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PASTÖRtZE SÜTLERDE REKONTAMİNASYON
VE DAYANıKLıLıK KONTROLU

Şerif Kayrnaıl Bülent Mutluer2

Recontamination and shelf-Iife control of pasteurized milk.

Surnmary: Af ter t/ıe recognition of desfl'uction of coliform bact~ria
lınder the sııitable pasteurization conditions, the detection of these bac-
teria in the pasteurized ıııilk sanıples has served as a reliable method in
the evalımtio/1 oj' reconfamination. Nevertheless, coliform bacteria form
only a smail amoullt oj' gram negatil'e hacteria ıı:hich are responsible in'
the decomposition of pasteıırized milks. For this purpose a variety of
methods have been del'e1oped in order to dNcct gram negatil'e bacteria.

The lise of Moseley Test li)r the detectioıı (~j'psychrotroph gram ne-
gative recontaminants.. Milk Agar Culture Technique and gram
staining (if the developing colonies for the diflerentiation of gram
negatiı'e psyc1ırothroph recontaminants Fom psychrotroph thermoresis-
taııt bacteria .. and pyruvat distinotion test, Weihenstephaner Rekon-
timinationtiter and Limıılus Test for the emIzıation ol shel-life of pasteuri-
zed milks lI'ould be convenient.

Özet: Uyglin pastörizasyon koşullannda yık1111landıklannın sap-
tanmasmdan sonra, koliform grubu bakterilerin pastörize sütlerde aran-
ması rekontaminasy011l111belirlenmesinde güvenli bir yöntem olarak
kullallllagelmiştir. Ancak pastörize sütlerin bozulmalarmdan sorumlu
gram negatij' hakteriler içerisinde kol(lorm grubu bakteriler küçük bir
grubu oluştururlar. Bu nedenle gram negatif bakterilerin saptanması amacı
ile çeşitli yöntemler geliştirilmiştir.

Moseley Test ile psikorotrof gram negatif rekontaminatların sap-
tanmaS1" gram negatif psikrotrof rekontaminantlarrn psikrotrof termo-
rezistans bak terilerden ayırt edilmesi amacı ile Milk Agar plaklarına
ekilen örneklerde oluşan kolonilerin gram boyama metodu ile
ay,rt edilmesi; pastörize sütlerde dayalllklrlrk süresinin belirlenmesinde
ise pyruvat farkırlık testi, Weihenstephaner Rekontiminationtiter ve
Linntlus Test' lerinden yararlol1llması yerinde bir uygulama olacaktır.

ı A.Ü. Vet. Fak. Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalı, Ankara.
2 TAEK, Lalahan Hayvan Sağlığı N ükleer Araştırma Enstitüsü, Ankara.
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Giriş

Pastörize sütlerde bulunahilen mikroorganizmalar çiğ sütten kay-
naklanan ve pastörizasyon işleminden sonra da canlı kalabilen terıno-
rezİstans bakteriler (thermodure) veya pastörizasyondan sonra süte bu-
laşan gram negatif psikrotrof bakteriJerdir. Soğukta muhafaza edilen
pastörize sütlerin dayanıklıkları, öncelikle süt komponentlerini par-
çalayan ve duyusal değişikliklere neden olan bu rekontaminantlara
bağlıdır.

Pastörize sütlerde pastörizasyondan hemen sonra alcaligenes,
streptococcus, microcoecus, microbacterium, baeillus ve clostridium
türlerine ait termorezistans bakteriler saptanabilir (7, 13, 22). AIcali-
genes'in dışında hemen hemen hepsi gram pozitif olan bu bakterilerden
en sık bulunanlar micrococcus ve microbacterium türleri olup arasıra
büyük sayılarda streptokoklara Cıa rastlanılabilir. Mikrokoklar, mik-
robakteriler ve streptokoklar soğukta muhafaza koşulları altında sı-
nırlı ölçüde üreme yeteneğine sahiptirler (7, 10). Buna karşılık rekon-
taminasyon sonucu bulunabilen achromobacter, acinctobacter, aero-
monas, chromobacter, citrobacter, enterobacter. escherichia, fla. 0-
bacterium, klebsiella, pseudomonas, serratia gibi gram negatif bakteri-
Jer soğukta muhafaza koşulları altında oldukça süratle çoğalabilirler
ve kısa genninasyon süreleri nedeni ile kısa sürede bozulma meydana
getirirler (5, 21, 22). Tolle ve Suhren'c (22) göre pastörize sütlerde
2xl06 bakteri imi. bulunduğunda duyusal değişiklikler başlamaktadır.
Bu araştırıcılar deneysel çalışmalarda 100 ml sütte i adet pseudomo-
nas'ın 10 "C'de 91 saat içersinde 2xl06 /ml"ye yLikseldiğini ve bu sevi-
yede duyusal değişikliklerin başladığını ortaya koymuşlardır. Buna
karşılık aynı sLitler kontamine olmaksızın aynı muhafaza koşullarında
8 gün dayanıklı kalabilmişlerdir (22).

