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PASTORIZE SUTLERDE REKONTAMINASYON
VE DAYANIKLILIK KONTROLU

Serif Kaymaz! Biilent Mutluer?

Recontamination and shelf-life contro! of pasteurized milk.

Summary: After the recognition of destruction of coliform bacteria
under the suitable pasteurization conditions, the detection of these bac-
teria in the pasteurized milk samples has served as a reliable method in
the evaluation of recontamination. Nevertheless, coliform bacteria form
only a small amount of gram negative bacteria which are responsible in
the decomposition of pasteurized milks. For this purpose a variety of
methods have been developed in order to detect gram negative bacteria.

The use of Moseley Test for the detection of psychrotroph gram ne-
gative recontaminants, Milk Agar Culture Technique and gram
staining of the developing colonies for the differentiation of gram
negative psychrothroph recontaminants from psychrotroph thermoresis-
tant bacteria; and pyruvat distinotion test, Weihenstephaner Rekon-
timinationtiter and Limulus Test for the evaluation of shel-life of pasteuri-
zed milks would be convenient.

Ozet: Uypgun pastorizasyon kosullarmda yikimlandiklarvun sap-
tanmasindan sonra, koliform grubu bakterilerin pastérize siitlerde aran-
mast rekontaminasyonun belirlenmesinde giivenli bir yontem olarak
kullamlagelmistir. Ancak pastorize siitlerin bozulmalarindan sorumlu
gram negatif bakteriler igerisinde koliform grubu bakteriler kiiciik bir
grubu olugtururlar. Bu nedenle gram negatif bakterilerin saptanmast amaci
ile ¢esitli yontemler gelistivilmigtir.

Moseley Test ile psikorotrof gram negatif rekontaminatlarin sap-
tanmasi,; gram negatif psikrotrof rekontaminantlarin psikrotrof termo-
rezistans bakterilerden ayirt edilmesi amact ile Milk Agar plaklarina
ekilen Grneklerde olusan  kolonilerin  gram boyama metodu ile
aywrt edilmesi; pastorize stitlerde dayamlchilik siresinin belirlenmesinde
ise pyruvar farkihk testi, Weihenstephaner Rekontiminationtiter ve
Limulus Test’lerinden yararlunilmas: yerinde bir uygulama olacaktir.

1 A.U. Vet. Fak. Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali, Ankara.
2 TAEK, Lalahan Hayvan Saghgt Nikleer Aragtirma Enstitiisii, Ankara.
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Giris

Pastorize siitlerde bulunabilen mikroorganizmalar ¢ig sitten kay-
naklanan ve pastdrizasyon isleminden sonra da canli kalabilen termo-
rezistans bakteriler (thermodure) veya pastorizasyondun sonra siite bu-
lasan gram negatif psikrotrof bakterilerdir. Sogukta muhafaza edilen
pastorize siitlerin dayanikliklar, oncelikle siit komponentlerini par-
calayan ve duyusal degisikliklere neden olan bu rekontaminantlara
baghdir.

Pastorize siitlerde pastorizasyondan hemen sonra alcaligenes,
streptococcus, micrococcus, microbacterium, bacillus ve clostridium
tirlerine ait termorezistans bakteriler saptanabilir (7, 13, 22). Alcali-
genes’in disinda hemen hemen hepsi gram pozitif olan bu bakterilerden
en stk bulunanlar micrococcus ve microbacterium tiirleri olup arasira
biiylik sayilarda streptokoklara da rastlamlabilir. Mikrokoklar, mik-
robakteriler ve streptokoklar sogukta muhafaza kosullari altinda si-
nirl Slglide tireme yetenegine sahiptirler (7, 10). Buna karsihk rekon-
taminasyon sonucu bulunabilen achromobacter, acinctobacter, aero-
monas, chromobacter, citrobacter, enterobacter, escherichia, fla.o-
bacterium, klebsiella, pscudomonas, serratia gibi gram negatif bakteri-
ler sogukta muhafaza kosullar: altinda oldukga siiratle ¢ogalabilirler
ve kisa germinasyon slireleri nedeni ile kisa siirede bozulma meydana
getirirler (5, 21, 22). Tolle ve Suhren’c (22) gére pastdrize siitlerde
2x10% bakteri /ml. bulundugunda duyusal degisiklikler baslamaktadir.
Bu arastincilar deneysel ¢alismalarda 100 ml siittc 1 adet pseudomo-
nas’in 10 "C’de 91 saat igersinde 2x10¢ /ml'ye yiikseldigini ve bu sevi-
yede duyusal degisikliklerin basladigi ortaya kovmuslardir. Buna
karsil:k aymi siitler kontamine olmaksizin ayni muhafaza kosuliarinda
8 giin dayanikh kalabilmislerdir (22).

