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"Begin met die werk, want Ek is met julle, se die Here 

die Almagtige." 

Haggai 2:4b 
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OPSOMMING 

Die praktyk om roumelk voor prosessering in groat volumes 

vir relatief lang periodes koel op te berg, hou potensiele 

kwaliteitprobleme vir die suiwelbedryf in. 

sintuiglike waarneembare gebreke en bederf van 

Ernstige 

melk en 

melkprodukte word grotendeels toegeskryf aan die metaboliese 

aktiwiteit van verskeie 

koelopbergingstemperature. 

psigrotrofe genera 

Acinetobacter is 'n 

by lae 

bekende 

kontaminant in melk en kan 'n dominante deel uitmaak van die 

Gram-negatiewe psigrotrofe populasie in roumelk. Die 

voorkoms en potensiele bederfvermoe van Acinetobacter in 

roumelk is ondersoek asook die vermoe om onder bepaalde 

toestande aan vlekvryestaalmelkkontakoppervlakke te heg. 

In hierdie ondersoek is 5955 kolonies vanaf vyf isolasie-

media uit twintig roumelkmonsters geisoleer. Nadat primere 

en sekondere fenotipiese toetse op hierdie isolate uitgevoer 

is, het slegs agt-en-dertig isolate ( 0, 6%) aan die eien­

skappe van Acinetobacter voldoen. 

Ses-en-vyftig Acinetobacter-kulture (agt-en-dertig isolate 

en agtien verwysingskulture) se vermoe om melk te bederf is 

bepaal. Die groeivermoe van hierdie kulture is by lae tem­

perature bepaal. Slegs tien isolate kon nie by 10 °C groei 

nie, terwyl ses-en-dertig by 7°C en tien by 4°C gegroei 

het. Twee organismes is deur laboratoriumpasteurisasie ge-
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dood, terwyl daar 'n betekenisvolle afname in die getalle 

van die oorblywende vier-en-vyftig Acinetobacter-kulture 

was. Ui t hierdie resul tate kan afgelei word dat hierdie 

organismes gereduseer word deur pasteurisasie, dog 'n sekere 

persentasie oorleef dit wel. 

Die groei van Acinetobacter in melk het geen pH-veranderinge 

in die melk tot gevolg gehad nie. Alhoewel proteolise by 

enkele Acinetobacter-kulture aangetoon is, was die proteoli­

tiese aktiwiteit deurgaans laag. By 30°C het slegs agt van 

die ses-en-vyftig kulture proteolise vertoon, drie by 10°C 

en een organisme kon kaseYen by 4°C en 7°C hidroliseer. Nie 

een van die kulture het defekte wat aan lipolise toegeskryf 

kan word, vertoon nie. Verskeie kul ture het lakmoesmelk 

gereduseer, maar geen suur of alkali is gevorm nie. Laasge­

noemde waarneming is 'n bevestiging dat die organismes 

verplig aeroob is, tot so 'n mate dat hulle neig om na 

relatief kort periodes in vloeistofmedium af te sterf. 

Die teenwoordigheid van biogene amiene in verskeie voedsel­

soorte (waaronder suiwelprodukte) hou 'n gesondheidsr isiko 

vir die verbruiker in. In hierdie ondersoek het vyf-en-der­

tig van die agt-en-dertig Acinetobacter-kul ture wat ui t 

roumelk geYsoleer is tiramien geproduseer, terwyl negentien 

kul ture by 3 o ° C histamien geproduseer het. Acinetobacter 

kan 'n belangrike rol speel in die produksie van veral 
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tiramien, maar ook histamien. Die produksie van sekere 

amiene deur Acinetobacter mag ook 'n belangrike bydrae lewer 

ten opsigte van die sintuiglike defekte in melk. 

Die produksie van ekstrasellulere polimeriese stowwe (EPS} 

en aanhegtingvermoe van geselekteerde Acinetobacter-kulture 

aan vlekvryestaaloppervlakke is deur middel van skan­

deerelektronmikroskopie bepaal. Geen EPS-produksie is met 

Alcianblou-kleuring waargeneem nie. 

disioneerde vlekvryestaalskyf ies in 

Nadat die vooraf gekon­

geYnokuleerde melk by 

30°C en 7°C geYnkubeer is, is geen aanhegting waargeneem 

nie. 

In hierdie ondersoek is gevind dat die Acinetobacter-kulture 

se metaboliese aktiwiteite wat die kwaliteit van melk bein­

vloed, met die uitsondering van amienproduksie, gering is. 
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ABSTRACT 

The practice of cold storage of large volumes of milk before 

processing for relatively long periods, poses potential 

quality problems for the dairy industry. Serious sensory 

defects and spoilage of milk and dairy products can mainly 

be related to the metabolic activity of different 

psychrotrophic genera at low storage temperatures. Acineto­

bacter is a common contaminant in milk and can represent a 

dominant part of the Gram-negative psychrotrophic population 

in raw milk. The incidence and the potential spoilage abi-

lity of Acinetobacter in raw milk were investigated as well 

as the ability to attach to stainless steel milk contact 

surfaces under specific conditions. 

In this investigation 59 55 colonies were isolated on five 

isolation media from twenty raw milk samples. After primary 

and secondary phenotypic tests had been performed only 

thirty-eight isolates (0,6 %) conformed to the required cha­

racteristics of Acinetobacter. 

The ability of fifty-six Acinetobacter cultures to spoil 

milk (thirty-eight isolates and eighteen reference cultures) 

was determined. The ability of these cultures to grow at 

low temperatures was determined. 
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Only ten isolates could not grow at 10°c, while thirty-six 

isolates grew at 7°C and ten at 4°C. Two organisms were 

killed by laboratory pasteurisation, while a significant 

decrease occurred in the numbers of the remaining fifty-four 

Acinetobacter cultures. From these results it can be con-

eluded that these organisms are reduced by pasteurisation, 

but a certain percentage can survive it. 

The growth of Acinetobacter in milk did not cause any change 

in the pH of the milk. Although proteolysis was observed in 

some Acinetobacter cultures the proteolytic activity was 

consistently low. At 30°C only eight of the fifty-six cul­

tures showed proteolysis, three at 10°C and one organism 

could hydrolyse casein at 4°C and 7°C. None of the cultures 

showed any defect which could be ascribed to lypolysis. 

Several cultures reduced litmus milk, but no acid or 

alkaline was produced. The latter observation is an 

indication that the organisms are obligate aerobic to such 

an extent that they are inclined to die off after short 

periods in liqui d media. 

The presence of biogenic amines in various foods ( dairy 

products included) poses a health risk to the consumer. In 

this investigation thirty-five of the thirty-eight Acineto­

bacter cultures isolated from raw milk produced tyramine, 
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while nineteen cultures could produce histamine at 30°C. 

Acinetobacter could play an important role especially in the 

production of tyramine but also of histamine. The produc-

tion of certain amines by Acinetoba cte r could make an impor­

tant contribution to the sensory defects in milk. 

The production of extra-cellular polymeric substances and 

the ability of selected Acinetobacter cultures to attach to 

stainless steel surfaces were investigated, employing scan­

ning electron microscopy. Alcianblue staining showed no 

production of extra-cellular polymeric substances. After 

the pre-conditioned stainless steel discs had been incubated 

in inoculated milk at 30°C and 7°C no attachment was 

observed. 

Except for the production of amines, the metabolic activi­

ties of Acinetobacter cultures affecting the quality of raw 

milk were negligible in this investigation. 
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HOOFSTUK 1. INLEIDING 

1.1 Die suiwelbedryf in die RSA 

Altesaam 2 052 506 ton (2 052 506 000 kg) melk is 

gedurende 1990 deur ongeveer 9500 primere produsente ge­

produseer (Hermann, 1991:17), terwyl daar gedurende 1992 in 

Suid-Afrika 1 804 362 ton melk verbruik is (Suiwelraad, 

1993:3). Altesaam R25 872 miljoen word jaarliks aan suiwel­

produkte bestee. Uiteraard is dit vir die suiwelbedryf om 

verskeie redes van die allergrootste belang om 'n voedsame, 

hoe · kwali tei tproduk met 'n aanvaarbare rakleeftydperk aan 

die verbruiker beskikbaar te stel. Hoewel geen syfers 

beskikbaar is nie, is dit bekend dat groot finansiele ver­

liese jaarliks deur alle sektore van die suiwelbedryf gely 

word weens smaak- en kwaliteitprobleme wat direk toegeskryf 

kan word aan die metaboliese aktiwiteit van mikro-orga-

nismes in melk, voor sowel as na hittebehandeling. 

1.2 Die kwaliteit van melk 

Die doel treffende verkoeling van melk direk na winning, 

gedurende vervoer en tydens opberging voor prosessering is 

die eerste skakels in die "koue-ketting" wat meehelp om 'n 

hoe kwaliteitproduk aan die verbruiker beskikbaar te stel. 

Koelopberging van roumelk in groot volumes, selfs vir enkele 



dae, word vandag algemeen toegepas. Die praktyk is egter 

nie sander probleme vir die suiwelbedryf nie omdat die 

kwaliteit van die melk deur die groei en metaboliese akti­

wi tei te van bepaalde mikro-organismes by lae temperature 

benadeel kan word. Lae temperature is selektief vir die 

groei van psigrotrofe bakteriee wat by uitstek melkproteiene 

en -vette metaboliseer. Die kwantitatiewe voorkoms en 

generiese samestelling van psigrotrofe organismes in roumelk 

is goed gedokumenteer (Hayes, 1985:106; Bramley & McKinnon, 

1990: 166) . 

Suiwelmikrobiologiese ondersoeke ten opsigte van die prak­

tiese belang van psigrotrofe toon dat die organismes direk, 

sowel as indirek, kwali tei tprobleme in roumelk en gepro­

sesseerde suiwelprodukte kan veroorsaak. Nie-spoorvormende 

psigrotrofe bakteriee wat in roumelk groei, kan: 

2 

(i) direk bederf veroorsaak indien groat getalle 

teenwoordig is, en 

(ii) hittebestande ekstrasellulere ensieme vorm wat 

beide die prosesseringseienskappe van roumelk 

sowel as die kwaliteit van hittebehandelde 

melkprodukte nadelig beinvloed 

1982:513). 

(Senyk et al., 

Aangesien melk nie gewoonlik onmiddellik geprosesseer word 

na ontvangs by die fabriek nie, kan dit tot vyf dae oud wees 



voordat dit verwerk word (Cousin, 1982:172; Bester et al., 

1986:11). Alhoewel die suurwording van melk vertraag word 

deur verkoeling, verbeter dit nie noodwendig die kwaliteit 

van die sekondere produk nie. Die groei van die melksuur­

bakteriee word wel geinhibeer, maar die psigrotrofe popu­

lasie word bevoordeel (Bester et al., 1986:11). 

