe

D(-) -melksuurisolate

Morfologie (48h by 25°¢ op MRS-agar; anaérobe

inkubasie) :

Kolonies: Ronde plat tot konvekse kolonies met deur-
snit van 1 tot 2 mm, roomkleur met deur-

skynende rand en gladde, blink oppervlakte.

Morfologie: Klein kort stafies wat meestal enkeld of
in pare voorkom en baie onreélmatig ver-
toon het (verdik, gekrom). Verlengde
selle’wat ook onreé€lmatig voorgekom het,

is opgemerk (Fig. 4.15).

Fisiologie: D(-)-melksuur en groei by 15°C is by al

die isolate getoon maar geen gasvorming
uit glukose en glukonaat, groei by 45°¢
en pH 3,9, m - A2pm in die selwande,
arginiensplitsing, nitraatreduksie, kata-
lase- of gelatinase-aktiwiteit nie. Slym-
vorming uit sukrose by L1570 en beweeg-
likheid by L1803 is gevind, maar slegs
L1803 het nie by 4°C gegroei nie. Die
gemiddelde eind-pH was 4,43.
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Geen definitiewe identifikasie van hierdie vyf iso-

late kon gedoen word nie.

4.4.2.4 DL-melksuurisolate

Die grootste persentasie, nl. 88%, van die homofermen-
terende melksuurbakterieé (streptobakterieé) het
DL-melksuur gevorm. Hierdie groep van 402 isolate

kan dus as die belangrikste melksuurbakterieé in

vakuumverpakte vleisprodukte beskou word.

Die tipiese kolonie- en selmorfologie van die melk-
suurbakterieé, soos beskryf onder punt 4.3.2.1, is
ook in hierdie groep aangetref. Die kolonies was
rond, met 'n plat tot konvekse elevasie, roomwit van
kleur met 'n gladde, blink oppervlak. Die selle was
baie kort tot medium lang stafies wat enkeld, in pare
of in kort kettings voorgekom het. Verlengde selle,
wat as enkelselle of in kort kettings waargeneem is,
is dikwels opgemerk. Hierdie verlengde selle was in
baie gevalle onreélmatig, gekrom, gebuig en gedraai.
Soms was dit ook in aggregate opgedraai. Kokkoide
selle is soms waargeneem, asook kort, gebuigde selle

wat in aggregate saamgepak het (Fig. 4.17 en Fig 4.18).

Slymvorming is by 25 isolate, d.i. 6,2%, aangetref.

In vergelyking hiermee het Hitchener et al. (1982)

by ca. 50% van hulle DL-vormende streptobakterieé
slymvorming uit sukrose gevind, en Shaw en Harding
(1984) by 46% van hul groep II wat as L. sake geiden-
tifiseer is. Altesaam 16 beweeglike isolate (3,9%)

is gevind waarvan die meeste (15 isolate) as L. curvatus
geklassifiseer is (sien later). Mol et al. (1971)

het een beweeglike stam onder hul 59 atipiese strepto-
bakterieé gevind, maar dié isolaat het nie van die
ander isolate verskil nie. Reuter (1970a) het twee
beweeglike stamme gevind wat in sy subgroep A tuis-
gehoort het. Kagermeier (1981) het hierdie subgroep,
asook subgroep al, tentatief as L. sake geidentifi-
seer. Geen beweeglike stamme is onder Kagermeier
(1981) se eie isolate gevind nie.
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FIG. 4.17 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN DIE L. CURVATUS-

GROEP VAN DIE DL-LAKTAATVORMENDE STREPTO-
BAKTERIEE (UIT MRS-SOP, INKUBASIE VIR
48h BY 25°¢C)

Isolaat L2085, vergroting : 15 000 X

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



&
UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
W YUNIBESITHI YA PRETORIA

- 130 -

FIG. 4.18 TIPIESE SELMORFOLOGIE VAN DIE L. SAKE-
GROEP VAN DIE DL-LAKTAATVORMENDE
STREPTOBAKTERIE% (UIT MRS-SOP, INKUBASIE
VIR 48h BY 25°C)

Isolaat L2120, vergroting : 10 000 X
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Die tipe produkte waaruit hierdie groep isolate geiso-
leer is en die minimum getalle waarin dit voorgekom

het, word in Tabel 4.26 aangegee.

Homofermenterende, mesofiele lactobacilli wat DL-melk-
suur vOorm maar geen m - Azpm in die selwande besit
nie, sluit tans slegs vier erkende spesies in, nl.

L. curvatus, L. coryniformis, L. farciminis en L. sake.

L. farciminis en L. coryniformis kan onder bepaalde om-
standighede ook 'n "oormaat" aan L(+)- en D(-)-melk-

suur vornm.

L. farciminis fermenteer geen pentose-suikers nie, soos
ook in hierdie ondersoek m.b.t. die outentieke stam
DSM20184 aangedui is. Ook L. coryniformis 1is nie in
staat om ribose te fermenteer nie.. Aangesien al 402
isolate positiewe ribose-fermentasie getoon het, kan
aanvaar word dat die genoemde twee spesies nie hier
verteenwoordig was nie. Daarbenewens het L. coryni-
formis 'n baie nou suikerfermentasiespektrum, weer-
eens in teenstelling met die 402 isolate wat almal

'n wyer suikerfermentasiereeks getoon het.

Uit hierdie feite blyk dit dus dat L. curvatus en L. sake
vermoedelik die enigste erkende spesies is wat moont-

lik in hierdie groep verteenwoordig kon wees.

Die belangrikste groep lactobacilli wat deur ander
werkers uit vleisprodukte geisoleer is, is weens ge-
brek aan taksonomiese inligting as "atipiese" strep-
tobakterieé€ beskryf. Sulke organismes is tipies uit
vakuumverpakte vleisprodukte sowel as ander vleispro-
dukte, soos ham (Cavett, 1963; Kitchell en Shaw, 1975),
salami (Reuter, 1967), hoendervleis (Thornley en
Sharpe, 1959), rou vleis (Reuter, 1975), gepekelde
vleisprodukte (Deibel en Niven, 1958) en vakuumver-
pakte rou vleis (Hitchener et al., 1982) geisoleer.
Hierdie organismes is ook op kuilvoer en gras gevind
(Keddie, 1959) waarheen hul oorsprong moontlik terug

te voer is.
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TABEL4.26 UITEENSETTING VAN DIE TIPE MONSTERS WAARUIT DIE
DL-MELKSUURVORMENDE STREPTOBAKTERIEE GEISOLEER
IS. DIE MINIMUM GETALLE WORD IN LOG TELLINGS PER
g OF PER ml AANGEGEE
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Produkmonsters Eksudaatmonsters
5| 8|
= s =5

Tipe Produk -§ :’% .§ ;‘%
s | % |5l5c0ls | 3 |E|5s
2 = 2= Z = 2 |= A
Weense worsies W5 AA 10 6 V5 AA 11 7
W6 AA 7
w10 AA 4 7 V10 AA 9 7
w17 AA 11 5 v17 | std-I 4 7
w18 AR 2 4 vis AA 2 5
V19 AA 14 6
w27 | an  [15}5,5||v27| an | 5| 7
w28 AA 5 4 V28 AA 1 4
AA+Fr 6 5 AA+FY 4 6
Std-I 3 7 std-I 1 7
MRS-KS 8 ) MRS~-KS 9 7
W29 AA 1 4 V29 AA 1 4
AA+FY 1 5 AA+Fr 4 5
Std-I 2 7 Std-I 3 7
MRS—~KS 4 7 MRS-KS 4 7
Noenvleis Wil AA 7 7 Vil AA 11 7
w15 AA 7 4 V15 AA 10 4
wie AA 7 4
W34 | MRS-KS | 13 8 V34 { MRS-KS 6 8
Std-I 4 8 Std-I 3 8
Frankfurters W7 AA 4 7
W31 AA 5 6 V31 AA 2 5
MRS-KS 6 ) MRS-KS 1 7
Std-I 5 6 std-I 4 7
"Russians” w3 AA 2 6 V3 AA 3 7
W9 AA 3 7 va AR 13 7
v32 AA 9 7
W32 | MRS-KS 8 6 MRS-KS 8 7
Std-I 4 7 Std-I 4 7
V35 AA 9 6
W35 | MRS-KS 8 7 MRS-KS 5 8
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TABEL 4.26 (vervolg)
Produkmonsters Eksudaatmonsters
o |- o |+
P o & la
o L 0 © |$ n
Tipe Produk o |%8 3185
0 ] ) )
g - 5 |52
— —
3 o |58 4 FRER
. e = | s . o =
0 d] i O = 0 0] g |d e
2 = < |= - Z = 2=
Rookwors w4 AA 2 5 va AA 1 7
W30 AA 85,5 V30 AA 7 7
MRS-KS 6 6 MRS-KS 9 7
Std-I1 3 7 std-I 5 7
W33 | MRS-KS | 12 7
Std-I 2 7
"Country Sausage" w8 AA 6 7 v8 AA 9 7