Koliform grubu bakterilerin uygun pastorizasyon kosullarinda
tahrip olduklarinin saptanmasimdan sonra bu grub bakterilerin aran-
mast uzun yillar sittcki kontaminasyonun belirlenmesinde glivenilir
bir metod olarak kullambmistir. Ancak koliform grubu bakteriler so-
gukta muhafaza edilen pastorize siitlerde bozulmadan sorumlu gram
negatif bakteriler igersinde kiigiik bir gurubu olusturduklarindan,
gram negatif psikrotrof bakterilerin saptanmasi amaci ile gesitli me-
todtar gelistirilmistir (3, 24).

Bu metodlardan biri olan Moseley Test (Moseley—kecpin-
quality “test)’in psikrotrof gram negatif rekontaminantlarin saptan-
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masinda giivenilir bir metod oldugu ve sogukta muhafaza edilen pas-
torize siitlerin dayaniklhiliklarmin  belirlenmesinde  kullanilabilecegt
cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmigtir (1, 2, 3, 4). S6z konusu test-
te incelenen orneklerin baslangigtaki ve 7°C’de 5—7 giin inkiibasyon-
dan sonraki genel canh sayilari belirlenir ve her iki genel canli sayilari
arasindaki farkin biiyiikiigiinden veya belirlenen sinir degerin lizerin-
de olmasindan &rneklerin dayanikbliklar: hakkinda fikir edinilir. Waes
ve Bossuyt (23) gram ncgatif psikrotrof bakterilerle kuvvetli bir kon-
taminasyon i¢in her iki genel canli sayimlart arasindaki farkin 105—
107/ ml arasinda olmasi gerektigini bildirmislerdir. Mull ve ark. (12)’
na gore 7°C’de 10—14 giinlik dayamkhhk i¢in 625—2100/ ml’lik
sinir deger kabul edilmistir. Bigalke (1)’e gore 104/ mI’den fazla psik-
rotrof bakteri iceren érnekler kontamine kabul edilmektedirler. Bis-
hop ve ark. (2)’na gore Moseley test sadece dayanmiklihigin iyi veya azal-
mis halinin ayirt edilmesine olanak saglamakta, dayanmikhlik siiresi
hakkinda kesin bilgi vermemektedir. Gram negatif psikrotrof rekon-
taminantlarin psikrotrof thermorezistans bakterilerden (thermodure)
ayirt edilmesi amact ile Schroder (15) milk agar plaklarina ekilen or-
neklerde 7°C’de 10 giin inkiibasyondan sonra olusan kolonilerin gram
boyama ile ayirt edilmesini ve dayanikliligin gram negatif bakterilere
dayanilarak belirlenmesini Onermektedir.

Suhren ve ark. (16) pastorize siitlerde dayanikhihgin belirlenmesin-
de pyruvat degerlerinden yararlanilmasini onermisler ve pyruvat fark-
ik testi gelistirmislerdir. Bu testte sadece gram negatif rekontami-
nantlar degil muayene materyalinde mevcut tiim bakteriler hakkinda
bilgi sahibi olunmakta, 10°C’de 72 saat inkiibasyondan 6nce ve sonra
yapilan pyruvat tayinlerinde elde edilen degerler arasindaki farktan
rekontaminasyon ve dayamklihk hakkinda fikir edinilmektedir. Py-
ruvat fark degerleri < | ppm/ml olan Orneklerin ortalama 5 giin,
< 3 ppm/ ml olan pastdrize siit orneklerinin ise ortalama 3 giin da-
yamkl olduklarina karar verilmektedir. Marshall ve Harmon (11)
psikrotrof gram negatif bakterilerin Ozellikle pseudomonaslarin var-
iginda pyruvat miktart 20°C'de 24—48 saat igerisinde devamh art-
makta ve daha sonra kuvvetli bir diisiis gostermektedir. Arastiricilar
bu diislisiin pyruvatin gram negatif bakteriler, 6zellikle pseudomonas-
lar tarafindan metabolize edilmesinin sonucu oldugunu ve bu nedenie
testin 24 saat igersinde yapimasi gerektigini bildirmektedirler.