1.3 Probleemstelling 

3 

Navorsingsondersoeke ten opsigte van die samestelling van 

die psigrotrofe bakteriepopulasie in roumelk, wat oor 

dekades uitgevoer is, toon dat Acinetobacter spp., naas 

ander genera, bykans alomteenwoordig is (Baumann, 1968: 39; 

Jay, 1978:152; Juni, 1984:304; Hayes, 1985:106). In verge­

lyking met ander belangrike psigrotrofe genera soos 

Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Aeromonas, 

Alcaligenes en Enterobacter (Mikolajcik, 1979:7, Cousin, 

1982:176), is relatief min bekend ten opsigte van die eko­

biologie asook die praktiese belang van metabolies aktiewe 

Acinetobacter-rasse in melk. Gennari et al. ( 1992: 70) be­

klemtoon dat Acinetobacter "draderigheid" in melk veroor­

saak. 

Oorsese en plaaslike ondersoeke het aan die lig gebring dat 

die samestelling van die psigrotrofe populasie, asook die 

voorkoms van Acinetobacter in roumelk afkomstig van verskil-
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lende streke, merkbaar van mekaar verskil. Acinetobacter 

calcoaceticus het byvoorbeeld 1,1% van die psigrotrofe 

populasie 

(Milliere 

in die Nancy-streek van Frankryk uitgemaak 

& Veillet-Ponchet, 1979:366), terwyl daar in 'n 

Hongaarse ondersoek 17 % as A. lwoffi geYdentifiseer is. 'n 

Duidelike seisoenale verspreiding van die organismes is ook 

waargeneem. Fischer et al. ( 1987: 73) het waargeneem dat 

Pseudomonas gedurende die wintermaande en Acinetobacter 

gedurende die somermaande die oorheersende genera in die 

psigrotrofe populasie is. Swart (1988:70) kon geen 

Acinetobacter uit melkmonsters isoleer nie. Thomas & 

Thomas ( 1978: 5) toon aan dat Acinetobacter nie vinnig in 

melk vermenigvuldig nie. Volgens Gennari et al. ( 1992: 64) 

toon 'n ondersoek oor Acinetobacter en Moraxella-agtige 

organismes, dat Acinetobacter 95% van hierdie populasie in 

roumelk, 33% in gepasteuriseerde melk, 43% i n kaas en 17% in 

batter uitmaak. 

Volgens Henriksen (1973:522) is die taksonomie van 

Acinetobacter al vir dekades verwarrend. Die organismes be­

sit nie unieke eienskappe waarvolgens hulle van ander orga­

nismes onderskei kan word nie. Die belangrikste fenotipiese 

eienskappe van die organisme kan soos volg saamgevat word: 

Acinetobacter is 

katalase-positiewe, 

aerobe k okkobasil. 

'n Gram-negatiewe, oksidase-negatiewe, 

onbeweeglike, ongepigmenteerde, verplig 

Hierdie organismes is uit grond, water, 

verskeie voedselsoorte en kliniese bronne geYsoleer. 



Laasgenoemde isolate word geassosieer met patogeniteit. 

Daar is ook aangevoer dat hierdie organismes 'n rol speel in 

die fosfaatverwydering tydens die geaktiveerde slykproses 

(Warskow & Juni, 1972:1014) . 

Die teenwoordigheid van Acinetobacter in roumelk asook die 

verwarring in die taksonomiese klassifisering is pro­

blematies. Relatief min wetenskaplike kennis is beskikbaar 

oor die potensiele vermoe van Acinetobacter om melk te be­

derf. As gevolg van die verwarring wat in die literatuur 

oor die taksonomie van Acinetobacter bestaan, word die 

metabo l iese aktiwiteite van hierdie genus soms saam met 

ander genera as 'n groep gerapporteer. So gee Muir et al. 

(1979:20,21) die proteolitiese en lipolitiese aktiwiteite 

van Acinetobacter, ·Moraxella en Brucella as 'n groep weer. 

Gevolglik is dit belangrik om die voorkoms en praktiese be­

lang van Acinetobacter in roumelk te ondersoek. 

5 

Die doelstelling van hierdie studie is om die voorkoms en 

belangrikheid van Acinetobacter in roumelk te ondersoek. 

Om hierdie doelstelling te bereik is die volgende doelwitte 

gestel: 

1. isolering van moontlike acinetobacters uit rou­

melkmonsters; 

2. identifisering van die isolate met behulp van 

fenotipiese eienskappe; 



3. bepaling van die potensiele vermoe van 

Acinetobacter om bederf in melk te veroorsaak en 

4. die aanhegtingvermoe van Acinetobacter-kulture 

Doelwitte 1 en 2 word in Hoofstuk 2 behandel, doelwit 3 in 

Hoofstuk 3 en doelwit 4 in Hoofstuk 4. 

6 
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HOOFSTUK 2. DIE ISOLERING EN IDENTIFISERING VAN ACINETO­
BACTER UIT ROUMELK 

2.1 Nomenklatuur en klassifisering 

Volgens Bergey' s Manual bestaan die familie Neisseriaceae 

uit die volgende genera: Neisseria, Kingella, Acinetobacter 

en Moraxella (subgenera Moraxella en Branhamella) (B¢vre, 

1984:289). Al hierdie organismes is nie-beweeglike, Gram-

negatiewe bakteriee wat by uitstek onder aerobe toestande 

groei. In 1986 is 'n nuwe genus Psychrobacter geskep (Juni 

& Heym, 1986:388), terwyl Mesophilobacter in 1989 deur 

Nishimura et al. (1989:378) bygevoeg is. Acinetobacter 

word duidelik van die ander genera onderskei op grand van 

die organismes se negatiewe oksidase-reaksie. Die organisme 

word oor die algemeen as vrylewend (saproob) beskou 

& Hagen, 1981:1507,1511). 

(B¢vre 

Die naam Acinetobacter is saamgestel uit die Griekse "aki­

netos" (onbeweeglik) en "bacter" (staafvormig), d.w.s. let­

terlik beteken dit "onbeweeglike basil" (Lautrop, 1974:436; 

Juni, 1984:303). Hierdie genus het tans net een spesie: 

Acinetobacter calcoaceticus (Beijerinck 1911) Baumann, 

Doudoroff & Stanier 1968, 1538 (Lautrop, 1974:437; Juni, 

1984:304). Die genus was vroeer ook onder andere bekend as 

Bacterium viscolactis, Micrococcus calco-aceticus en Micro­

coccus chinicus (Lautrop, 1974:437; Juni, 1984:304,306). 

Skerman et al. ( 1980: 241) het A. calcoaceticus sowel as h 
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lwoffii in die "Approved Lists of Bacterial Names" opgeneem. 

Die spelling van "lwoffii" word deur Juni ( 1984: 3 04) as 

"lwoffi" gegee, gevolglik spel Krieg & Holt (1984:304) 

"lwoffi" deurgaans op die manier. 

Organismes wat aan die genus Acinetobacter behoort, is 

vroeer in twee groepe ingedeel op grond van hulle vermoe om 

suur vanaf suikers te vorm (Lautrop, 1974:437). Sinonieme 

vir organismes wat suur vorm, is: 

Bord 1942; Bacterium anitratum 

Herellea vaginicola De 

Schaub & Hauber 1948; 

Neisseria winogradskyi Lemoigne, Gerard & Jacobelli 1952; 

Achromobacter anitratum (Schaub & Hauber) Brisou 1953; 

Acinetobacter anitratum (Schaub & Hauber) Brisou & Prevot 

1954; Moraxella glucolytica Piechaud, Piechaud & Second 

1 956; Micrococcus cerificans Finnerty, Hawtrey & Kall i o 

1962; Achromobacter conjunctivae Mannheim & Stenzel 1962; 

Achromobacter haemolyticus var. glucidolytica Mannheim & 

Stenzel 1962; Lingelsheimia anitrata (Schaub & Hauber) 

Seeliger, Schubert & Schlieber 1966 (Lautrop, 1974:437; 

Juni, 1984:304). Sinonieme vir die groep organismes wat nie 

suur vorm nie is: Alcaligenes haemolysans Henriksen 1937; 

Moraxella lwoffi Audureau 1940; Mirna polymorpha De Bord 

1942; Acinetobacter lwoffi (Audureau) Brisou & Prevot 1954; 

Achromobacter citroalcaliqenes Mannheim & Stenzel 1962; 

A. haemolyticus; B5W; Vibrio (Lautrop, 1974:437). 



2.2 Die totstandkoming van die genus 

Henriksen (1973:522) toon aan dat verwysings in die litera­

tuur na Moraxella, Acinetobacter en die tribus Mimeae ver­

warrend is. Dieselfde organisme word dikwels verskillend 

benaam, terwyl aan verskillende organismes dieselfde gene­

riese naam toegeken is. Organismes is dikwels ook onvol­

ledig geidentif iseer. Die nomenklatuur van Acinetobacter 

kan, soos reeds gemeld, tot groot verwarring lei. 

2.2.1 Isolate voor 1950 

In 1896 isoleer Morax 'n Gram-negatiewe diplobasil wat 

hierna ook deur Axenfeld beskryf is {Henriksen, 1973:522). 

Tussen 1899 en 1900 isoleer Petit 'n diplobasil 

( "diplobacille liquef iant") soortgelyk aan die van Morax­

Axenfeld. Hierdie organisme verskil van eersgenoemde deur­

dat di t in 'n medium sonder serum kan groei en gelatien 

vervloei. Sommige outeurs beskou hierdie organisme as 'n 

ras van die Morax-Axenfeld diplobasil, terwyl ander dit weer 

as 'n afsonderlike spesie beskryf (Henriksen, 1973:522). 

In 1911 benaam Beijerinck 'n organisme uit grond, 

Micrococcus calco-aceticus, sonder om dit te beskryf. Die 

benaming "calco-aceticus" is afgelei van die organisme se 

vermoe om kalsiumasetaat as koolstofbron te gebruik. 

Hierdie is die eerste gepubliseerde naam vir die takson. 

Later is daar na die herondersoek van een van sy isolate 

vasgestel dat die spesie dieselfde eienskappe besit as 

9 



Bacterium anitratum, Moraxella glucidolytica en Neisseria 

winogradskyi 

1973:531). 

(Baumann et 

Baumann et al. 

al., 1968:1534; Henriksen, 

(1968:1534) toon aan dat die 

kultuur van Beijerinck ook herbenaam is as Pseudomonas 

calcoacetica en j are lank so bekend gestaan het in die 

Nederlandse kultuurversameling. 

In 1916 beskryf Scarlett twee nuwe diplobasille. Een hier-

van stem met die van Mor ax en Petit ooreen, maar kan nie 

gelatien of serum vervloei nie. Op grond van hierdie eien­

skap noem Scarlett die isolaat "bacillus duplex non lique-

faciens". Die tweede een word as "diplobacillus Josef i" 

beskryf omdat di t ui t 'n pasient met die naam Joseph ge­

Ysoleer is. Hierdie organisme was egter Gram-positief, maar 

is nooit weer geisoleer nie en daar is geen verwysingskul­

tuur nie (Henriksen, 1973:522-533). 