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

- 134 -

@%&

Volgens Reuter (1971) is vleisprodukte 'n ideale
habitat vir atipiese streptobakterieé, waarvan een
subgroep (C) deur hom as L. curvatus geklassifiseer
is (Reuter, 1970a). Dit kom egter voor of L. sake
moontlik die belangrikste "atipiese" Streptobacterium—
spesie in vleisprodukte mag wees (Kagermeier, 1981;
Shaw en Harding, 1984).

Die "atipiese" streptobakterieé€ in die tipe vakuum-
verpakte vleisprodukte wat in hierdie studie onder-
soek is, is die eerste keer deur Allen en Foster
(1960) opgemerk. Dit het dus reeds met die aanvang
van die vakuumverpakkingstegnologie op die toneel ver-
skyn. Hierdie groep lactobacilli kon nie met die be-
staande identifikasiesisteme geklassifiseer word nie.
Daarna het Mol et al. (1971) gevind dat die atipiese
streptobakterieé& 38,6% van die isolate uitgemaak het,
terwyl slegs vier identifiseerbare, tipiese lactoba-
cilli (d.i. 2,6%) gevind is. Dié atipiese strepto-
bakterieé was stawe, wat dikwels gebuig was, en in

kettings van 4 tot 12 selle voorgekom het.

Reuter (1967, 1970a, 1970b, 1971, 1975) het hierdie
groep grondig ondersoek. Volgens Reuter (1975) was
daar drie belangrike verskille met tipiese strepto-

bakterieé:

i) atipiese streptobakterieé vorm kort, kokkoide
selle veral op media met 'n lae koolhidraatin-
houd;

ii) die groeitemperature van hierdie organismes
verskil met dié van die tipiese groep, veral
die minimum groeitemperatuur wat 4°c of laer
is in vergelyking met 8°C van tipiese strepto-

bakterieé;

iii) 'n laer suurtoleransie is kenmerkend en daar-
mee word ook 'n laer melksuurproduksie en dus
'n hoér eind-pH (3,95 teenoor 3,6) gevind
(Reuter, 1970Db).
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Die atipiese groep word ook onderskei deur 'n ander
suikerfermentasiepatroon as die tipiese streptobak-
terieé (Reuter, 1967). Die getalle waarin dié
atipiese streptobakterieé in vleisprodukte voorge-
kom het, was hoér, soms 2 tot 3 log-eenhede, as die
tipiese groep (Reuter, 1967; Kagermeier, 1981). 1In
vakuumverpakte produkte wat hy ondersoek het, berig
Reuter (1975) dat die getalle by die atipiese groep
8,2 was teenoor 6,6 logs per g by die tipiese strep-

tobakteried.

Reuter (1967, 1970a) het die atipiese groep in bio-
groepe verdeel, op grond van 'n groot aantal fisio-
logiese eienskappe. Volgens hom is die fermentasie
van pentoses van groot belang en kan dit (veral ara-
binose) as onderskeidende kenmerk gebruik word. Hy
het een van sy biogroepe (C) onder die spesie

L. curvatus 1ingedeel. Vir die klassifikasie van hier-
die belangrike, maar onklassifiseerbare groep as ge-
heel, is egter na geen nuwe of bestaande spesies ver-
wys nie, veral omdat genotipiese informasie nie be-

skikbaar was nie.

Die atipiese streptobakterieé word steeds as die do-
minante groep onder die lactobacilli in vakuumver-
pakte en ander vleisprodukte gevind (Shaw en Harding,
1984). Ongelukkig is telkens van verskillende iden-
tifikasietoetse en -sisteme gebruik gemaak, asook 'n
onvoldoende aantal toetse deur sommige werkers, so-
dat die atipiese streptobakterieé& van verskillende
werkers nie vergelykbaar is nie. Algemene eienskappe
van hierdie groep is deur Reuter (1975) beskryf.
Slegs L. curvatus 1is as erkende spesie onder dic
groep gevind (Reuter, 1970a). Hierdie spesie is
oorspronklik deur Abo-Elnaga en Kandler (1965) be-
skryf en is geisoleer uit habitats soos die lug in

stalle en uit mis.
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L. sake 1is oorspronklik deur Katagiri et al. (1934)
beskryf en hoort waarskynlik ook tuis onder die ati-
piese streptobakterieé. Dit is by sake-bereiding
geisoleer. Baie min eienskappe van hierdie organis-
me is egter deur die outeurs beskryf, en die spesie
is nie erken in die agtste uitgawe van Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology nie (Buchanan
en Gibbons, 1974). Spesiestatus is eers in 1980 aan
hierdie organisme toegeken in die "Approved List of
Bacterial Names" (Skerman et al., 1980).

Die onderskeiding tussen L. curvatus en L. sake word
getref op grond van die selmorfologie en suikerfer-
mentasie. By L. curvatus word sterk gekromde en soms
kokkoide, effens onreélmatige stafies aangetref wat
in gedraaide, gekromde kettings kan voorkom. Sulke
gedraaide kettings word ook by L. sake aangetref,
hoewel die sterk neiging tot kromming nie by hierdie
spesie aanwesig is nie. Die fermentasie van meli-
biose, maltose, sukrose, trehalose en arabinose dien
hoofsaaklik as maatstaf van onderskeiding tussen hier-
die twee spesies (Kagermeier, 1981). Die "tipiese"
fermentasiepatroon van hierdie twee spesies word

t.o.v. hierdie suikers in Tabel 4.27 uiteengesit.

Die werk van Kagermeier (1981) dui daarop dat die
elektroforetiese eienskappe van die LDH-isosieme

nie as betroubare maatstaf gebruik kan word om L. sake
van L. curvatus te onderskei nie. Dieselfde ooreen-
stemming word gevind t.o.v. die mol % G+C-inhoud in
die DNA van die twee spesies. Die ooreenstemmende
eienskappe by L. curvatus en L. sake t.o.v. die elek-
troforetiese beweeglikheid en mol % G+C-inhoud word

in Tabel 4.28 gegee.

Hibridisasie-ondersoeke kan wel van waarde wees by
die onderskeiding tussen hierdie twee spesies, maar
die hoeveelheid werk en spesifieke probleme hieraan

verbonde, maak dit onprakties vir roetine-ondersoeke.

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

- 137 -

(@

TABEL 4.27 VOORGESTELDE SLEUTELMAATSTAWWE VIR DIE
ONDERSKEIDING VAN L, CURVATUS EN L., SAKE
(IN OOREENSTEMMING MET BUCHANAN EN
GIBBONS, 1974; KAGERMEIER, 1981)

Fermentasie van L. curvatus L. sake
Melibiose - +
Maltose +
Sukrose - +
Trehalose - +
Arabinose - +
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TABEL 4.28 EIENSKAPPE VAN L. CURVATUS EN L. SAKE WAT
OOREENSTEM (FISIOLOGIESE EIENSKAPPE UIT-
GESLUIT) (VOLGENS KAGERMEIER, 1981}

Eienskap L. curvatus L. sake
mol % G+C 43,9 42,2
melksuurkonfigurasie DL~ DL-

Relatiewe elektroforetiese
beweeglikheid: L - LDH 1,60 - 1,64 1,60
D - LDH 1,20 1,20
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Voorts dui die relatief hoé persentasie DNA-homologie
(40-50%) op 'n moontlike verwantskap tussen hierdie

spesies.