Koliform grubu bakterilerin uygun pastörizasyon koşullarında
tahrip olduklarının saptanmasından sonra bu grub bakterilerin aran-
ması uzun yıııar sütteki kontanıinasyonun belirlenmesinde güvenilir
bir metod olarak kullanılmıştır. Ancak koliform grubu bakteriler so-
ğukta muhafaza edilen pastörize sütlerde bozulmadan sorumlu gram
negatif bakteriler içersinde hiçlik bir gurubu oluşturduklarından,
gram negatif psikrotrof bakterilerin saptanması amacı ile çeşitli me-
todlar geliştirilmiştir (3, 24).

Bu metodlardan biri olan Moseley Test (Moseley - keepin-
quality . test)'in psikrotrof gram negatif rekontaminantların saptan-
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masında güvenilir bir metod olduğu ve soğukta muhafaza edilen pas-
törizc sütlerin dayanıklılıklarının belirlenmesinde kullanılabileceği
çeşitli araştırıcılar tarafından bildirilmiştir (1,2,3,4). Söz konusu test-
te incelenen örneklerin başlangıçtaki ve 7°C'de 5-7 gün inkübasyon-
dan sonraki genel canlı sayıları belirlenir ve her iki genel canlı sayıları
arasındaki farkın büyüklüğünden veya belirlenen sınır değerin üzerin-
de olmasından örneklerin dayanıklılıkları hakkında fikir edinilir. Waes
ve Bossuyt (23) gram negatif psikrotrof bakterilerle kuvvetli bir kon-
taminasyon için her iki genel canlı sayımları arasındaki farkın 105-
107/ ml arasında olması gerektiğini bildirmişlerdir. Mull ve ark. (l2)'
na göre 7°C'de i0- ı4 günlük dayanıklılık için 625-2100/ ml'lik
sınır değer kabul edilmiştir. Bigalke (l)'e göre 104/ ml'den fazla psik-
rotrof bakteri içeren örnekler kontamine kabul edilmektedirler. Bis-
hop ve ark. (2)'na göre Moseley test sadece dayanıklılığın iyi veya azal-
mış halinin ayırt edilmesine olanak sağlamakta, dayanıklılık süresi
hakkında kesin bilgi vermemektedir. Gram negatif psikrotrof rekon-
ta nı inantları n psi krotrof therınorezistans bak terilerden (therınodure)
ayırt edilmesi amacı ile Schröder (lS) mil k agar plaklarına ekilen ör-
neklerde rC'de 10 gün inkübasyondan sonra oluşan kolonilerin gram
boyama ile ayırt edilmesini ve dayamklılığın gram negatif bakteri/ere
dayanılarak belirlenmesini önermektedir.

Suhren ve ark. (16) pastörize sütlerde dayanıklılığın belirlenmesin-
de pyruvat değerlerinden yararlanılmasını önermişler ve pyruvat fark-
lılık testi geliştirmişlerdir. Bu testte sadece gram negatif rekontami-
nantlar değil muayene materyalinde mevcut tüm bakteriler hakkında
bilgi sahibi olunmakta, 10"C'de 72 saat inkübasyondan önce ve sonra
yapılan pyruvat tayinlerinde elde edilen değerler arasındaki farktan
rekontaminasyon ve dayanıklılık hakkında fikir edinilmektedir. Py-
nıvat fark değerleri < i ppm / ml olan örneklerin ortalama 5 gün,
< 3 ppm / ml olan pastörize süt örneklerinin ise ortalama 3 gün da-
yanıklı olduklarına karar verilmektedir. Marshall ve Harmon (I i)
psikrotrof gram negatif bakterilerin özellikle pseudomonasların var-
lığında pyruvat miktarı 20cC'de 24--48 saat içerisinde devamlı art-
makta ve daha sonra kuvvetli bir düşüş göstermektedir. Araştırıcılar
bu düşüşün pyruvatın gram negatif bakteriler, özellikle pseudol1lonas-
lar tarafından metabolize edilmesinin sonucu olduğunu ve bu nedenle
testin 24 saat içersinde yapılması gerektiğini bildirmektcdirler.