Oliver en Wherry is die volgende outeurs wat in 1921 na die 

nie-vervloei Ingsorganisme van Scarlett verwys. Hulle 

beskryf dit as Bacillus duplex-nonliguefaciens en vir drie 

dekades is daar geen verdere inligting oor hierdie spesie 

nie. In 1923 beskryf Jones en Little 'n diplobasil wat op 

gewone medium en gehemoliseerde bloedagar kan groei en gela­

tien sowel as serum kan vervloei (Henriksen, 1973:523). 
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In 1937 beskryf Henriksen 'n hemolitiese Gram-negatiewe 

organisme wat hy Alcaligenes haemolysans noem. Die beskry-



wing stern feitlik ooreen met die latere beskrywings van die 

hemolitiese variant van Acinetobacter calcoaceticus 

lwoffi, Achromobacter haemolyticus subspesie alcaligenes) . 

Die organisrnes het egter uit die oorspronklike kultuurver-

sameling verlore geraak. Afgesien daarvan dat die naarn A. 

haemolysans slegs in 'n paar publikasies gebruik is, is dit 

verder onbekend (Henriksen, 1973:523,531). 

In 1939 publiseer De Bord 'n voorlopige verslag oor 'n groep 

Gram-negatiewe, Neisseria-agtige bakteriee. Hy stel 'n 

nuwe genusnaarn, Mima, voor omdat dit Neisseria rnirneer. Die 

spesie Mima polymorpha was nie-sakkarolities. Hierdie iso­

laat is egter onvolledig beskryf (Henriksen, 1973: 523,531). 

In 1940 beskryf Audureau Moraxella lwoffi wat soortgelyk aan 

Mima polymorpha is. Di t is die eerste redelik volledige 

beskrywing van hierdie spesie {Henriksen, 1973:523-524). 

In 1942 publiseer De Bord rneer inligting oar die groep met 

sy genera en spesies, Mima polymorpha var. oxidans, 

Herellea vaginicola en Col lo ides anoxydana. Laasgenoernde 

spesie besit egter al die eienskappe van Citrobacter en 

die naam is dus ongeldig. Herellea vaginicola is verwar 

met Bacterium anitratum wat nou bekend staan as 

Acinetobacter calcoaceticus. Audureau het intussen haar 

beskrywing van Moraxella lwoffi gepubliseer (Henriksen, 

1973:531). 

11 



Aangesien die derde spesie van Mimeae nl. Colloides 

anoxydana, klaarblyklik tot die Enterobacteriaceae behoort, 

het die tribus Mimeae verval en word daarom nie meer gebruik 

nie (Henriksen, 1973:531). 

Na 'n versoek deur Henriksen word lwoffi in plaas van die 

spesienaam polymorpha aanvaar deur die Regskommissie van die 

Internasionale Komitee vir Sistematiese Bakteriologie 

(Henriksen, 1973:523-524). Daar is lank aanvaar dat De Bord 

se Herellea vaginicola dieselfde organisme as Bacterium 

anitratum is. Hierdie twee organismes verskil egter merk­

baar van mekaar. Die naam H. vaginicola is in 1971 deur 

dieselfde komitee verwerp (Henriksen, 1973: 531}. Daar is 

geen bestaansreg vir die benaming wat deur De Bord beskryf 

is nie. 

Een van die organismes wat aanvanklik deur Beijerinck in 

1911 as Micrococcus calco-aceticus benaam is, is weer in 

1948 deur Schaub en Hauber ondersoek en hulle stel die naam 

Bacterium anitratum voor vir die organismes wat tans as 

"acinetobacters" bekend staan. Die term bacterium is in die 

tyd gebruik vir bakteriee wat nie in bestaande genera 

geklassifiseer kon word nie, terwyl die spesienaam anitratum 

aantoon dat die organisrne nie nitraat reduseer nie. Schaub 

en Hauber beskryf B. anitratum as 'n kok of kokkobasil, wat 

nie nitraat reduseer nie en sekere aldoses oksideer. 

Piechaud, Piechaud en Second beskryf hierdie organisme eers 

as Moraxella lwoffi var. glucidolytica en later as M. 

12 



glucidolytica. Hierdie organisme is dieselfde as ~ 

anitratum. Lemoigne, Girard en Jacobelli verwys na hierdie 

organisme as Neisseria winogradskyi, maar volgens Henriksen 

(1973:524) is dit nie 'n Neisseria nie, maar 'n sinoniem. 

2.2.2 Isolate na 1950 

In 1952 bestudeer Henriksen somrnige Moraxella-rasse, inslui­

tend Audureau se M. lwoffi-ras. Hy verdeel hulle in twee 

groepe: oksidase-positief (M. lacunata en M. nonliquefa­

ciens), asook oksidase-negatief waaronder M. lwoffi ressor­

teer (Henriksen, 1973:528-529). 

Brisou stel in 1954 voor dat Bacterium anitratum in die 

genus Achromobacter geplaas moet word. Brisou en Prevot 

skep egter in 1957 die nuwe genus Acinetobacter vir die nie­

beweeglike spesies van Achromobacter. Acinetobacter 

anitratus (calcoaceticus) word deur Brisou gekies as tipe­

spesie van hierdie genus (Henriksen, 1973:531). Mannheim en 

Stenzel vind dat die organismes in verskillende groepe 

verdeel kan word op grand van variasie in hemolitiese en 

sekere ander fenotipiese eienskappe. In 1963 stel hulle 

voor dat die organismes in vyf 

ingedeel moet word, nl. : 

spesies en twee subspesies 

Achromobacter mucosus, A. 

conjunctivae, A. haemolyticus (subspesies haemolyticus en 
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alcaligenes), A. metalcaligenes en =A~---=-c=i~t~r~o~a=l~c_a~l~i~·g_e~n_e_s 

(Henriksen, 1973:524). 



Die onoordeelkundige gebruik en kombinering van bogenoemde 

generiese en spesiename het deur die jare groat verwarring 

veroorsaak. Benewens die verkeerde gebruik van hierdie name 

in verskillende lande het wetenskaplikes, selfs in dieselfde 

land, verskillende name aan dieselfe organisme toegeken 

1973:524). Daar word voortdurend nuwe (Henriksen, · 

voorstelle 

Acinetobacter. 

gemaak ten opsigte van die taksonomie van 

Bouvet 

volgende spesies, nl. 

junii en A. johnsonii. 

& Grimont (1986:228,229} skep die 

A. baumannii, A. haemolyticus, A. 

Rossau et al. (1991:310) stel 'n 

nuwe familie, Moraxellaceae met die genera Moraxella, 

Psychrobacter en Acinetobacter voor. 

2.3 Eienskappe van die genus Acinetobacter 

Acinetobacter besit nie unieke eienskappe wat dit van ander 

genera onderskei nie en daarom word hierdie organismes tans 

geYdentifiseer op grand van negatiewe eienskappe (Juni, 

1984: 305). Hulle is onbeweeglik, oksidase-negatief, nie­

spoorvormend, nie-fermentatief, bevat nie intrasellulere 

poli-B-hidroksibottersuur nie, produseer nie indool en H2S 

nie en is Gram-negatief met selle wat soms moeilik ontkleur. 

Alhoewel die selle onbeweeglik is, mag draaibewegings as 

gevolg van polere fimbriee voorkom (Lautrop, 1974:436; Juni, 

1984:303-304). B¢vre (1984:288) toon aan dat die 

Neisseriaceae nie net onbeweeglik is nie, maar ook geen 
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flagellums besit nie, wat ook kenmerkend van 

is. 

Acinetobacter 

15 

Die kolonies van Acinetobacter is ongepigmenteerd, gewoonlik 

glad, soms uiters slymerig en heg aan die substraat. Wan­

neer die selle muko1ed is, kom kapsels voor (Lautrop, 

1974:437; Juni, 1984:303). Acinetobacter is pleomorf (Juni, 

1984: 3 05) en aktief groeiende selle is gewoonlik dikkerige 

basille, terwyl selle in die stasionere fase meer sferies 

is. Selle kom tipies in pare en kettings voor, terwyl groot, 

onreelmat i ge selle, asook filamente, in kulture kan voorkom 

(Henriksen, 1973:527-529,542; Lautrop, 1974:436; Juni 

1984:303). 

Die samestelling van die selwand is soortgelyk aan die van 

Gram-negatiewe bakteriee met peptidoglikaan wat muraamsuur, 

glukosamien, alanien, D-glutamiensuur en m-diaminopimelien­

suur bevat (Juni, 1984:304). Die buitenste liposakkariedlae 

is tipies aan die van Gram-negatiewe bakteriee. 

Die genus Acinetobacter is chemoorganotroof met 'n respi­

ratiewe metabolisme. Geen spesifieke groeifaktore word be­

nodig nie en 'n wye verskeidenheid organiese verbindings kan 

as koolstof- en energiebron gebruik word (Lautrop, 

1974: 436). Die meeste Acinetobacter-rasse kan goed groei 

in 'n eenvoudige mineraalmedium met 'n enkele koolstof- en 
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energiebron soos etanol, asetaat, laktaat, piruvaat, malaat 

of a-ketoglutaraat. Relatief min rasse kan glukose as 

koolstofbron vir selgroei gebruik. Een so 'n stam 

kataboliseer dit via die Entner-Doudoroff-weg. Alhoewel 

Acinetobacter nie glukose kan verbruik nie, besit 'n aantal 

rasse 'n aldosedehidrogenase waardeur suur gevorm kan word 

in 'n glukose-medium asook media wat ander suikers soos D­

xilose, L-arabinose, D-galaktose, D-mannose, L-ramnose, mal-

tose en sellobiose bevat (Juni, 1984:304). Ammonium-, 

nitraat- en nitrietsoute kan as stikstofbron dien. Hierdie 

organismes besi t 'n assimilatoriese ni traat-reduktase, dog 

hulle kan nie nitrate reduseer (denitrifiseer) of van 

nitraat-respirasie gebruik maak nie (Juni, 1984:304). 

In teenstelling met die meeste Moraxella spesies is Acineto­

bacter weerstandbiedend teen penisillien. Geen Acinetobac­

ter-isolate word deur 1 IE.ml-l penisillien geYnhibeer nie 

en hulle is selfs weerstandbiedend teen 100 -1 IE.ml . 

Acinetobacter-kulture wat uit kliniese bronne in hospitale 

geYsoleer is, is sensitief vir kanamisien, tobramisien, kar­

benisillien, trimetoprim-sulfametoksool, minosiklien en dok­

sisiklien (Juni, 1984:304). 

Acinetobacter besit nie sitochroom c nie en is, soos reeds 

genoem, oksidase-negatief. Hulle besit wel sitochroom a en 

b. Verder besit hulle al die ensieme van die trikarboksiel-



suursiklus asook die van die glioksalaatsiklus. Baie rasse 

produseer 'n ekstrasellulere lipase wat aangetoon kan word 

deur die hidrolise van Tween-so en ander lipiede. stysel 

word nie vervloei nie, poli-B-hidroksibutiraat word nie 

gehidroliseer nie, terwyl gelatien deur enkele rasse 

gehidroliseer kan word. Sommige rasse produseer urease 

(Lautrop, 1974:436). Volgens Lautrop (1974:436) hemoliseer 

10 tot 20% van die rasse bleed en Juni (1984:304) vind dat 

fosfolipases deur hierdie rasse geproduseer word. 
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Hierdie organisme is verplig aeroob met 'n streng respirato­

riese metabolisme met suurstof as terminale elektronontvan­

ger. Alle fakultatiewe anaerobe organismes word daarom by 

Acinetobacter uitgesluit. Al die fenotipiese variante van 

Acinetobacter groei tussen 2 o O c en 3 5 ° c met 'n optimum 

groeitemperatuur van tussen 33°C en 35°C (Juni, 1984:304). 