Kagermeier (1981) het ook gevind dat die atipiese
streptobakterieé hoofsaaklik uit die twee genoemde
spesies bestaan, maar dat 'n groot aantal verskille
ook binne elke spesie voorkom. Sy het die eienskappe
wat in Tabel 4.27 genoem is, vir onderskeiding ge-
bruik, maar ook beweér dat 'n absolute afbakening
van spesies m.b.v. dié eienskappe nie moontlik is
nie. Die moontlikheid van oorvleuelende '"sake/curva-
tus" —groepe word genoem. Elk van hierdie spesies
blyk dus op sigself heterogeen te wees. So kan bv.
maltose~-fermentasie soms wel by L. sake aangetref
word, soos gesien kan word volgens die indeling in
Tabel 4.29.

Met verwysing na die oorspronklike beskrywing van
L. curvatus (Abo-Elnaga en Kandler, 1965) kan die
morfologie egter as 'n waardevolle, bykomende maat-
staf vir die onderskeiding van die twee spesies ge-
bruik word. Op grond van sy kenmerkende gekromde
voorkoms kan L. curvatus (kyk Fig. 4.17) met rede-
like sekerheid van L. sake onderskei word (kyk Fig.
4.18). Twyfel omtrent klassifikasie op grond van
"atipiese" suikerfermentasiepatrone kan dus vir dié
spesies met behulp van hul morfologiese eienskappe

uit die weg geruim word.

Die 402 isolate wat ondersoek is, is m.b.v. die

eienskappe in Tabel 4.30 in twee "spesiegroepe" ver-
deel. L. sake maak die grootste groep, nl. 322 iso-
late (80%) uit met 80 isolate (20%) as die L. curva-

tus —groep.
Dit is egter gevind dat daar variasie binne elke

spesie bestaan t.o.v. die fermentasie van die vyf

suikers wat in Tabel 4.27 genoem word, asook die
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TABEL 4.29 BIOGROEPE VAN [L. CURVATUS EN L. SAKE SOO0OS
BEPAAL DEUR DIE FERMENTASIE VAN MELIBIOSE,
MALTOSE, SUKROSE, TREHALOSE EN ARABINOSE.
DIE EIENSKAPPE VAN OUTENTIEKE STAMME WORD

OOK GEGEE

Suikerfermentasie

Spesie Biogroep

Melibiose
Sukrose

Trehalose
Arabinose

~ | Aantal isolate

-
H oW N U N O N
I

L. curvatus I
IT
IIT
v
\Y
VI
VII

Outentieke -
spesie

I
1 + + + + + | Maltose
+ + + +

+ + +

+ 1

+
i
*l
i

L. sake I 114
IT 136

ITI 37
Iv 2
v 13 - -

Outentieke +
spesie

+ + 4+ +
+ +

+ + + + + +
|

* Negatiewe reaksie by ca. 75% 'solate
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TABEL 4.30 FISIOLOGIESE EIENSKAPPE VAN DIE DL-MELKSUURVORMENDE STREPTOBAKTERIE% EN DIE BIOGROEPE WAT BY ELKE SPESIE
ONDERSKEI WORD
Fisiologiese Toetse
o
2 |3 2 1% 9 3}
[~} (e} Ral [ )] Q [} L
o Bl 0 ] =4 -l v ] o
[ Q (e} =1 0 0 - = ~
L] < o ~ o A [o] [~} ™ Lo}
ol L] (&] — —~ A 3 A -~ oe -
12} =] ) —t [ o] ~ - o o el o ()
[} o < [~ [ 7] ~ o (1] —~ 3] - o, =} s}
28 a5l T I T A (VI (P I I ) IOV o 81|88 |c | R RERE
- oo [¢] [ [ [*) ] Q - + Bl [ 7] o + Bal o =1 [ [+ o + @ ] [ [o] [ + Q 0 N ~
~ O — bal 0 [0} — =1 L] -l 3 -~ [o] + - 3 + v u L + u - -~ [~} bl + — 1] [ Ral [o] o Q
$4 N « .a [*] o] [ - -~ kel 3 — + S 3 B -~ Q L) - o N + -~ 1] - Q [*] 0 3 - -t > @ —
= 81 + g + 1] = ,g [} o g 3 .§ [} a un — + L] [~} [~1 (] [ W -~ Q (2] 5 [e] [ [ E‘ o a
S = slola|s5]8 el la s e ls el 21% (s 815|293 |88 |21zl |58 |5
~ o & = = 7] 15 2 (L) 5 Q 1] m [ (U] (V) 2] (o] (=] =] = = = = -1 ~ w @ (2] ~ = % (L) (4] w m B
L, curvatus
¥

I 17 - 50 41,2} 0 |82,4|76,5] 100 94 o 11,8/ O 0 88,2] o 0 5,9 0 64,7 5,9 5,9129,415,9 0 35,3]4,18
11 30 - 165,5{16,7] © 40 80 | 100 | 100 |6,7}26,7] O 10 93,31 © 0 46,7 © 90 3,3 0 30 123,313,3 117,914,13
111 2 - 0 50 ] 50 | 100 | 100 | 100 0 0 0 100 0 0 100 0 100 50 4} 50 0 0 0 14,34
v 15 - [46,7] 80 0 |93,3186,7}100 | 100 0 0 6,7 100 0 0 401 6,7 80 6,7 0 J13,3)13,3] 20 20 14,11

v 12 + |83,3)183,3] 0 |91,7(41,7]100 {100 |16,7|66,7] © 8,3 100 0 0 8,3 100 (4] 16,7} 25|66,7] O 0 14,09
\'28 3 + 100 | 100 O |66,7]33,3]1100 ] 100 66,71 O 0 100 V] 0 |33,3 66,7 0 0 0 0 4,24
VII 1 - 100 0 0 0 0 ]100 | 100 0 0 0 100 0 0 0 0] o] 100 0 100 3,92

L. sake

I 125 ) + + 9,6)64,9}4,0 31,6 27 | 100 | 100 | 20 |90,4}0,88] ©O 89,6 5,6 |6,1|60,8 0,88 0,88130,442,4(10,4| 0 }s,09
1I 145 ) + + 49 |67,6|14,5 53,171,7]93,4]98,5[26,9|96,6} 1,5 |17,2 95,9 29,7]16,6]90,3 1,5 0 |46,2/63,4( 2,1/0,69(2,93
111 37+ + 43,2} 46 81,1 33 {70,2] 100 | 100 [18,989,2] O 83,8 5,412,7194,6 0 10,8129,7121,6(13,5| 0 |[<,18

v 21+ + 50 50 } 100 100 50 ] 100 | 100 o] 50 50 100 o 0 100 0 0 50 0 0 4,16

v 13} - + 27 1176,9]15,4 15,4138,5]100 | 100 (23,1] 100 0 100 23,1 o |38,5 0 7,7(53,9}30,8| 0 =,31

*

*3

*3

100% positiewe reaksies:

0% positiewe reaksies:

+ : 100% positiewe reaksies

- : 100% negatiewe reaksies

gelatinase-aktiwiteit.

. . . o
Fermentasie van ribose, DL-melksuur, groei by 15 C.

Verwys na % van die isolate wat positewe reaksies toon, en die gemiddelde eind-pH-waarde.

o - X ;
Katalase-aktiwiteit, gasvorming uit glukose, groei by 45°C, m - A2pm in die selwand, nitraatreduksie,

el
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meeste ander eienskappe en die seleksie wat uit dié
eienskappe gemaak word om as klassifikasiemaatstawwe

te dien, maak die bestaande sisteem dus arbitrér.