Pastorize siitlerin dayamiklilik kontrolleri ile ilgili olarak Klee-
berger (9) tarafindan gelistirilen Weihenstephaner Rekontaminati-
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ontiter yonteminde taze pastorize siitler 3x 10 ml, 3x 1 ml, 3x 0.1 ml
miktarlarda agz1 kapakli deney tiiplerine doldurulur ve oda isisinda
24 saat inkiibasyondan sonra her tiipten birer 6ze dolusu siit 2 kisim
Plate Count Agar ve 1 kisim Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Laktose-
Agar’dan olusan selektif besi yerine siiriilerek ekilir. Oda isisinda tek-
rar 24 saatlik inkiibasyondan sonra MPN (kuvvetle muhteme!l sayi)
yontemine gore degerlendirilir. Gram negatif bakteri ve enterokoklar
i¢in tayin sirt 4/ 100 mi’dir. Kleeberger siitleri beklenilen dayanik-
lilik streleri ve buna baglt olarak da saptanan rekontaminasyon bak-
terilerine gore dort kalite simfina aymrmaktadir,

Kalite sinift [: < 4 bakteri /100 ml

(fevkalade kalite) Dayanma siiresi: 7—8 giin
Kalite Simfi “1l: < 10 bakteri/ 100 ml

(iyi kalite) Dayanma siiresi: 5 giin
Kalite Simif) I 11—100 bakteri/ 100 ml
(uygun kalite) Dayanma siiresi: 3 gilin
Kalite Sinifi IV: > 100 bakteri/ 100 ml

(rizikolu siit) Dayanma siiresi: en ¢ok 3 giin.

Cesitli arastincilar yaptiklari arastirmalarla  Weihenstephaner
Rekontaminationstiter’in pastorize siitlerin dayamkhliklarinin sap-
tanmasinda kullanilabilecegini dogrulamuslardir (14, 24).

Terplan ve ark. (19)’nin siit ve siit lrinlerinde gram negatif bak-
terilerin saptanmasinda Limulus Test’in kullanilabilirligini belirleme-
lerinden sonra bu test cesitli arastinicilar tarafindan uygulanmistur.
(17, 18, 20). Daha sonra Terplan ve ark. (20) tarafindan gelistirilen
Limulus Differenz-Titer pastorize sitlerde dayamikhligin saptanma-
sinda kullamlmustir. Test, prensipte Liimulus polyphemus adli yengeg-
lerin amoebocyt ad: verilen kan hiicrelerinin ihtiva ettigi bir enzim
sistemi ile gram negatif bakterilerin hiicre duvan komponenti lipopo-
lisakkaritlerin (endotoksin) temast sonucunda jel olusumuna dayan-
maktadir. Testin yapilisinda esit miktarda lize amoebocyt (Limulus
Amoebocyt Lysat-LAL) ile muayene materyali karigtirshr, su banyo-
sunda 37°C’de 1 saat inkiibasyondan sonraki jel olusumu dikkate ali-
nir. Mikrotitrasyon plaklarinda saptanan referans endotoksin hassasi-
yetine gore incelenen degisik seyreltideki orneklerin Limulus titresi
tayin edilir. Limulus titresi (arti degerli) ile endotoksin hassasiyeti-
nin ¢arpimindan Ornekteki lipopolisakkarit (endotoksin) miktar: (ng/
ml) saptanir. Genellikle 0.05—0.1 ng/ ml endotoksin konsantrasyonu
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muayene materyalinde 102 - 10%/ml gram negatif bakteri bulundu-
guna isaret etmektedir (6, 19). Pastorize siitlerde dayaniklhiligin kont-
lrolunda kullanrlan Limulus Differenz Test’te incelenen drneklerin on-
celikle baslangigtaki Limulus titreleri tayin edilmektedir. Orneklerin
oda 1sisinda 24 saat inkiibasyonundan sonra yeniden Limulus titreleri
tayin edilmekte ve her iki sonug arasindaki fark Limulus Differenz
Titresi olarak belirlenmektedir. Bu degerin biiyiikligii muayene cdi-
len orneklerde gram negatif bakterilerin iredigini isaret etmektedir.
Jaksch (8)'a gore Limulus Differenz Titresi 0.5°den kiigiik olan Ornek-
ler 100 mI’de 3’den daha az bakteri igermekte ve ortalama 5 giin daya-
nkh kalabilmektedirler. Buna karsihk Limulus Differenz Titresi >
| olan 6rnekler 100 ml'de 100°den fazla bekteri icermekte ve ortalama
I giin dayanikli kalabilmektedirler.

Sonug

Pastorize siitlerde rekontaminasyon ve buna bagl olarak dayan-

ma siresini saptamak amac ile genelde koliform bakterilerin aranmasi
yontemlerine bagvurulmaktadir. Oysa, sofukta muhbafaza edilen
pastorize siitlerde bozulmadan sorumlu gram negatif bakteriler igin-
de koliform grubu bakteriler gok sinirh bir grubu olusturmaktadir-

lar

. Bozulmadan sorumlu tiim gram negatif bakterilerin saptanmasi,

pastorize siitlerin hijyenik kalitelerinin belirlenmesinde daha gercekgi
bir yaklagimdir ve bu amaca yonelik yeni yontemlerin iilkemizde de
uygulamaya konulmast yararh olacaktir.

o
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