Alhoewel die genus mes of iel is, kan sommige groepe by O ° C 

groei (Henriksen, 1973:522). Die optimum pH is ongeveer 7,0 

(Lautrop, 1974:437). 

2.4 Die voorkoms en ekologie van Acinetobacter 

Acinetobacter kom voor in water en grond. Baumann (1968:39) 

het bereken dat Acinetobacter ten minste o, 001% van die 

totale heterotrofe aerobe populasie in water en grond uit­

maak. Alhoewel hierdie organismes gewoonlik nie-patogeen 

is, word hulle beskou as die oorsaak van baie hospitaal-in-

feksies. Infeksies wat veral geassosieer word met 



Acinetobacter is onder andere: septisemie, brein-

vliesontsteking, endokarditis, breinabsesse, longabsesse en 

urienweginfeksies, asook antler kliniese verskynsels (Buxton 

et al., 1978:507; French et al., 1980:125.) Alhoewel daar 

geen bewyse is dat die organisme op hospitaalinstrumente 

koloniseer nie, blyk daar egter 'n noue assosiasie tussen 

hospitaalinstrumentasie en die infeksie te wees. 

Acinetobacter is van verskillende dele van die menslike 

liggaam ge1soleer, maar dit is nie duidelik of hulle 

kontaminante of kommensaliste is nie (Buxton et al., 

1978:507; Juni, 1984:304). Acinetobacter is oak uit ge­

aktiveerde slyk ge1soleer (Warskow & Juni, 1972:1014). 

Alhoewel Acinetobacter al uit kokosneute ge1soleer is, word 

bykans geen organismes daarin waargeneem wanneer die 

binneste gedeelte asepties verwyder word nie (Jay, 1978:96). 

Die organisme word gereeld ge1soleer uit vars vleis en is 

oak bekend om in verwerkte vleis voor te kom. Dit blyk dat 

Pseudomonas en die Acinetobacter-Moraxella-groep verant­

woordelik is vir die grootste persentasie bederf van vleis 

(Jay, 1978:123-124,129,132,133; Hayes, 1985:90; Gennari et 

al . , 19 9 2: 61) . 
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Volgens Hayes ( 1985: 6) is hierdie organisme van belang in 

die bederf van veral witvleis (plu imvee ) en skulpvis (Jay 

1978: 138-140). Acinetobacter kom in vars vis voor (Jay, 

1978:138-140; Hayes, 1985:100). Hayes (1 985:100) het waar-



geneem dat die ys waarin die vis aan boord van skepe ver­

voer word, veral met Pseudomonas en Acinetobacter gekontami­

neer is wat moontlik hoer bakterietellings tot gevolg kan 

he. 
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Acinetobacter maak deel uit van die normale Gram-negatiewe 

bakteriepopulasie in melk (Cousin, 1982:176) en is her­

haaldelik uit roumelk {Thomas & Thomas, 1978:5; Law & 

Mabbitt, 1983:135; Hayes, 1985:106; Fischer et al., 1987:73; 

Bramley & McKinnon, 1990:166,168,216) en suiwelprodukte ge­

Isoleer (Jay, 1978:152; Law, 1979:578). Hoewel die orga­

nisme nie vinnig in melk kan vermenigvuldig nie (Thomas & 

Thomas, 1978:5), het Fischer et al. {1987:76) daarop gewys 

dat Pseudomonas in die wintermaande en Acinetobacter in die 

somermaande die oorheersende genera van die psigrotrofe 

populasie in roumelk is. swart (1988:70) kon egter geen 

Acinetobacter uit Pretoriase roumelk isoleer nie. 

2.s Isolering van Acinetobacter 

Baumann ( 1968: 39) maak met sukses gebruik gemaak van 'n 

minerale medium met 'n lae pH en goeie belugting om 

Acinetobacter vanuit water en grond te isoleer. Warskow & 

Juni ( 197 2: 1014) het waargeneem dat isolate vanui t water, 

grond en geakti veerde slyk goed op 'n miner ale medium met 

asetaat as koolstofbron groei. Ghren & Von Graeveni tz 



(1978:342) gebruik endo-agar, MacConkey-agar en deoksi-

cholaat-agar vir die isolering van Acinetobacter. Hulle 

ondersoek ook 'n minerale medium, maar wys daarop dat daar 

nie 'n spesifieke selektiewe medium vir Acinetobacter 

bestaan nie. In 1983 stel Holton 'n selektiewe medium voor, 

wat 'n modifikasie van Mandel se medium is, vir die isolasie 

van hierdie organisme uit kliniese bronne. Isolate vanuit 

water is ook op triptoon-soja-agar gemaak (Pagel & Seyfried, 

1976:221). Die afleiding kan gemaak word dat die mees suk-

sesvolle isolasiemedium vir Acinetobacter 'n chemies 

gedefinieerde medium is. 

2.6 Identifisering van Acinetobacter 
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Vir die identifisering van isolate tot op genusvlak word 

primere sowel as sekondere fenotipiese toetse aangewend. 

Die meeste van hierdie toetse stem ooreen met die minimum 

vereistes vir die identifisering van die genus Acinetobacter 

soos daargestel deur B¢vre & Henriksen (1976:92-96). 

2.6.1 Primere fenotipiese toetse 

Die Gram-kleuringsreaksie verdeel bakteriee in twee hoof­

kategoriee, nl. Gram-positief en Gram-negatief. Hierdie is 

die eerste onderskeidingstoets. Die setel vir hierdie reak­

sie is in die selwand gelee. (Lamanna & Mallette, 1965:161-

176; Salle, 1973a:61-65; Cruickshank et al., 1975:34). 



Pigmentproduksie kan op verskeie 

(Salle 1973b:78; Gerhardt et al., 

Acinetobacter ongepigmenteerd is, 

toets. 

media waargeneern word 

1981: 418) . Aangesien 

is dit 'n belangrike 
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Alle differensiele kleurings is drasties sodat die selvorrn 

sorns beYnvloed word en daarorn is di t dikwels rnoeilik om 

tussen 'n Grarn-negatiewe kok en 'n kokkobasil te onderskei. 

Waar daar getwyfel word aan die ware selvorrn word negatiewe 

kleuring toegepas. Indiese ink of nigrosien word gebruik 

orndat di t nie met die sel reageer nie, rnaar slegs die 

agtergrond kleur (Harrigan & Mccance, 1966:13; Cruickshank 

et al., 1975:33-34). Soos in die geval van alle ware Grarn­

negatiewe organisrnes is Acinetobacter nie 'n endospoorvorrner 

nie. Drie rnetodes kan gebruik word vir endospoorkleuring, 

nl. die van · Dorner, Shaeffer & Fulton en Bartholomeus & 

Mittwer (Harrigan & Mccance, 1966:13; Salle, 1973a:25,27; 

Cruickshank et al., 1975: 41-42; Gerhardt et al., 1981:23). 

Orn die farnilie Neisseriaceae korrek te identifiseer, is die 

bepaling van beweeglikheid en die teenwoordigheid van 

flagellurns deurslaggewend. Standaardrnetodes wat gebruik 

word, is die hangdruppelkultuur, beweeglikheidsagar en 

flagellurnkleuring (Cruickshank et al., 1975:19-20,44-45, 

112,172,187; Gerhardt et al., 1981:25-26,29-30,148-149,414-

415,418-419}. Acinetobacter besit nie flagellurns nie. Met 

behulp van rnoderne tegnologie, soos die transrnissie-



elektronmikroskoop (TEM), kan die teenwoordigheid van 

f lagellums maklik waargeneem word nadat negatiewe kleuring 

toegepas is (Brand et al., 1987:2). 

Die meeste bakteriee produseer waterstofperoksied wanneer 

hulle in die teenwoordigheid van vry suurstof groei. Aange­

sien dit toksies is vir lewende selle besit die meeste 

aerobe organismes die katalase-ensiem om di t te vernietig 

(Lamanna & Mallette, 1965:402; Harrigan & Mccance, 1966:65; 

Kersters & DeLey, 1971:36; Salle, 1973a:402). 
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In die geval van Gram-negatiewe organismes word die oksi­

dase-toets gebruik om die verplig aerobe bakteriee van die 

fakultatief anaerobe organismes te onderskei (Holding & 

Collee, 1971:24,25,35,36; Salle, 1973a:404-406; Cruickshank 

et al., 1975:180; Pelczar et al., 1986:178-179; Brock & 

Madigan, 1988:130-131). Die toets is van kardinale belang 

om Acinetobacter van die ander genera in die familie 

Neisseriaceae te onderskei (B¢vre, 1984:289). 

Die respirasie-fermentasie-(RF-) toets wat gebruik word, 

word algemeen in die literatuur beskryf as die oksidasie­

fermentasie- (OF-) toets (Hugh & Leifson, 1953:24). Hiermee 

word onderskei tussen die aerobe en anaerobe afbraak van 

'n koolhidraat. Dit is een van die belangrikste toetse om 

fermenterende bakteriee soos Enterobacteriaceae, Aeromonas 

en Vibrio, van respirerende (verplig aerobe) bakteriee soos 



Pseudomonas, Flavobacterium en lede van Neisseriaceae te 

onderskei (Hugh & Leifson, 1953:24; Holding & Collee, 

1971:7; Cruickshank et al., 1975:171). As alternatief kan 

die organismes wat nie in staat is om glukose te respireer 

of te fermenteer nie ender anaerobe toestande gekweek word, 

soos bv. in 'n anaerobe fles (Cruickshank et al., 1975:157). 

2.6.2 Sekondere fenotipiese toetse 

Die urease-toets is gebaseer op die vermoe van die orga­

nismes om ureum te hidroliseer (Harrigan & Mccance, 1966:56; 

Holding & Collee, 1971:15-16; Cruickshank et al., 1975:181). 
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Bakteriee wat stysel hidroliseer kan nie-diffundeerbare 

stysel omsit in diffundeerbare stowwe wat dan deur diesel 

opgeneem word vir verdere metabolisme (Cowan & Steel, 

1965:163; Harrigan & Mccance, 1966:58; Skerman, 1967:255; 

Holding & Collee, 1971:21; Salle, 1973a:390). 

Proteolitiese organismes breek proteiene af. Sommiges is in 

staat om gelatinase te produseer (Holding & Collee, 1971:19-

2 O; Salle, 1973a: 464; Salle, 1973b: 66-68) . Kase I en word 

deur verskillende organismes gehidroliseer (Harrigan & 

Mccance, 1966:52,291; Salle, 1973b:68-69,169; Cruickshank et 

al . , 19 7 5 : 178) . 
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Sommige bakteriee kan lipiede hidroliseer en die ensieme 

hierby betrokke staan bekend as lipases. Sekere organismes 

hidroliseer eenvoudige gliseriede (Tween, tributirien), ter­

wyl ander komplekse gliseriede (bottervet) hidroliseer. 