In Tabel 4.29 word L. sake en L. curvatus onderskeide-
li1k in vyf en sewe biogroepe verdeel. Die eienskappe
van die outentieke spesies soos uit die literatuur
verkry, word ook bygevoeg. Al die ander fisiologiese
eienskappe wat vir hierdie twee spesies bepaal is,
word gegee as die persentasie van isolate wat posi-

tief was t.o.v. 'n spesifieke eienskap.

Die twee spesies verskil dus hoofsaaklik in die fer-
mentasie van melibiose, maltose, sukrose en trehalose,
terwyl daar vir die ander suikers 'n wye spektrum van
moontlikhede bestaan. Groot verskille in eskulien-
splitsing, groei by pH 3,9, gasvorming uit glukonaat,
en fermentasie van glukonaat, raffinose, xilose en
arabinose het voorgekom. Slymvorming is by 26% van
die L. sake-isolate gevind (vergeleke met 46% van die
isolate van Shaw en Harding, 1984). Terwyl 18% van
die stamme by die L. curvatus -groepe beweeglik was,
het beweeglikheid prakties nie by L. sake - groepe of
enige ander isolate ( L(+)-laktaatvormers, ens. )

voorgekom nie.

In ooreenstemming met die beskrywing van Reuter
(1975) vir die "atipiese" streptobakterieé toon die
grootste persentasie van die L. sake/L. curvatus -isolate
in hierdie ondersoek 'n psigrotrofe aard deur hul
groeivermoé by 4°c. Reuter (1975) het ook die
atipiese groep as minder suurbestand beskryf op
grond van hul onvermo& om by pH 3,9 te groei. Ongz2-
veer 63% van die L. sake/L. curvatus —isolate in hier-
die ondersoek het nie by pH 3,9 gegroei nie. Dit
bly egter 'n wesentlike probleem om die biogroepe

A, B en C van Reuter (1975) met erkende DL-melksuur-
vormende spesies soos L. curvatus en L. sake in ver-

band te bring.
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Indien slegs die fermentasie van melibiose en mal-
tose beskou word, is dit moeilik om te bepaal watter
biogroepe van die twee spesies in Tabel 4.29 as
"sake/curvatus " -oorgangsgroepe beskou kan word, en
veral hier sal die morfologiese eienskappe as belang-

rike maatstaf geld.

Shaw en Harding (1984) het numeriese taksonomie ge-=
bruik om Streptobacterium-isolate vir vleismonsters in
twee groot groepe te verdeel. Ter klassifikasie is
voorgestel dat dit onderskeidelik onder L. sake en 'n
nuwe spesie van die atipiese streptobakterieé tuis-
hoort. L. curvatus word egter nie deur hulle as 'n
atipiese streptobakterium beskou nie. Die fermen-
tasie van veral mannitol, sorbitol, raffinose, ribo-
se en sukrose (maar nie maltose of melibiose nie) is

as maatstawwe gebruik.

Indien hierdie vyf suikers as maatstaf gebruik sou
word om die 402 DL-melksuurvormende isolate van hier-
die ondersoek te sistematiseer, kom tien van die bio-
groepe in Tabel 4.29 ooreen met L. sake of die groep
I van Shaw en Harding (1984), en twee biogroepe met
L. curvatus (kyk Tabel 4.31). L. curvatus verskil vol-
gens Shaw en Harding (1984) van L. sake slegs in die
fermentasie van sukrose, en die onderskeid tussen die
twee spesies word dus baie moeilik. Isolate wat met
L. sake en die "nuwe" spesie ooreenkom, sal op grond
van hul mol % G+C-inhoud in die DNA onderskei moet

word.

In hul publikasie maak Shaw en Harding (1984) ook
melding van die groot mate van ooreenkoms wat bestaan
tussen L. sake en L. bavaricus t.o.v. morfologie, sui-
kerfermentasiepatroon en mol % G+C-inhoud. L. bavaricus
vorm egter L(+)-melksuur in teenstelling met die
DL-melksuur by L. sagke. L (+)-melksuurvormende isolate
( <10%), is ook in hul groep II gevind en kom ooreen

met die eienskappe van L. bavaricus soos beskryf deur
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TABEL 4.31 KLASSTIFIKASIE VAN DIE DL-MELKSUURVORMENDE
STREPTOBAKTERIE% M.B.V. DIE VYF MAATSTAWWE
WAT DEUR SHAW EN HARDING (1984) GEBRUIK IS

Fermentasie "
-
<«
v
o) m &)
~ ! =~ | W jon] +
o} ol o o U
plR|csjo]lalo
At Alalo]|A o
SR8l 3|88 -
S18lQ|a|35 o
sl m =
L. sake® =1+ + 42
L. curvatus® -1 - -] +]- 43,9
Nuwe spesies van Groep I* +t-f -+ +f{-{33,2 - 36,9
L. sake-tipe spesies van - -f{ =1 +}+|+]40,7 - 43,7
Groep 11*
Isolate van hierdie ondersoek
L. curvatus-tipe isolate:
Groep I -t =t -1+t -i-
1I o B B I B S
III SN R RS B S
v -t =t =f+}+]+
\% -t -] =+t +f+
VI - = - +] +] -
VII IR
L. sake-tipe isolate:
Groep I -l =l -]+t +] +
II - =} -]+ +{ +
I1I - - - +] +| -
v -l -t -1+ +] -
\Y - =t -]+ +] -

*Shaw en Harding (1984).
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Stetter en Stetter (1980), asook met die betrokke
L(+)~-laktaatvormende isolate in hierdie ondersoek
(kyk 4.4.2.2).

Dieselfde arbitrére sisteem van klassifikasie wat

die absolute onderskeiding tussen L. sake en L. cur-
vatus bemoeilik, word ook t.o.v. ander Lactobacillus-
spesies gebruik. DNA-basissamestelling en selwand-
aminosuursamestellings kan by sommige van hierdie

groepe as bevestigende maatstaf dien en geld in som-
mige gevalle as die deurslaggewende onderskeidings-
kenmerke. Die suikerfermentasiereeks word egter nog
in die meeste gevalle aangewend vir algemene onder-

skeiding tussen spesies.

'n Verdere probleem wat nog opgeklaar moet word, is
die teenwoordigheid van plasmiede in die lactobacilli
en die eienskappe wat hierop gedra word. So is in
die verlede al vasgestel dat die eienskap van laktose-
fermentasie by melksuurstreptococci op 'n plasmied
geleé is (Kempler en McKay, 1979). Indien
kennis beskikbaar is omtrent ander eienskappe waar-
voor op die plasmiede gekodeer word, kan eienskappe
uitgekies word waarvoor in die chromosoom self geko-
deer is. Sodoende sal maatstawwe soos suikerfermen-
tasiepatrone met 'n groter mate van betroubaarheid
vir die onderskeiding van afsonderlike taksons ge-

bruik kan word.

Ander identifikasiemetodes wat moontlik aangewend kan
word om 'n verantwoordbare fenetiese klassifikasiesis-
teem vir L. sake en L. curvatus, en moontlik ook vir

ander Lactobacillus -groepe, daar te stel, is oorweeg.

Poli-akrielamiedgelelektroforese van die proteiene in
die sel en/of selwand is al aangewend in die identi-
fikasie van verskeie organismes of groepe organismes.
Die beginsel van hierdie tegniek, asook die aanwen-

ding van numeriese taksonomie in hierdie verband,

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



UNIVERSITY OF PRETORIA
YUNIBESITHI YA PRETORIA

- 146 -

&
&

ﬂ UNIVERSITEIT VAN PRETORIA

A 4

word deur Kersters en De Ley (1974) uiteengesit. Dit
is 'n sisteem wat vir die onderskeiding van spesies
binne talle bakteriegroepe van groot waarde behoort
te wees. Ander navorsers het reeds hierdie klassi-
fikasiemetode gebruik in die sistematisering van die

volgende organismes:

Campylobacter (Morris en Park, 1973; Hanna et al.,
1983), Mycoplasma (Razin en Rottem, 1967), Brucella
(Morris, 1973), Mycobacterium (Haas et al., 1972),
Corynebacterium (Larsen et al., 1971) en die groep
D Streptococci (Lund, 1965), asook by die algemene
identifikasie van bakterie& vanaf tandvleis deur
Moore et al. (1980).