Pastörize sütlerin dayanıklılık kontroııeri ile ilgili olarak Klee-
berger (9) tarafından geliştirilen Weiheostephaner Rekontaıninati-
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ontiter yönteminde taze pastörize sütler 3 x iO ml, 3 x 1 ml, 3 x 0.1 ını
miktarlarda ağzı kapaklı deney tüplerine doldurulur ve oda ısısında
24 saat inkübasyondan sonra her tüpten birer öze dolusu süt 2 kısım
Plate Count Agar ve 1 kısım Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Laktose-
Agar'dan oluşan selektif besi yerine sürülerek ekilir. Oda ısısında tek-
rar 24 saatlik inkübasyondan sonra MPN (kuvvetle muhtemel sayı)
yöntemine göre değerlendirilir. Gram negatif bakterİ ve enterokoklar
için tayin sınırı 4/ 100 ml' dir. Kleeberger sütleri beklenilen dayanık-
lılık süreleri ve buna bağlı olarak da saptanan rekontaminasyon bak-
terilerine göre dört kalite sınıfına ayırmaktadır.

Kalite sınıfı i: < 4 bakterİ / 100 ml
(fevkalade kalite) Dayanma süresi: 7-8 gün

Kalite Sınıfı Il: < Lo bakteri / 100 ını
(iyi kalite) Dayanma süresi: 5 gün

Kalite Sınıfı II i : 11- 100 bakterİ / 100 ml
(uygun kalite) Dayanma süresİ: 3 gün

Kalite Sınıfı IV: > 100 bakteri / i00 ını
(rizikolu süt) Dayanma süresi: en çok 3 gün.

Çeşitli araştırıcılar yaptıkları araştırmalarla Weihenstephaner
Rekontaminationstiter'in pastörize sütlerin dayanıklılıklannın sap-
tanmasında kullanılabileceği ni doğrulamışlardır (i4, 24).

Terplan ve ark. (l9)'nın süt ve süt ürünlerinde gram negatif bak-
terilerin saptanmasında Limulus Test'in kullanılabilirliğini belirleme-
lerinden sonra bu test çeşitli araştırıcılar tarafından uygulanmıştır.
(17, 18, 20). Daha sonra Terplan ve ark. (20) tarafından geliştirilen
Limulus Differenz- Titer pastörize sütlerde dayanıklılığın saptanma-
sında kullanılmıştır. Test, prensipte Umutııs potyplıemus adlı yengeç-
lerin amoebocyt adı verilen kan hücrelerinin ihtiva ettiği bir enzim
sistemi ile gram negatif bakterilerin hücre duvan komponenti lipopo-
lisakkaritlerin (endotoksin) teması sonucunda jeloluşumuna dayan-
maktadır. Testin yapılışında eşit miktarda lize amoebocyt (Limulus
Amoebocyt Lysat-LAL) ile muayene materyali karıştırılır, su banyo-
sunda 37°C'de 1 saat inkübasyondan sonraki jeloluşumu dikkate alı-
nır. Mikrotitrasyon plaklarında saptanan referans endotoksin hassasi-
yetine göre incelenen değişik seyreltideki örneklerin Limulus titresi
tayin edilir. Limulus titresi (artı değerli) ile endotoksin hassasiyeti-
nin çarpımından örnekteki lipopolisakkarit (endotoksin) miktarı (ng /
ml) saptanır. Genellikle 0.05-0.1 ng / ını endotoksin konsantrasyonu
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muayene materyalinde 102 - LO.; /ml gram negatif bakteri bulundu-
ğuna işaret etmektedir (6, i9). Pastörize sütlerde dayanıklılığın kont-
'rolunda kullanılan Limulus Differenz Test'te incelenen örneklerin ön-
celikle başlangıçtaki Limulus titreleri tayin edilmektedir. Örneklerin
oda ısısında 24 saat inkübasyonundan sonra yeniden Limulus titreleri
tayin edilmekte ve her iki sonuç arasındaki fark Limulus Differenz
Titresi olarak belirlenmektedir. Bu değerin büyüklüğü muayene cdi-
Icn örneklerde gram negatif bakterilerin ürediğini işaret etmektedir.
Jaksch (8)'a göre Limulus Differenz Titresi 0.5'den küçük olan örnek-
ler 100 ml'de 3'den daha az bakteri içermekte ve ortalama 5 gün daya-
nıklı kalabilınektedirler. Buna karşılık Limulus Differenz Titresi ~
ı olan örnekler 100 ml'de 100'den fazla bekteri içermekte vc ortalama
i gün dayanıklı kala bil mek tedirler.

Sonuç

Pastörize sütlerde rekontaıninasyon ve buna bağlı olarak dayan-
ma süresini saptamak amacı ile genelde koliform bakterilerin aranması
yöntemlerine başvurulmaktadır. Oysa, soğukta muhafaza edilen
pastörize sütlerde bozulmadan so'rumlu gram negatif bakteriler için-
de koliform grubu bakteriler çok sınırlı bir grubu oluşturmaktadır-
lar. Bozulmadan sorumlu tüm gram negatif bakterilerin saptanması,
pastörize sütlerin hijyenik kalitclerinin belirlenmesinde daha gerçekçi
bir yaklaşımdır ve bu amaca yönelik yeni yöntemlerin ülkemizde de
uygulamaya konulması yararlı olacaktır.
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