Indien 'n organisme eenvoudige gliseriede hidroliseer, is 

dit nie noodwendig in staat om ook komplekse gliseriede te 

hidroliseer nie. Die omgekeerde is ook waar. Hierdie reak­

sie word normaalweg aanvaar as die eerste stap in die 

ontwikkeling van galsterigheid. (Salle, 1973b:69). 

Organismes kan 

energiebron. 

sekere aminosure afbreek en benut as 

In die geval van die indool toets word die 

vermoe van bakteriee om triptofaan na indool af te breek, 

bepaal (Harrigan & Mccance, 1966:53; Holding & Collee, 

1971:14-15; Cruickshank et al., 1975:179). 

Sommige aerobe organismes kan nitraat as elektronontvanger 

gebruik wanneer hulle onder anaerobe toestande groei 

(nitraatrespirasie). Ander organismes weer gebruik nitraat 

as stikstofbron. Nitraat word in albei gevalle na nitriet 

gereduseer, wat weer verder gereduseer kan word (Harrigan & 

Mccance, 1966:56; Salle, 1973a:428-430; Brock & Madigan, 

1988:573-576). 

Daar kan bepaal word of 'n bakterie eskulien na eskuletien 

en glukose kan hidroliseer (Harrigan & Mccance, 1966:267; 

Holding & Callee, 1971:11). 



Sommige organismes is in staat om sitraat as enigste kool­

stof- en energiebron te verbruik in 'n medium wat 'n 

a mmoniumsout as enigste bron van stikstof bevat (Salle, 

1973b:703; Cruickshank et al., 1975:176-177). 
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2.7 Eksperimentele metodes 

'n Diagr ammatiese voorstelling vir die aanvanklike i solering 

en selek tering van organismes, word in Figuur 2.1 gegee. 

ROUMELKMONSTER 

ISOLASIEMEDIA 

ONGEPIGMENTEERDE KOLONIES 

SUIWERING VAN ISOLATE 

OKSIDASE 

+ 

BEWEEGLIKHEID 

+ 

GRAM-KLEURING 

+ 

TEM-ONDERSOEKE 

Figuur 2.1 Diagram vir die isolering en selektering van 
organismes vir verdere ondersoeke 
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2.7.1 Melkmonsters 

Twintig roumelkmonsters vanaf 16 roetes uit die Vrystaat, PWV­

gebied en Potchefstroom is by fabrieke asepties vanuit melk­

tenkers in steriele monsterbottels geneem, onder verkoelde 

toestande (4°C} vervoer en binne 24 tot 30 uur ontleed. 

2.7.2 Inkubasietemperatuur 

Tensy anders vermeld, is al die inkubasies by 30°C gedoen. 

2.7.3 Instandhouding van suiwer kulture 

Suiwer isolate is op voedingsagarplate gekweek. Aktief 

groeiende selle is in 'n 10% afgeroomde melk 70% laktose 

medium gesuspendeer. Die gesuspendeerde selle is volgens 

Joubert & Britz (1987:74) op steriele filtreerpapierskyfies 

gevriesdroog. Na vriesdroging is die kulture by -40°C bewaar. 

2.7.4 Isolering van die organismes 

Soos reeds genoem is geen selektiewe medium beskikbaar vir die 

isolering van Acinetobacter nie, maar 'n chemies gedefinieerde 

medium is wel geskik as isolasiemedium van Acinetobacter 

( 2. 5) • 
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Die volgende isolasiemedia is gebruik: 

(i) Plaattellingsagar (Biolab). 

( ii) Kristal violetagar (KV) met 'n finale konsentrasie 

van 0,001% (m/v) is gebruik as 'n selektiewe medium 

( iii) 

vir Gram-negatiewe organismes (Law et al., 

1979:498). 

Holton se medium (MMHN) is gebruik as isolasiemedium 

vir die genus Acinetobacter (Holton, 1983: 141 ) . In 

hierdie ondersoek is die fruktose, sukrose en man­

nose deur 5 g natriumasetaat per liter vervang ter­

wyl die antibiotika weggelaat is. 

(iv) Aangepaste medium van Holton (MMHNP). 1 µg penisil­

lien is by Holton se medium gevoeg om di t meer 

(v) 

selektief vir Acinetobacter te maak (Lautrop, 1974: 

43 6) • 

Aangepaste Macconkey-agar (MMP) . Die medium van 

Schutte (1986:25) is gebruik vir die isolering van 

Acinetobacter. In hierdie studie is laktose vervang 

met 5 g natr iumasetaat per liter medium en 1 µg 

penisillien per ml medium is 

1984:304). 

bygevoeg ( Juni, 

2.7.5 Sifting vir Acinetobacter 

'n Tienvoudige verdunningsreeks is in fisiologiese sout­

oplossing vir elke melkmonster gemaak en deur middel van die 

spreiplaat-metode op die verskillende media gesprei. Al die 

spreiplate is twee dae by 30°C geinkubeer, behalwe MMP wat 5-7 
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dae geYnkubeer is. Hierdie inkubasietydperke is deur 'n 

voorafgaande proeflopie bepaal. 

Al die kolonies van telbare verdunnings op die isolasiemedia 

is afgetel en met behulp van die templaatmetode op 

voedingsagar uitgestreep om te bepaal of hulle gepigmenteerd 

is. Die volgende toetse is op al die ongepigmenteerde isolate 

uitgevoer: 

(i) oksidase (Salle, 1973a:404-406; Cruickshank et al., 

1975:180,181), 

(ii) beweeglikheid deur middel van die hangdruppeltegniek 

(B¢vre & Henriksen, 1976:93), 

(iii) 

(iv) 

Gram-reaksie (Lamanna & Mallette, 1965:161-176; 

Salle, 1973a:61-65} en 

die voorkoms van flagellums met behulp van trans­

missie-elektronmikroskoop- (TEM-) ondersoeke van al 

die onbeweeglike isolate. 

2.7.6 TEM-ondersoeke 

'n Suspensie vanaf 'n oornagkultuur van elke bakterie is op 'n 

voorwerpglasie berei. Die roostertj ies wat met Formvar 

bedek is, is met behulp van 'n krombektangetjie in die suspen­

sie gedoop waarna dit dadelik op filtreerpapier gedroog is. 

Na kleuring met 1% (m/v) kaliumfosfowolframsuur is die roos­

tertjies weer op filtreerpapier geklad om oorkleuring te 

voorkom. Na die TEM-ondersoeke is al die isolate wat nie 

flagellums besit nie op die oorspronklike isolasiemedia 
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gesuiwer. Die gesuiwerde isolate is fenotipies verder gekarak­

teriseer. 

2.7.7 Fenotipiese toetse 

'n Diagrammatiese voorstelling van die fenotipiese toetse wat 

gebruik is vir die identif isering van die isolate word in 

Figuur 2.2 gegee. 

(i) 

(ii) 

( iii) 

Primera fenotipiese toetse 

Die oksidase-toets is ui tgevoer soos beskryf deur 

Holding & Collee {1971:241), Salle {1973a:404-406) 

en Cruickshank et al. {1975:180,181). 

Die katalase-toets is uitgevoer soos 

Harrigan & Mccance {1966:65). 

Respirasie-fermentasie-toets (RF) 

beskryf deur 

Die OF-toets van Hugh & Leifson {1953:24) is vervang 

met die enkelbuistegniek van Bruce et al. 

{1983:143). Die medium is verder gewysig deur die 

basaalmedium met die van Hutner (B¢vre & Henriksen, 

1976:93) te vervang. By hierdie medium is fenol­

rooi tot 'n finale konsentrasie van 0,002% (m/v) 

as pH-indikator gevoeg. Ammoniumchloried is ge­

bruik in plaas van ammoniumsulfaat en die finale pH 

van die medium is op 7,4 ingestel. 
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ONGEPIGMENTEERDE, OKSIDASE-NEGATIEWE, GRAM-NEGATIEWE, 
ONBEWEEGLIKE ISOLATE 

OKSIDASE 

KATALASE 

+ 

RF - TOETS 

FERMENTATIEF 

HIDROLISE: 

INDOOLPRODUKSIE 
UREABE-PRODUKSIE 
DENITRIFISERING 
NITRAATREDUKSIE 
SITRAATVERBRUIK 
OKSIDASIE: 

+ 

REBPIRATIEF 

NEGATIEWE KLEURING 

KOKKOBABILLE / BABILLE 

ENDOBPOORKLEURING 

PIGMENTPRODUKSIE 

ESKULIEN 
GELATIEN 
STYSEL 
TRIBUTIRIEN 
TWEEN-80 

ARABINOSE 
FRUKTOSE 
GALAKTOSE 
GLUKOSE 
LAKTOSE 
MALTOSE 
MANNITOL 
MANNOSE 
RAMNOSE 
SUKROSE 
XILOSE 

+ 

FIGUUR 2.2 Diagram vir identifisering van isolate 
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(iv) 

Vyf milliliter steriele medium is in 'n steriele 

proefbuis gepipetteer. Die proefbuis is afgekoel en 

na stalling van die medium is 2 ml steriele Vaspar 

op die gestolde agar geplaas. Nadat die Vaspar 

gestol het, is weer 5 ml van die medium bo-op 

gepipetteer. Die prosedure is asepties in 'n 

lam in ere vloeikabinet ui tgevoer. Om Va spar te 

berei, is gesmelte paraffienwas by gesmelte geel 

petroleumjellie in die verhouding 1:4 gevoeg (Bruce 

et al., 1983:143). Die resultate van fermentatiewe 

en respiratiewe reaksies is soos volg genoteer: suur 

(S/s); alkalies (A/a); gasproduksie (G/g) of 

negatief (-) . Hierdie notering is gemaak op grond 

van die mate van suur-, alkali- en gasvorming in 

vergelyking met 'n negatiewe kontrole. 

Anaerobe groei 

Die isolate is in 'n anaerobe fles gekweek 

(Cruickshank et al., 1975.157). Die lug in die 

fles is deur 'n gasmengsel bestaande uit 10% CO2, 

18% H2 en 72% N2 verplaas. Saam met elke stel iso-

late is 

(Escherichia 

'n fakultatief anaerobe organisme 

coli) as positiewe kontrole en 'n 

aerobe organisme (Pseudomonas aeruginosa) as 

negatiewe kontrole gekweek. Alle resultate is met 

die van die RF-enkelbuistegniek gekontroleer. 
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(v) Negatiewe kleuring 

Hierdie kleuring is van kardinale belang in hierdie 

ondersoek omdat Acinetobacter pleomorf is. 

Nigrosien is gebruik {Cowan & Steel, 1965:25; 

Cruickshank et al., 1975:33,34). 

(vi) Endospoorkleuring 

(vii) 

Schaeffer & Fulton se metode is gebruik waar 

malagietgroen in die endospoor ingekook word en die 

vegetatiewe sel daarna met safranien gekleur word 

{Harrigan & Mccance, 1966:13). 

Pigrnentproduksie 

Die toets is op voedingsagar met 1 n finale 

glukosekonsentrasie van 0,5% (m/v) uitgevoer. Verder 

is alle vars en ou kulture op voedingsagar gekon­

troleer vir pigrnentproduksie. 

Sekondere fenotipiese toetse 

Die volgende sekondere toetse is uitgevoer: 

( i) 

(ii) 

( iii) 

(iv) 

Urease-toets (Harrigan & Mccance, 1966:56). 