Voorlopige werk is reeds m.b.v. die metode in hierdie
ondersoek gedoen as 'n poging tot die onderskeiding
tussen L. curvatus en L. sake. Aangesien 'n outen-
tieke L. sake-stam nie beskikbaar was nie, kon geen
definitiewe resultate m.b.t. hierdie twee organismes
verkry word nie. Dit kom egter voor of die metode
wel goeie moontlikhede inhou as hulpmiddel vir die

klassifikasie en onderskeiding van die twee spesies.

Shaw en Harding (1984) het numeriese taksonomie ge-
bruik in die identifikasie van melksuurbakterieé uit
vakuumverpakte rou vleis. Die meeste algemene fisio-
logiese eienskappe van hul isolate is vir taksonomiese
doeleindes m.b.v. die API 50-sisteem (vir identifi-

kasie van Lactobactllus—-spesies) bepaal.

'n Nuwe tegniek wat ontwikkel is, behels elektrofo-
rese van DNi-fraksies wat met restriksie-ensieme ver-
kry is. Die ooreenstemming van basispare in verskil-
lende organismes se genome word hierdeur bepaal.
Lactobactllus helveticus en Lactobacillus jugurti 1s reeds
m.b.v. hierdie tegniek getoets (Manachini en Parini,
1983) , en dit hou waarskynlik ook moontlikhede in vir

onderskeiding van L. sake en L. curvatus.
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Faagtipering, asook DNA : DNA-hibridasietegnieke is
verdere spesifieke tegnieke wat aangewend kan word
vir identifikasie- en klassifikasie doeleindes; veral
die laasgenoemde tegniek lewer egter praktiese pro-

bleme indien dit op roetinebasis uitgevoer moet word.

Opsommende beskrywing van die DL-melksuurvormende

streptobakterieé wat nie m - A,pm in die selwande

het nie

Morfologie (48h by 25°¢ op MRS-plate; anaérobe

inkubasie) :

Kolonies: Ronde, plat tot effens konvekse kolonies
wat roomwit en soms deurskynend was. Die
deursnit wissel van speldpuntgrootte tot
ca. 2 mm en die oppervlak was glad en
blink.

Morfologie: 1) Kort stafies wat enkeld, in pare of
kort kettings voorgekom het, asook in

aggregate (vermoedelik L. sake).

2) Kort, gekromde stafies wat meestal
in pare en gedraaide, onreélmatige
kettings voorgekom het en soms aggre-
gate gevorm het (vermoedelik L. curva-

tus).

3) Verlengde selle wat dikwels onreél-
matig gebuig en gekrom was, is by die

meeste isolate aangetref.

Fisiologie: Die 402 isolate is almal katalase-negatief,

Grampositief, vorm DL-melksuur uit glukose
maar geen gas nie, besit geen m - A,pm in
die selwand nie en groei nie by 45°¢C nie.
Ammoniak is deur 'n klein aantal isolate
uit arginien gevorm (9 isolate) terwyl 25
isolate slym uit sukrose gevorm het en 16
isolate beweeglikheid getoon het. Vyftien
van hierdie isolate is as L. curvatus ge-

klassifiseer. Die eind-pH van 63% (256)
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van die kulture nd 4 dae was nog steeds
>4,0, terwyl 215 isolate (ca. 53%) by
4°¢ gegroei het. M.,b.v, hul morfologie
en ander fisiologiese toetse, veral die
fermentasie van melibiose, maltose, su-
krose, trehalose en arabinose, kon 80
isolate as L. curvatus en 322 isolate as
L, sake geidentifiseer word. By die

L. curvatus ~groep word sewe biogroepe
onderskei op grond van hul reaksie t.o.v.
die vyf suikers, en by die L. sake-groep
vyf biogroepe. Groot variasie van
eienskappe binne die spesies en selfs

binne elke biogroep is opvallend.

(Kyk Tabel 16 van die Bylae,)

1

Digitised by the Department of Library Services in support of open access to information, University of Pretoria, 2021



Oyt

UNIVERSITEIT VAN PRETORIA
UNIVERSITY OF PRETORIA
@ YUNIBESITHI YA PRETORIA

- 149 -

HOOFSTUK 5 :  GEVOLGTREKKINGS

Uit 'n totaal van 538 verteenwoordigende bakterie-isolate
uit vakuumverpakte vleisprodukte sowel as eksudaat, was
63 stamme katalase-positief. Hierdie "minder belangrike"
groep katalase-positiewe organismes is hoofsaaklik deur

coryneforme tipes verteenwoordig.

Alle katalase-negatiewe isolate kon as melksuurbakterieé
geidentifiseer word. Slegs 21 (4,42%) stamme van die
melksuurbakterieé was heterofermenterend. Daarvan is
15 as leuconostocs (hoofsaaklik L. mesenteroides) en 4 as

heterofermentatiewe (betabakterieé&) geidentifiseer.

Teen die verwagting in, kom dit voor of heterofermenta-
tiewe melksuurbakterieé slegs 'n geringe rol in die be-
derfpatroon van die betrokke produkte speel. Voorts is
ook geen voorbeelde van L(+)-laktaatvormende betabak-

terieé of selfs L. viridescens gevind nie.

Onder die 29 stamme van L(+)-laktaatvormende homofermen-
tatiewe lactobacilli kon 28 as L. bavaricus geidentifi-
seer word. Die assosiasie van hierdie spesie met vleis-

produkte is nog nie voorheen aangetoon nie.

Ook L. plantarum skyn 'n mindere rol in die bederfpatroon
van die betrokke produkte te speel en slegs 18 stamme
van hierdie spesie (3,8% van die melksuurbakterie&) is

geisoleer; 14 van hierdie stamme kon nitraat reduseer.

Probleme is ondervind met die klassifikasie van die
D(-)-laktaatvormende streptobakterieé&. Hierdie klein
groep van slegs vyf stamme behoort waarskynlik tot die

spesie L. homohiochiz.

Die grootste persentasie van die homofermentatiewe melk-
suurbakterieé, het DL-melksuur gevorm. Uit die litera-

tuur blyk dit dat die grootste groep melksuurbakterieé
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wat uit vakuumverpakte vleisprodukte geisoleer word, uit
lede van die groep atipiese streptobakterieé bestaan, en

wel L. curvatus, L. sake en ook moontlike nuwe spesies.

Op grond van die morfologie van die isolate en hul fisio-
logiese eienskappe wat in hierdie ondersoek bepaal is,

en meer spesifiek die fermentasie van melibiose, maltose,
sukrose, trehalose en arabinose, blyk dit dat die groep
waarskynlik saamgestel is uit L. sake (80%) en L. curva-
tus (20%). Die isolate wat met L. sake ooreenstem, kon
in vyf biogroepe onderverdeel word, en die L. curvatus-—
isolate in sewe biogroepe. Van die L. curvatus-isolate
was 15 beweeglik wat 'n uitsonderlike eienskap onder die

lactobacilli is.

Op grond van tekortkomings in die bestaande fenetiese
klassifikasiesisteem, moet tans nog aanvaar word dat

daar moontlike "sake/curvatus—oorgangsgroepe" bestaan.