Hidrolise van stysel {Harrigan & Mccance, 1966:58). 

Hidrolise van gelatien (Salle, 1973a: 464; Salle, 

1973b: 67, 68,197). 

Hidrolise van Tween-8 0 (Harrigan & Mccance, 

1966:64,309). 

(v) Hidrolise van eskulien (Holding & Col lee, 1971: 11; 

Harrigan & Mccance, 1966:276). 
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(vi) 

(vii) 

(viii) 

Hidrolise van tributirien (Harrigan & Mccance, 1966: 

63,308). 

Indoolproduksie (Cowan & Steel, 1965:30; Cruickshank 

et al., 1975:179). 

Sitraatverbruik (Koser se sitraatmedium; Cruick­

shank et al., 1975:176). 

(ix) Denitrifisering en nitraatreduksie (Stanier et al., 

1966:171) 

(x) Oksidasie van suikers 

'n Vloeistofmedium met 'n Durham-buisie en fenolrooi 

as pH-indikator is hiervoor gebruik (Cruickshank et 

al., 1975: 172,173). Die volgende suikers is inge­

sluit: mannose, sukrose, mannitol, fruktose, galak­

tose, arabinose, ramnose, xilose, maltose, laktose 

en glukose. 

(xi) API 20 NE-sisteem 

Nadat die fenotipiese toetse ui tgevoer is vir die 

klassieke (konvensionele) identifisering van die 

isolate, is geselekteerde kulture aan die API 20 NE­

sisteem onderwerp. 
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2.8 Resultate en bespreking 

In hierdie ondersoek is daar van 14 kulture uit die versame­

ling van Prof. T.J. Britz (Departement Mikrobiologie en Bio-

chemie, UOVS) en vier verwysingskul ture ui t die "National 

Collection of Industrial Bacteria" (NCIB) gebruik gemaak. Al 

hierdie kulture is aan dieselfde fenotipiese toetse en ekspe­

rimente],e metodes onderwerp as die isolate vanuit roumelk. 

Die nommers van die UOVS- en verwysingskul ture verskyn in 

Tabel 2.1. 

TABEL 2.1: uovs- en verwysingskulture 

Kultuurnr. Bron Kultuurnr. 

05 
85b 
R16 
M3 
M4 
M9 
M18 
M21 
M26 

* 
** 
*** 
**** 

2.8.1 

uovs M27 
uovs M29 
uovs p24* 
uovs p25** 
uovs p27*** 
uovs 494**** 
uovs 709**** 
uovs 71oa**** 
uovs 792**** 

P24 is verander na P(k)24 
P25 is verander na P(k)25 
P27 is verander na P(k)27 
Acinetobacter calcoaceticus 

Isolering van organismes (2.7.4) 

Bron 

uovs 
uovs 
uovs 
uovs 
uovs 
NCIB 1954/8596 
NCIB 1955/8208 
NCIB 1955/8209 
NCIB 1957/8552 

Twintig roumelkmonsters is ondersoek en altesaam 5955 kolonies 

is vanaf al die telbare verdunningsplate geYsoleer (Tabel 

2. 2) . Hierdie kolonies verteenwoordig al die kolonies vanaf 
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telbare spreiplate van die onderskeie isolasiemedia. Geen 



statistiese metode is vir die aftel van die kolonies gebruik 

nie, aangesien die trefwaarskynlikheid daardeur verlaag word. 

Lede van die genus Acinetobacter is ongepigmenteerd (2.3, 

2.7.5, 2.7.7.1 (vii)). Die kolonies neem die kleur van die 

isolasiemedia aan; gevolglik moes pigmentproduksie eers bepaal 

word voor enige verdere ondersoek kon plaasvind. Die kolonies 

vanaf die onderskeie isolasiemedia is met behulp van die tem­

plaatmetode {Clowes & Hayes, 1968:21,229) na voedingsagar 

oorgedra om te bepaal of hulle ongepigmenteerd is. Slegs 6,2% 

(366 kolonies) van die oorspronklike isolate was ongepig-

menteerd {Tabel 2.2). In Figuur 2.3 word 'n grafiese 

voorstelling gegee van die totale aantal kolonies, die gepig­

menteerde kolonies en die ongepigmenteerde kolonies wat vanaf 

die onderskeie isolasiemedia afgetel is. Die grafiese 

voorstelling van die aantal ongepigmenteerde kolonies wat 

vanaf die onderskeie isolasiemedia geYsoleer is, word in 

Figuur 2.4 gegee. 

TABEL 2.2: 

Isolasie-
medium 

PTA 
MMHN 
MMHNP 
KV 
MMP 

TOTAAL 

Totale aantal kolonies vanaf die onderskeie 
isolasiemedia 

Aantal kolonies ongepigmenteerde kolonies 

Aantal Persentasie 

2 968 60 2,0 
748 50 6,7 

1 038 67 6,5 
800 103 12,9 
401 86 21,5 

5 955 366 6,2 
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2.8.2 Siftingstoetse (2.7.5) 

Altesaam 366 ongepigrnenteerde kolonies (2.7.5, 2.7.7.1 (vii)) 

is vanaf die onderskeie isolasiemedia (2.7.4) gesuiwer. Die 

kolonies is hierna op voedingsagar oorgedra, waarna die oksi­

dase-toets (2.7.5 (i), 2.7.7.1 (i)) met behulp van 1% (m/v) 

tetrametiel-p-fenileendiamien-dihidrochloried uitgevoer is. 

Al die oksidase-negatiewe isolate is hierna mikroskopies met 

behulp van die hangdruppelkultuur vir beweeglikheid ondersoek 

(2.6.1, 2.7.5(ii)). Die Gram-reaksies van al die onbeweeglike 

isolate is hierna bepaal ( 2. 6 .1, 2. 7. 5 (iii)) en 148 Gram-

negatiewe isolate is deur middel van die TEM ondersoek vir die 

teenwoordigheid van flagellums (2.7.5 (iv), 2.7.6). Slegs 59 

isolate het geen flagellums besit nie (Tabel 2.3). Die groot­

ste persentasie onbeweeglike isolate is vanaf MMHN en MMHNP 

geisoleer, nl. 42% en 28,4% onderskeidelik. In Figuur 2.5 is 

'n grafiese voorstelling van die totale aantal ongepig­

menteerde isolate, die aantal ongepigmenteerde onbeweeglike 

isolate en die aantal Acinetobacter-isolate wat vanaf die 

onderskeie isolasiemedia geisoleer is. 

TABEL 2.3: Aantal onbeweeglike isolate 

Isolasie- ongepigmenteerde Onbeweeglike isolate 
medium kolonies 

Aantal isolate Persentasie 

PTA 60 0 o,o 
MMHN 50 21 42,0 
MMHNP 67 19 28,4 
KV 103 11 10,7 
MMP 86 8 9,3 

TOTAAL 366 59 16,1 
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2.8.3 Identifisering van isolate 

'n Anaerobe fles is gebruik om die groeivermoe van organismes 

onder anaerobe toestande te bepaal (2.6.1, 2.7.7.1 (iv)). 

Somtyds het die verpligte aerobe kontrole-organisme, 

Pseudomonas aeruginosa, ook gegroei. Die resultate is met die 

RF-enkelbuistegniek geverifieer (2.6.1, 2.7.7.1 (iii)). 

Hierdie enkelbuistegniek word aanbeveel omdat die respiratiewe 

en fermentatiewe reaksie in een proefbuis waargeneem kan word. 

Dit is verder 'n uitstekende onderskeidingstoets vir groeiver­

moe onder anaerobe toestande. In Figure 2.6 en 2.7 word die 

resultate van die RF-enkelbuistegniek geillustreer. Die 

proefbuise aan die linker- en regterkant is in beide gevalle 

twee kontrolebuise met die eksperimentele buise in die middel. 

In Figuur 2. 6 word die negatiewe, alkaliese en respiratiewe 

reaksies onderskeidelik aangedui. Die respiratiewe reaksie 

toon swak suurproduksie en word soos volg genoteer: s-. Die 

fermentatiewe reaksies (Figuur 2.7) word soos volg van links 

na regs weergegee: ss; SS; SgS en SgSg. 

Aangesien die oksidase-toets (2.6.1, 2.7.7.1 (i)) van kardina­

le belang is, word die gebruik van vier reagense aanbeveel, 

nl. N,N-dimetiel-1,4-fenileendiamien-dihidrochloried, N,N,N,N­

tetrametiel-1,4-fenileendiamien, N,N,N,N-tetrametiel-1,4-feni­

leendiamien-dihidrochloried en para-amino-dimetielanalien­

oksalaat. 'n Organisme word slegs as oksidase-negatief beskou 

indien 'n negatiewe reaksie in die geval van al vier die 

reagense waargeneem word. 
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Die primere fenotipiese eienskappe (2.6.1, 2.7.7.1) van die 38 

isolate uit roumelk, die UOVS-kulture en die verwysingskultu­

re word in Tabel 2.4 saamgevat. 

TABEL 2. 4: Primere fenotipiese eienskappe van die 
Acinetobacter-isolate vanuit roumelk 
asook die uovs- en verwysingskulture 

Kultuur Gram- RF Anaerobe F(TEM) Oksidase Katalase 
reaksie groei 

M+9 - -- - - - + 
M+lO - -- - - - + 
M+ll - -- - - - + 
M+12 - -- - - - + 
M+13 - -- - - - + 
M+14 - -- - - - + 
M+15 - -- - - - + 
M+16 - -- - - - + 
M+17 - -- - - - + 
M+19 - -- - - - + 
M+20 - -- - - - + 
M+24 - -- - - - + 
M+45 - -- - - - + 
M+47 - -- - - - + 
Nl - -- - - - + 
N2 - -- - - - + 
NJ - -- - - - + 
Nll - -- - - - + 
N12 - -- - - - + 
N13 - -- - - - + 
N14 - -- - - - + 
N15 - -- - - - + 
N16 - -- - - - + 
N17 - -- - - - + 
N18 - -- - - - + 
N19 - -- - - - + 
N20 - -- - - - + 
N21 - -- - - - + 
N22 - -- - - - + 
N23 - -- - - - + 
N24 - -- - - - + 
N27 - s- - - - + 
N28 - -- - - - + 
P14 - -- - - - + 
P36 - -- - - - + 
P37 - -- - - - + 
P44 - -- - - - + 
P46 - -- - - - + 

(F = flagellums; (+) = swak positiewe reaksie; + = positiewe 
reaksie; - = negatiewe reaksie; s = suurvorming; s = min suur­
vorming) 
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TABEL 2.4 (vervolg) 

Kultuur Gram- RF Anaerobe F(TEM) Oksidase Katalase 
reaksie groei 

85 - s- - - - + 
85b - -- - - - ( +) 
R16 - s- - - - + 
M3 - -- - - - + 
M4 - s- - - - + 
M9 - -- - - - + 
M18 - s- - - - + 
M21 - s- - - - + 
M26 - s- - - - + 
M27 - s- - - - + 
M29 - s- - - - + 
P(k)24 - -- - - - ( +) 
P(k)25 - -- - - - ( +) 
P(k)27 - -- - - - ( +) 
494 - s- - - - + 
709 - s- - - - + 
710a - s- - - - + 
792 - s- - - - + 

(F = flagellums; (+) = swak positiewe reaksie; ; + = positiewe 
reaksie; - = negatiewe reaksie; s = suurvorming; s = min suur­
vorming) 

Brzin (1963:188 & 1965:404-407) se waarnemings ten opsigte van 

die selvorme van die lede van Acinetobacter word deur hierdie 

ondersoek gestaaf. Verskeie suiwer kulture het groat, onreel­

matige selle asook die sogenaamde "spookselle" bevat (2.7.7.1 

( v) ) • Hierdie selle en filamente is ook deur Henriksen 

(1973:527-529,542) en Juni (1984:304) beskryf. Sommige iso-

late het ook moeilik ontkleur tydens Gram-kleuring (2.7.5 

(iii)), wat korreleer met die waarnemings van Lautrop 

(1974:436). 
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Dertien van die organismes het suur vanaf glukose gevorm in 

die RF-toets (respirasie) (2.7.7.1 (iii)). Van hierdie orga­

nismes is slegs een (N27) uit roumelk geYsoleer. Indien die 

resul tate van die oksidasie van glukose in ag geneem word 



(2.7.7.2 (x)), is dit duidelik dat hierdie dertien organismes 

geen suur in vloeistofmedium vorm nie. Di t kan toegeskryf 

word aan die f ei t dat Acinetobacter 'n verplig aero be orga­

nisme is. Al die isolate was streng aeroob, in so 'n mate dat 

die organismes geneig was om na kort tydperke in 

vloeistofkulture af te sterf. 