Moontlike tegnieke wat aangewend kan word om 'n meer
verantwoordbare klassifikasiesisteem vir die melksuur-
bakterieé (en veral vir die "atipiese streptobakterieé")
daar te stel, word genoem. Hierdie tegnieke behels
numeriese taksonomie n.a.v. poli-akrielamiedgelelektro-
forese van die selproteiene, numeriese taksonomie van
fisiologiese eienskappe, elektroforese van DNA-fraksies
om die opeenvolging van basispare van verskillende orga-
nismes se genome te vergelyk, faagtipering en DNA:DNA-

hibridisasie.
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TABEL 1 VERSPREIDING VAN PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
OOR 'N pH-REEKS VAN 4 TOT 6

PH
(aantal monsters)
Monster
4,1-4,5{ 4,6-5,01| 5,1-5,5| 5,6-6,0
Weense worsies 5 5
Koue vleis 3 1
Frankfurters 1 1
Worse- Russians 2 1
en vleis Rookwors 1 1
"Country Sausagée 2
Totaal 7 12 4
% 30 52 18
Weense worsies 2 7 1
Koue vleis 3 1
Frankfurters
Russians 3
Eksudaat Rookwors 1
"Country Sausage'l 1
Totaal 2 12 6
e 10 60 30
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TABEL 2 RESULTATE VAN TELLINGS VAN TOTALE AANTAL BAKTERIEE
OP STD-I-AGAR VAN DIE PRODUKMONSTERS
(INKUBASIE: 72h BY 30°C)

Produkmonsters (log tellings per g)
Tellings in duplikaat Tellings in duplikaat
Monster Monster
1 2 Gemid. 1 2 Gemid.
Wi 8,04 7,71 7,72 W16 8,11 8,08 8,18
7,65 6,7 8,29 8,29
W2 6,7 6,7 7,04 W17 8,34 8,0 8,26
7,25 7,19 8,35 8,27
W3 6,3 7,75 7,75 wis 7,7 8,08 7,91
7,94 7,6 7,97 7,76
w4 6,26 6,62 6,56 " W19 7,7 8,2 7,65
6,75 6,4 : 7,7 7,57
W5 6,9 7,52 7,63 7.78 7.88
7,48 7,14 W27 7,9 7,85 7,84
w6 8,56 8,63 8,36 ;’gg ;';g
8,68 8,69 d !
W7 7,95 | 8,0 7,90 w28 ;'33 ;'SZ 7.86
7,96 7,85 ! '
7,89 7,64 W29 8,61 8,57 8,48
w8 8,08 8,3 8,0 8,56 8,63
7,85 7,99 W30 7,48 7,9 7,75
7,71 7,78 7,7 7,76
W9 7,9 7,85 | 7,75 7,89 | 7,64
7,59 7,61 W31 7,0 7,7 7,62
7,61 7,8 7,66 7,75
W10 7,78 | 7.7 7,45 7,69 | 7.6
6,3 6,85 W32 7,3 7,48 7,52
7,38 7,38 7,53
Wil 7,78 | 7.38 | 7.76 7063 | 7,57
7,86 7.9 W33 8,0 8,0 7,5
7,7 7,73 8,04 7,48
W13 8,86 8,40 8,72 W34 8,7 8,9 8,66
W14 7,6 7,48 7,60 g'gi g'gﬁ
7,78 ’ 102
W15 8,58 8,2 8,4 W35 8,40 8,0 8,08
8,05 8,54 8,0 8,0
! ! 8,02 8,05
7,83 8,28
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TABEL 3 RESULTATE VAN TELLINGS VAN TOTALE AANTAL
BAKTERIEE OP STD-I-AGAR, VAN DIE EKSUDAAT-
MONSTERS (INKUBASIE: 72h BY 30°c)

Eksudaatmonsters (log tellings per ml)
Tellings in duplikaat Tellings in duplikaat
Monster Monster
1 2 Gemid. 1 2 Gemid.
V3 9,56 9,7 9,6 V18 9,6 9,6 9,6
v4 8,6 8,0 8,2 V19 9,7 9,7 9,7
7:9 7.9 va27 9,1 9,2 9,15
V5 9,1 9,1 9,04 9,1 9,2
8.8 9.1 V28 9,3 9,2 9,28
3 >10,7 | >10,7 >10,7| V29 9,1 9,1 9,0
v8 10,0 10,0 10,0 9,0 8,9
V9 9,6 9,6 9,6 V30 9,8 9,9 9,8
V10 9,6 9,7 9,7 V31 9,6 9,4 9,5
Vi1 8,7 8,3 8,6 V32 9,9 10,0 9,98
8.7 8.6 v34 10,2 10,2 10,1
V13 10,2 10,3 10,26 9,9 10,0
V15 9,4 9,4 9,4 v35 10,4 10,4 10,3
V16 9,3 | 9,4 | 9,3 10,11 10.0
V17 9,9 - 9,9
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TABEL 4 VERDELING VAN TOTALE TELLINGS VANAF STD-I-AGAR IN GROOTTEGROEPE BY PRODUK- EN
EXKSUDAATMONSTERS, ASOOK DIE FREKWENSIE WAARMEE DIT VOORKOM BY DIE VERSKILLENDE
TIPES MONSTERS

Produkmonsters (log tellings/qg) Eksudaatmonsters (log telling/ml)
Tipe Produk z

6,5-717-7,5| 7,5-8 | 8-8,5| 8,5-9 8-8,518,5-91]9-9,5}9,5-10| 10-10,5} 10,5-11
Weense worsies 1 5 3 1 4 4 1 1
Noenvleis 1 2 2 1 1 2 1 |
Frankfurters 2 1 =
"Russians" 3 1 3 1 ' T
Rookwors 1 2 1 1
"Country Sausage" 1 1 1
Totaal 1 2 15 7 2 1 1 6 9 4 1
% 4 7 56 26 7 5 5 27 40 18 5
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TABEL 5 RESULTATE VAN DIE TELLING VAN MELKSUURBAKTERIEE
VANAF ASETAATAGAR NA 72h BY 30°C UIT DIE
PRODUKMONSTERS

Produkmonsters (log tellings per qg)
Mon- Tellings in duplikaat Mon- Tellings in duplikaat
ster 1 2 | Gemia.| | Ste* 1 2 | Gemid.
W1 8,4 8,1 8,08 W14 - - -
7,991 7,3 W15 _ _ _
W2 6,1 6,9 6,5 W16 6,5 - 6,6
6,4 6,3
6,6 -
W3 7,8 | 8,01 7,7 wi7 | 7,2 | 6,8 6,97
7,4 7,4
7,0
W4 6 7 l 6 r 2 6 I 3 -
6’2 64 W18 4,7 ,
WS 7 7,5 | 7,4 w12 6,1 - ’
7,5 7,4 W27 7,3 7,0 1
7,4 7,4 7,0 7,04
W6 7,4 | 8,7 | 8,7 7.1 7,04
8,7 8,7 W28 5,2 5,6 ,
W7 7,951 7,7 7,7 W29 4,3 4,0 ,
;'g ;'g W30 7,0 6,3 ,
’ ' 5,9 5,9
W8 8,0 7,9 7,9 6,1
7,9 7,7
2’8 74 W31 6,8 6,7 6,8
W9 7,95 7,0 | 7,6 w32 g'g g'% 6,04
7,6 7,7 ' ’
7,5 7,4 W33 - - -
W10 7,7 7,5 7,5 W34 - - -
7,4 7,7 _ - -
7.3 | 7,2 W33
W1l 8,0 7,9 7,6
7,5 7,4
7,3 7,3
W13 6,3 6,5
6,7
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TABEL 5a RESULTATE VAN TELLINGS VAN MELKSUURBAKTERIEE OP
AA+Fr EN MRS-KS-AGAR NA 72h BY 3OOC, VAN DIE
PRODUKMONSTERS
AA+Fr MRS-KS-agar

Mon- Tellings (logs per g) Mon- Tellings (logs per g)
ster 1 2 Gemid. ster 1 2 Gemid.
w28 4,48 | 4,95 4,8 w28 7,95 7,8 7,9
7,9
w29 6,9 7,07 6,9 w29 9,3 8,9 ,
4,0 w3o | 7,3 | 8,0 ,
7,6 7,7
7,4 7,3
W31 7,3 6,9 6,8
6,7 6,7
6,9 6,1
W32 7,2 7,0 6,99
6,8 6,7
8,0
W33 8,5 8,0 8,2
8,1 8,4
7,9 8,04
w34 8,7 8,6 8,7
8,7 8,6
8,6 8,6
W35 8’5 8I5 8’3
8,3 8,3
8,2 8,3
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TABEL 6 RESULTATE VAN DIE TELLINGS VAN MELKSUURBAKTERIEE
IN DIE EKSUDAATMONSTERS OP ASETAAT-AGAR NA 72h
BY 30°C