Die resultate van die sekondere fenotipiese hidrolitiese reak­

sies (2.7.7.2) word in Tabel 2.5 gegee. Alle verdere 

sekondere fenotipiese reaksies ( 2. 7. 7. 2) word in Tabel 2. 6 

saamgevat. 

Slegs twee organismes, M+24 en Nl, besit die vermoe om gela­

tien te hidroliseer (2.7.7.2 (iii)). Volgens Gennari et al. 

(1992:67) is dit 'n kenmerk van A. alcaligenes. Dit is van 

belang om daarop te let dat met die API 20 NE-toetse (2.7.7.2 

(xi)) geen gelatien-hidrolise by bogenoemde twee organismes 

waargeneem is nie. Nie een van die Acinetobacter-kulture was 

in staat om glukose, laktose, fruktose, sukrose, galaktose, 

arabinose, mannose, maltose, manni tol, ramnose of xi lose in 

vloeistofmedium te oksideer nie (2.7.7.2 (x)). Geeneen van 

die organismes was in staat om tributirien, (2.7.7.2 (vi)) te 

hidroliseer nie. 

46 



47 

TABEL 2.5: Sekondere fenotipiese hidrolitiese reaksies 

Kultuur TSO Tributirien Stysel Gelatien Eskulien 

M+9 + - - - -
M+lO + - - - -
M+ll + - - - -
M+l2 + - - - -
M+l3 + - - - -
M+14 + - - - -
M+15 + - - - -
M+16 + - - - -
M+17 + - - - -
M+19 + - - - -
M+20 + - - - -
M+24 + - - + -
M+45 + - - - -
M+47 + - - - -
Nl + - - + -
N2 + - - - -
N3 + - - - -
Nll + - - - -
Nl2 + - - - -
Nl3 + - - - -
N14 + - - - -
N15 + - - - -
N16 + - - - -
N17 + - - - -
N18 + - - - -
N19 + - - - -
N20 + - - - -
N21 + - - - -
N22 + - - - -
N23 + - - - -
N24 + - - - -
N27 + - - - -
N28 + - - - -
P14 + - - - -
P36 + - - - -
P37 + - - - -
P44 + - - - -
P46 + - - - -
05 + - - - -
05b + - - - -
Rl6 + - - - -
M3 + - - - -
M4 + - - - -
M9 + - - - -
M18 + - - - -
M21 + - - - -
M26 + - - - -
M27 + - - - -
M29 + - - - -

(TSO= Tween 80; + = positiewe reaksie; - = negatiewe reaksie) 



TABEL 2.5 (vervolg) 

Kultuur TSO Tributirien stysel Gelatien Eskulien 

P(k)24 + - - - -
P(k)25 + - - - -
P(k)27 + - - - -
494 + - - - -
709 + - - - -
710a + - - - -
792 + - - - -

(T80 = Tween 80; + = positiewe reaksie; - = negatiewe reaksie) 

TABEL 2.6: Verdere sekondere fenotipiese 
reaksies 

Produksie 

Kultuur Sitra.at- urease Indool DN N-red 
verbruik 

M+9 - - - - -
M+lO - - - - -
M+ll - - - - -
M+12 - - - - -
M+13 - - - - -
M+14 - - - - -
M+15 - - - - -
M+16 - - - - -
M+17 - - - - -
M+19 - - - - -
M+20 - - - - -
M+24 - - - - -
M+45 - - - - -
M+47 - - - - -
Nl - - - - -
N2 - - - - -
N3 - - - - -
Nll - - - - -
Nl2 - - - - -
N13 - - - - -
N14 - - - - -
N15 - - - - -
N16 - - - - -
N17 - - - - -
N18 - - - - -
N19 - - - - -
N20 - - - - -
N21 - - - - -

(DN = denitrifikasie; N-red = nitraatreduksie; 
- = negatiewe reaksie) 
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TABEL 2.6 (vervolg) 

Produksie 

Kultuur Sitraat- Urease Indool ON N-red 
verbruik 

N22 - - - - -
N23 - - - - -
N24 - - - - -
N27 - - - - -
N28 - - - - -
P14 - - - - -
P36 - - - - -
P37 - - - - -
P44 - - - - -
P46 - - - - -
95 - - - - -
95b - - - - -
R16 - - - - -
M3 - - - - -
M4 - - - - -
M9 - - - - -
M18 - - - - -
M21 - - - - -
M26 - - - - -
M27 - - - - -
M29 - - - - -
M18 - - - - -
M21 - - - - -
M26 - - - - -
M27 - - - - -
M29 - - - - -
P(k)24 - - - - -
P(k)25 - - - - -
P(k)27 - - - - -
494 - - - - -
709 - - - - -
710a - - - - -
792 - - - - -

(DN = denitrifikasie; N-red = nitraatreduksie; 
- = negatiewe reaksie) 

Omdat hierdie genus onbeweeglik is en geen flagellums besit 

nie (2.3), is TEM-ondersoeke (2.7.6) belangrik in die identi-

fisering van Acinetobacter. Met behulp van die TEM kan 

flagellums duidelik waargeneem word. Indien flagellums wel 

teenwoordig is, maar afgebreek het, sal di t steeds in die 
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mikroskoopveld sigbaar wees. Die morfologie van die selle is 

ook duidelik waarneembaar op TEM-foto' s. Figuur 2. 8 is 'n 

voorbeeld van 'n kokkobasil, terwyl 'n enkele laterale 

flagellum duidelik waarneembaar is in Figuur 2.9. In laasge-

noemde geval is die kokkobasil nie Acinetobacter nie. Indien 

die twee figure met mekaar vergelyk word, is die waarde van 

transmissie-elektronmikroskopie in die bepaling van die teen­

woordigheid van flagellums duidelik. 

Fimbriee mag by Acinetobacter voorkom (2. 3). Hierdie struk-

ture is ook maklik waarneembaar met behulp van die TEM (Figure 

2 .10 en 2. 11) . Flagellums en f imbriee is duidelik onder­

skeibaar met behulp van elektronmikroskopie. Twee soorte fim­

briee word in Acinetobacter aangetref nl. "dikker" en 

"dunner" f imbriee. Eersgenoemde word verbind met die 

draaibewegings van sommige organismes, terwyl aanhegting aan 

koolwaterstowwe aan die "dunner" fimbriee toegeskryf word 

(Rosenberg et al., 1982: 929,935). Fimbriee word verbind met 

'n organisme se vermoe om op oppervlakke te koloniseer. Vol­

gens Rosenberg et al. (1982:935) kan dit in gasheerselle lei 

tot die patogeni tei t wat aan sommige organismes toegeskryf 

word. Figuur 2.10 is 'n TEM-foto van kultuur M18, wat 'n 

kliniese isolaat is waar f imbriee duidelik sigbaar is. In 

Figuur 2.11 word 'n kokkobasil aangetoon met 'n enkele polere 

flagellum en fimbriee. Hierdie bakterie is nie Acinetobacter 

nie. 
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FIGUUR 2.8 'n Transmissie-elektronmikroskopiese foto van 'n 
kokkobasil (52 000 X) 

FIGUUR 2.9 'n Transmissie-elektronmikroskopiese foto van 'n 
kokkobasil met 'n laterale flagellum (39 ooo X) 
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FIGUUR 2.10 

FIGUUR 2.11 

•n Transmissie-elektronmikroskopiese foto 
van •n kokkobasil met fimbriee (39 ooo X) 

•n Transmissie-elektronmikroskopiese 
van •n kokkobasil met •n enkele 
flagellum en fimbriee (21 ooo X) 

foto 
polere 

52 



53 

Die aantal katalase-posi ti ewe, oksidase-negatiewe, onbeweeg­

like, nie-spoorvormende, nie-gef lagelleerde kokkobasille wat 

aan die eienskappe van Acinetobacter voldoen, word in Tabel 

2. 7 saamgevat. Volgens hierdie resultate voldoen slegs 0,6% 

van die totale aantal isolate in hierdie ondersoek aan die 

eienskappe van Acinetobacter. 

2.3 en Figure 2.3-2.5.) 

(Vergelyk ook Tabelle 2. 2 en 

TABEL 2.7: Aantal isolate wat voldoen aan 
die eienskappe van Acinetobacter. 

Medium Aantal isolate 

PTA 0 
MMHN 19 
MMHNP 14 
KV 0 
MMP 5 

TOTAAL 38 

Slegs die medium van Holton (MMHN) en die aangepaste medium 

van Holton (MMHNP) blyk uit Tabel 2.7 effens selektief te wees 

vir die isolering van Acinetobacter. Indien hierdie resultate 

egter met die totale aantal isolate vergelyk word, beslaan die 

Acinetobacter-kulture wat vanaf MMHN ge1soleer is slegs 0,32% 

van die 5955 isolate uit roumelk en die Acinetobacter-kulture 

vanaf MMHNP slegs 0,24%. 

Figure 2 . 3 , 2 . 4 en 2 . 5 . ) 

(Vergelyk ook Tabelle 2.3 en 2.4 en 

Alhoewel MMHN en MMHNP chemies 

gedefinieerde media is, is dit as isolasiemedium nie selektief 

genoeg vir die isolasie van Acinetobacter ui t 'n gemengde 

populasie nie. Die aangepaste medium van Schutte (MMP) word 



nie aanbeveel nie, aangesien slegs 0,084% Acinetobacter-kul­

ture uit 'n totaal van 5955 isolate uit roumelk vanaf hierdie 

medium geYsoleer is. Beide die kristalvioletagar (KV) en die 

totale plaattellingsagar {PTA) kan nie vir isolasiemedia 

aangewend word nie, omdat die mediate algemeen is. Uit die 

resultate van hierdie ondersoek kan afgelei word dat daar nog 

nie 'n geskikte i solasiemedium vir Acinetobacter bestaan nie. 