Eksudaatmonsters (log tellings per ml)
Mon- Tellings in duplikaat Mon- Tellings in duplikaat
ster 1 2 | Gemid.| | SteT 1 2 Gemid.
V3 9,4 9,5 9,4 V19 8,0 8,1 8,04
v4 8,5 8,6 , 747

8,4 8,4 V27 7,3 7,0 7,1
V5 8,8 9,0 | 8,9 3'24 ;'83

8,7 8,9 ' '
V6 10,4 | 10,2 | 10,3 vas 4,7 3 '
Vs 9,8 3,5 9,7 V29 4,6 - '
V9 9,5 9,5 | 9,4 V30 g'g g'g '

9,1 9,1 ' ’
V10 9,1 9,3 8,99 | | V3! 6,0 55 5,6

2 o3 5,3 5,5

r ’ 5,2
Vil g'g g'g 8,5 vi2 | 8,5 | 8,5 8,5
' ’ 8.6 8.5

V13 - - - 734 ) | )
V15 5,1 4,7 4,95 | | yas - 73 -
V16 0 - 4,0 7.1 6,7
V17 - - - 7.1
V18 8,5 5,98 7,7

6,3

6.1
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TABEL 6a RESULTATE VAN TELLINGS VAN MELKSUURBAKTERIE’EI op
AA+Fr EN MRS-KS-AGAR NA 72h BY 3OOC, VAN DIE
EKSUDAATMONSTERS
AA+Fr MRS-KS-agar
Mon- Tellings (logs per ml) Mon- Tellings (logs per ml)
ster | 2 |Gemid. ST | 2 | Gemid.
V28 5,5 8,1 6,5 V28 9,5 9,4 9,4
5,4 5,4
V29 7,2 6,0 6,7 V29 9,5 9,7 9,6
5,0 5,3
4,5 6,97
V30 9,8 9I7 ’
V3l 9’2 9l4 14
8,8 8,7
V32 9,5 9,6 9,4
9,0 9,1
V34 10,4 10,3 16,3
V35 10,6 10,5 10,6
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BY DIE VERSKILLENDE TIPES MONSTERS

VERDELING VAN GEMIDDELDE TELLINGS VAN MELKSUURBAKTERIEE OP ASETAATAGAR (pH 5,5) IN
GROOTTEGROEPE BY DIE PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS, ASOOK DIE FREKWENSIE WAARMEE DIT

Produkmonsters
(log tellings per q)
Tipe Monster
0-4 4-51} 5-5,515,5~-6| 6-6,5| 6,5-7{ 7-7,5| 7,5-8 | 8-8,5| 8,5-9
Weense worsies 2 1 1 2 2 1
Noenvleis 2 2 1 1
Frankfurters 1 1
"Russians" 1 1 2
Rookwors 1 2
"Country Sausage" 1
Totaal 5 2 0 1 4 5 2 6 1
% 18,5 7 0 4 5 18,5 7 22 4
Eksudaatmonsters
(log tellings per ml)
Tipe Monster
5,5-6| 6-6,5| 6,5-7} 7-7,5| 7,5-8 | 8-8,5¢{ 8,5-9| 9~9,5( 9,5-10| 10-10,5

Weense worsies 3 1 1 1 2 2
Noenvleis 1 1
Frankfurters 1
"Russians" 1 1 2
Rookwors 2
"Country Sausage" 1
Totaal 5 0 0 2 1 1 6 2 1 2
% 25 0 0 10 5 5 30 10 5 10

LT
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TABEL 8 VERDELING VAN GEMIDDELDE MELKSUURBATERIETELLINGS
OP MRS-KS-AGAR IN GROOTTEGROEPE BY DIE PRODUK- EN
EKSUDAATMONSTERS, ASOOK DIE FREKWENSIE WAARMEE
DIT BY DIE VERSKILLENDE TIPES MONSTERS VOORGEKCM HET

Produkmonsters

log tellings per g

Tipe Monster
6,5-7(7-7,5{(7,5-8| 8-8,5| 8,5-9{ 9-9,5

Weense worsies 1 1
Noenvleis 1
Frankfurters 1

"Russians" 1 1

Rookwors 1 1

"Country Sausage" S

Totaal 2 0 2 2 1 1
% 25 0 25 25 12,5 12,5
Eksudaatmonsters

log tellings per ml

Tipe Monster
9-9,5 9,5-10 10-10,5] 10,5-11

Weense worsies 1 1

Noenvleis 1
Frankfurters 1

"Russians" 1 1
Rookwors 1

"Country Sausage"

Totaal 3 2 1 1

% 43 29 14 14
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TABEL 9 RESULTATE VAN B. THERMOSPHACTA-TELLINGS OP
STAA-MEDIUM VAN PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
(LOGS PER g OF LOGS PER ml)

Produkmonsters Eksudaatmonsters
Tellings Tellings
Monster dupi?kaat Gemid.|| Monster dupi?kaat Gemid.

1 2 1 2

W3 3,95} 3,5 3,8 V3 5,415,2 5,3

w4 4,6 4,6 4,6 V4 6,51 6,6 6,5

W5 2,0 2,0 2,0 V5 3,814 3,8 3,8
V6 3,01} 3,0 3,0
v8 2,0 - 2,0

W9 3,1 3,2 3,1 V9 2,615,1 4,8

W10 2,0 - ’

Wl1l 3,8 3,7 3,7 V11 5,215,1 5,2

w14 2,5 ' ’

W15 5,7 ’ 5,7 V15 6,6 - 6,6
W16 4,3 4,0 4,2 V16 4,5]5,2 5,2
4,4 ’ ’ ’

W17 2,0 - 2,0 V17 6,4 - 6,4

V29 3,01 2,0 3,1
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TABEL 10 RESULTATE VAN ENTEROBAKTERIETELLINGS OP DHL-AGAR NA 24h BY 37°C EN 48h BY 20°C VAN DIE
PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS. ONDERVINDING HET GETOON DAT VERDERE INKUBASIE (NA 24h) BY
KAMERTEMPERATUUR DIE GROEI VAN PSEUDOMONADE BEVORDER

Produkmonsters (log tellings per g) Eksudaatmonsters (log tellings per ml)
Tellings in duplikaat Tellings in duplikaat
ster 1 2 ster ! 2
Gemid. Gemid.
24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h
w2 2,0 2,6% 2,7 2,95 2,98
W5 - - 1,0 - 1,0 V5 2,4 - 2,5 - 2,5
Wil - - 1,0 - 1,0 Vi1l 2,3 spreiende - - 2,3 |
kolonies
H

V13 1,0 - - - 1,0 o

W15 2,04 2,7 - - 2,4 V15 | spreiende 2,6 2,8 3,3 3,2 !
kolonies

w16 2,11 2,7 4,2 3,2 4,2 V16 4,6 - 4,5 2,9 4,5

visg 1,0 - - - 1,0

V19 1,0 1,3 1,0 2,2 2,0
w27 - 3,5 - 3,2 3,4
w29 1,5 2,0 - - 1,75 V29 2,8 2,0 2,8 2,8 3,0

- - 3'3 -
W32 1,0 - 1,5 - 1,3 V32 3,3 2,6 2,95
w34 V34 - - - _
spreiers spreiers spreiers spreiers
W35 spreiers V35
spreiers spreiers

*pie verskil in tellings na 24h en 72h dui die aantal moontlike pseudomonade aan.
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TABEL 11 RESULTATE VAN TELLINGS VAN ENTEROCOCCI OP
CATC-AGAR IN PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS
(INKUBASIE: 48h BY 37°C)

Produkmonsters Eksudaatmonsters
(log tellings per g) (log tellings per ml)
Tellings in Tellings in
Mon- duplikaat Mon- duplikaat
ster | 2 |cemia] | STeT| 1 2 |Gemid.
W2 2,6 2,7 2,7
)43 2,3 - 2,3
w8 2,3 - 2,3
V9 2,0 3,0 2,7
V11 3,0 - 3,0
W14 3,0 - 3,0
W15 4,3 4,1 3,99 V15 4,7 - 4,6
3,6 3,6 4,3 4,7
W16 4,5 5,0 4,9 V16 4,3 4,9 5,1
5,0 5,0 5,3 5,3
w27 4,9 4,951} 4,9
4,9 4,7
V32 2,8 2,5 2,7
V34 - 2,6 2,6
V35 3,0 - ’
2,0 2,6
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TABEL 12 RESULTATE VAN TELLINGS OP BAIRD-PARKER-MEDIUM NA
72h BY 37OC, BY PRODUK- EN EKSUDAATMONSTERS. DIE
TELLINGS VAN TIPIESE EN ATIPIESE KOLONIES WORD
AFSONDERLIK AANGEDUI

Tipiese Kolonies

Produkmonsters Eksudaatmonsters
(log tellings per q) (log tellings per ml)
Tellings in Tellings in
Mon- duplikaat Mon- duplikaat
sters | 2 |gemia [STEFS| 1 2 |Gemid.
V6 2,5 - 215
V8 2,6 - 2,6
W9 4,0 2,6 3,7 Vo 2,8 - 2,8
2,0
Wll - 3,0 3,0 V11 3,3 - '
W15 2,3 2,5 2,4 V15 4,5 /1 ’
W16 2,6 - 2,6 V16 4,0 , 0 ’
3,8 -
2,9 -
W27 3,3 3’8 3I7
W29 2,5 - 2,5 V29 3,5 3,0 ’
V32 4,0 4IO 4
3,3 4,1
3,0 .
W35 2,0 - 2,0
Atipiese Kolonies
Produkmonsters Eksudaatmonsters
(log tellings per qg) (log tellings per ml)
Tellings in Tellings in
Mon- duplikaat Mon- duplikaat
sters 1 2 Gemid. sters 1 2 Gemid.
V8 3,8 - 3,8
W9 - 2,3 2,3 V9 2,3 - 2,3
Vlo - 2'0 2,0
W27 4,5 - 4,5
V29 3,8 3,7 '
V32 4,7 4,5 '
2,7 2,8
- 4,5
W34 2,0 - 2,0
W35 - 2,0 2,0 V35 3,8 4,3 4,6
3,3 3,95
3,6
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TABEL 13 RESULTATE VAN TELLINGS VAN GISTE EN SWAMME VANAF
ADA-MEDIUM Ni 72 BY 250C , VAN DIE PRODUK- EN
EXKSUDAATMONSTERS. GETALLE VAN GISTE EN SWAMME
WORD GESAMENTLIK AANGEDUI

Produkmonsters Eksudaatmonsters
(log tellings per g) {log tellings per ml)
Tellings in Tellings in
Mon- duplikaat Mon- duplikaat
ster ster
1 2 Gemid. 1 2 Gemid.
vé 2 ’ 0 - 2 ’ 0
W7 3,3 3,5 3,4
3,3 3,4
W8 3,3 3,0 3,2 v8 4,5 5,5 5,4
3,3 3,1 5,1 5,4
W9 - 2,5 2,5 V9 4,1 3,9 3,9
3 ’ 0 -
V10 2,5 - 2,5
Wll 6,9 6,8 6,9 V1l ontel-| ontel-
baar baar
W13 2,0 2,95 3,5
- 4,0
W15 7,3 7,2 ’
W16 3,0 - ’ V1e - 4,3 3,9
2,9 2,0 3,5 3,8
W17 4,6 6,1 4,8 v17 3,0 - 2,8
2,5 2,6
Vl 8 4 r 6 4 4 4 4
V19 4,0 - 4,0
w27 - 4,0 4,0 v27 5,1 4,95 4,95
4,97 4,8
w28 4,3 4,9 4,9
5,1 5,0
v29 4,6 4,6
2,3 2,3
W30 2,0 2,3 2,2 v30 6,1 6,1 ’
W31 2,3 2,5 2,4 V31 4,9 5,1 ’
V32 - 3,7
3,5 3,1
W33 4,3 4,2 4,2
4,2 4,0
W34 4,0 4,0 4,0 V34 6,3 6,3 6,3
4,2 4,0
3,96 3,9
W35 3,7 3,0 3,4 V35 - 5,6 5,1
3,2 3,2 - 4,5
4,4 3,8
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RESULTATE VAN AMINOSUURANALISE VAN DIE SELWANDE

VAN DIE SES HETEROFERMENTERENDE LACTOBACILLI
(KONSENTRASIE IN x nmol/mg SELWAND)

Isolate

Aminosure, aminosuikers, ens.

L2060 [ L2061 | L2062 | L2082 | L2173 | L2174
SO3 34,9 19,2 19,6 19,2 5,7 6,5
Aspartiensuur (Asp) 21,9 77,2 92,9 74,4 48,1 78,4
Treonien (Thr) 14,5 10,2 32,2 23,0 - 1,3
Serien (Ser) 9,0 24,7 9,5 16,0 - 1,7
Muramiensuur (Mur) 2,3 72,8 56,4 60,0 23,4 58,1
Glutamiensuur (Glu) 23,6 | 120,41 114,7} 97,6 74,0 } 114,1
Prolien (Pro) - - - - - -
Glisien (Gly) 13,6 9,8 27,2 14,8 1,7 2,8
Alanien (Ala) 98,4 | 252,81} 218,2} 230,81 171,6 | 236,5
Sisteien (Cys) - .- - - - : -
Valien (Val) 14,6 5,7 18,5 10,0 - -
Methionien (Met) 3,7 - 5,1 - - -
Diaminopimeliensuur (m - Azpm) - 19,2 11,7 15,1 25,5 20,7
Isolensien (Ile) 10,9 2,6 8,6 2,4 - 1,6
Leusien (Leu) 18,8 6,5 20,7 8,2 - 2,6
Tirosien (Tyx) 6,3 3,6 14,0 8,5 - -
Fenielalanien (Phe) 6,4 1,4 14,0 4,4 - 18,3
Glukosamien (GLA) - 121,9 80,4 75,1 53,7 | 187,5
Galaktosamien (GAR) | 136,9| 94,3 112,6 88,9 | 301,1 | 369,9
Triptofaan (Txp) 4,6 85,4 4,1 4,0 4,5 4,0
Lisien (Lys) 37,3 - %0,5} 80,3} 61,8 89,4
Arginien (Arg) 8,6 - - - - -
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TABEL 15 RESULTATE VAN DIE FISIOLOGIESE TOETSE VAN DIE L (+)-MELKSUURVORMENDE STREPTOBAKTERIEE GERANGSKIK VOLCENS
DIE BIOGROEPE WAARONDER ELKE SPESIE INGEDEEL IS
Spesie Biogroep Isolaatnommer Fisiologiese Toets
@
o u )
8 3 5 @ 3 g O
A Q -] P 4 @ o
a2 0 £ 0 ] - 2~
(I 0 ~ o X ¢] 5] ) Ll
0o o - - X 3 2 o e ~- 0
lo- . un ~ 0 3 ~ - oD O I o 0 A
T A g O, 0 ~ o [ - ?a-‘o.cx:w
9 o 0 o n 90 o 0 @ @ 4 % ¥
A ] ¢ o8 0 o0 oo~ ~ 0O @ A 0 g ~ 17} " >N > H A
8 8 9 4 & 4 0 u 0 ¥ A4 0 8 0 0O @ & 0 o 0 & Q ® 0 © 0 @ B o 2238 3 4 =
@ 4 3 A Q9 & A I P O O L P A A A A B AP A0 4 N E B 0 O N 9 o o [N
I - - —~ P ﬁ ] s A Q0 ® A4 O N Q ¥ .4 W+ O 0 ® 0 A4 O B @ &£ S o oA D U N ]
¢ 9 ¢ [TR- I H 8 388 5§ E Q8¢ 2w H4 9 a5 8 9 8 8 0 g ¢ B oo a
Enﬂgﬂa‘v‘.ﬁﬁ%322"3‘«,%3}3?“&335"5“5 T 93 '8 R a8 8
[CE G 6 adaddaddl T £ £ 2 2 32 6 & b a & 4 § 8% g2 0 9 u a 2 @
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