Die API 20 NE-sisteem is gebruik om die geYdentifiseerde iso­

late in subspesies te plaas. Dit is belangrik om daarop te 

let dat die API-identif ikasiesisteem nie gebruik is vir die 

identifisering van die isolate tot op genusvlak nie, aangesien 

Acinetobacter ge1dentifiseer word op grand van negatiewe eien­

skappe. Die gebruik van hierdie identifikasiesisteem vir lede 

van hierdie genus kan lei tot foutiewe identifikasie. 

Veertig van die 56 kulture wat in hierdie ondersoek deur 

middel van konvensionele identifiseringsmetodes in die genus 

Acinetobacter ingedeel is, is aan die API 20 NE-sisteem onder­

werp {Tabel 2.8). Nege-en-twintig organismes behoort aan die 

subspesie lwoffi en word ge1dentifiseer as Acinetobacter 

calcoaceticus var. lwoffi. Die ander 11 kulture is 

Acinetobacter calcoaceticus var. anitratus. Van die 25 

Acinetobacter-kulture wat in hierdie ondersoek uit roumelk 

geYsoleer is, was slegs twee, M+47 en P44, uit die subspesie 

anitratus. Uit hierdie resultate kan afgelei word dat A. 

calcoaceticus var. lwoffi die grootste persentasie uitmaak van 

die Acinetobacter-kulture wat in hierdie ondersoek uit roumelk 

geYsoleer is. 
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TABEL 2.8: 

Kultuur 

M+9 A. 
M+lO A. 
M+ll A. 
M+l2 A. 
M+13 A. 
M+14 A. 
M+15 A. 
M+17 A. 
M+l9 A. 
M+20 A. 
M+24 A. 
M+45 A. 
M+47 A. 
Nl A. 
N2 A. 
N18 A. 
N19 A. 
N20 A. 
N23 A. 
N24 A. 
P14 A. 
P36 A. 
P37 A. 
P44 A. 
P46 A. 
95 A. 
95b A. 
R16 A. 
M4 A. 
M9 A. 
M18 A. 
M21 A. 
M27 A. 
M29 A. 
P(k)24 A. 
P(k)25 A. 
494 A. 
709 A. 
710a A. 
792 A. 

Indeling van geselekteerde, 
geidentifiseerde Acineto­
bacter-kulture tot op sub­
spesievlak deur middel van 
die API 20 NE-sisteem 

organisme 

calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. lwoffi 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
calcoaceticus var. anitratus 
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HOOFSTUK 3. DIE VERMOe VAN ACINETOBACTER OM BEDERF IN KELK 

TE VEROORSAAK 

3.1 Inleiding 

In die moderne koeltegnologie is psigrotrofe bakteriee vir die 

suiwelbedryf van groot belang. Aangesien roumelk soms vir 

relatief lang periodes voor prosessering koelopgeberg word, 

i s die bakteriologiese kwaliteit van die roumelk 'n bepalende 

f aktor in die daarstelling van 'n hoe kwaliteit eindproduk. 

Verskeie kwaliteitprobleme in die suiwelbedryf word toegeskryf 

aan die metaboliese aktiwiteite van hierdie diverse groep 

organismes (Botha, 1985:143; swart, 1988:1). 

Die mikro-organismes wat in koelopgebergte melk kan groei, is 

in die tydperk 1901-1910 deur verskillende bakterioloe in 

Duitsland en die VSA ondersoek. In 1902 noem Schmidt-Nielson 

hierdie organismes psigrofiele . Hierdie term impliseer egter 

optimale groei by verkoelingstemperature, terwyl hulle optimum 

groeitemperatuur in werklikheid tussen 25°C en 35°C is. Eddy 

stel die term psigrotroof voor vir organismes wat by 5°C en 

laer kan vermenigvuldig. In 1968 is die volgende def inisie 

deur die Internasionale Suiwelfederasie aanvaar: In die sui­

welbedryf is organismes wat by 7°C en laer kan vermenigvuldig 

psigrotroof, ongeag hulle optimum groeitemperatuur. (Thomas & 

Thomas, 1978:5.) 
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Psigrotrofe bakteriee is gewoonlik Gram-negatiewe basille. 

Grand is die primere bran, terwyl water, plante en voer oak as 

bran dien (Mikolajcik, 1979:8). Die organismes word oak in 

lug, fekale materiaal, gekontamineerde melkprodukte asook op 

melktoerusting aangetref (Cousin, 1982:178,179). Veral die 

hitte-labiele psigrotrofe is goed bestudeer. Die bekendste is 

die nie-spoorvormende, Gram-negatiewe staafvormige genera, nl. 

Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Acinetobacter, 

Aeromonas en Flavobacterium, terwyl kolivormige organismes ook 

kan voorkom (Mikolajcik, 1979:7). Die genusnaam Achromobacter 

het verval en lede van hierdie genus is hergeklassifiseer in 

ander genera, hoofsaaklik Pseudomonas, Acinetobacter en 

Flavobacterium. Gram-positiewe organismes kom in baie kleiner 

getalle as die Gram-negatiewe organismes in melk voor en is 

gewoonlik spesies van Arthrobacter, Lactobacillus, 

Streptococcus, Micrococcus, Microbacterium, Clostridiu.m, en 

Bacillus. Sommige lede van laasgenoemde genera is gewoonlik 

termodure psigrotrofe organismes. Potensiele patogene orga­

nismes wat in die suiwelbedryf aangetref word, is byvoorbeeld: 

Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, enteropatogene 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus en Clostridium 

perfringens. Pseudomonas maak egter die grootste gedeelte van 

die psigrotrofe populasie in roumelk uit (Cousin, 1982: 177-

178) . 

Gi ste en skimmels wat 'n nadelige invloed op die kwaliteit van 

melk het, is: Candida, saccharomyces, Rhodotorula, 
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Trichosporon, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Mucor, 

Rhizopus, Geotrichum en Penicillium (Cousin, 1982:177-178). 

Suiwelmikrobiologiese ondersoeke ten opsigte van die praktiese 

belang van psigrotrofe het aan die lig gebring dat die orga­

nismes direk sowel as indirek kwaliteitprobleme in roumelk en 

geprosesseerde suiwelprodukte kan veroorsaak. Nie-spoorvor­

mende psigrotrofe bakteriee wat in roumelk groei, kan: 

( i) direk bederf veroorsaak indien hulle in groot getalle 

teenwoordig is, en 

(ii) hittebestande ekstrasellulere proteases en lipases vorm 

wat beide die prosesseringseienskappe van roumelk sowel 

as die kwaliteit van hittebehandelde melkprodukte 

nadelig be1nvloed 

1982:513). 

(Mikolajcik, 1979: 9; Senyk et al., 

Psigrotrofe organismes is sterk lipolities of proteolities en 

meer as 60% besit beide eienskappe. Die afname in die 

kwaliteit van roumelk word toegeskryf aan hierdie ensimatiese 

aktiwiteite (Bester et al., 1986:11). Geur- en tekstuurde­

fekte in melk en melkprodukte word beskryf as bitter, 

vrugtig, onaangenaam, galsterig, suur, mouterig, vuil, gis­

terig, draderig, slymerig en soetkoagulerend. Sommige orga­

nismes produseer pigmente wat tot gevolg het dat die melkpro­

dukte kan verkleur (Mikolajcik, 1979:8). 
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Indien die teenwoordigheid beperk en die groei van hierdie 

organismes doeltreffend beheer kan word, sal die bakteriolo­

giese kwaliteit van die roumelk verbeter om sodoende byte dra 

tot die daarstelling van 'n veilige, voedsame en hoe 

kwaliteit eindproduk. 

3.2 Ekstrasellulere ensieme 

Aktief groeiende psigrotrofe organismes in melk stel ekstra­

sellulere ensieme vry wat die kwaliteit van suiwelprodukte 

wat van hierdie melk gemaak word, nadelig beinvloed. Die 

Gram-negatiewe psigrotrofe organismes in roumelk word deur 

effektiewe pasteurisasietemperature gedood en is nie direk vir 

die bederf van hitte-behandelde melk en melkprodukte 

verantwoordelik nie. Die hitte-stabiele ensieme wat deur 

sekere spesies geproduseer word, is egter in staat om be­

langrike melkbestanddele af te breek (Law, 1979:573). 

3.2.1 Proteases 

Die hi tte-stabiele proteases van veral Pseudomonas is geed 

bestudeer en bevindings dui daarop dat sommige proteases 

uiters hitte-stabiel is. Proteases wat byvoorbeeld by 4 ° c 

geproduseer word, is in staat om temperature tot so hoog soos 

149°C vir 10 sekondes te weerstaan (Law, 1979:574). 
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MelkproteYene kan gehidroliseer word aangesien kaseYene ont­

vanklik is vir beide natuurlike proteases wat in melk teen­

woordig is en mikrobiese proteases (Cousin, 1989: 206). Die 

aktiwiteit van hierdie ensieme kan veroorsaak dat die melk en 

melkprodukte bitter smaak. 

Die proteolitiese vermoe van 'n organisme kan bepaal word op 

melkagarplate, op gelatienagarplate en in lakmoesmelk 

(Harrigan & Mccance, 1976:66,67,71,72). 

3.2.2 Lipases 

Lipiede kan in drie groepe ingedeel word, nl.: 

( i) 

(ii) 

( iii) 

vette en olies, 

wasse en 

fosfolipiede. 

Slegs vette en fosfolipiede is van belang in melk (Cousin, 

1989:214). 

Vette bestaan uit trigliserolesters van vetsure wat maklik na 

gliserol en vetsure gehidroliseer kan word. Fosfolipiede is 

komplekse verbindings wat gliserol en ander veresterde alko­

hole bevat. Die lipiede in melk bestaan uit 98% tri-asiel­

gliserole of trigliseriede. Die buitenste gedeelte van die 

melkvetdeel tj ie bevat proteYene, fosfolipiede, glikolipiede, 

sterole en gliseriede. Bykomend is di- en mono-asielgli-
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seriede, cholesterol, vrye vetsure, glikolipiede en ander min­

der belangrike lipiede. Afbraak van lipiede gee aanleiding 

tot geur- en smaakdefekte, bv. galsterigheid wat in melk en 

melkprodukte kan voorkom. Daarom is di t van belang vir die 

suiwelbedryf om die lipolitiese aktiwiteit van psigrotrofe 

organismes te bestudeer (Cousin, 1989:215). Daar is bevind 

dat Pseudomonas een van die mees aktiewe psigrotrofe lipoli­

tiese organismes is (Law, 1979:581). 

Lipolise in roumelk is dikwels toe te skryf aan die natuurlike 

l ipases wat in melk voorkom. Die aktiwiteit hiervan wissel as 

gevolg van belugting wat die melk tydens produksie en vervoer 

ondergaan. Verskeie outeurs wys egter op die toename in vrye 

vetsuurkonsentrasies in roumelk waarin psigrotrofe bakteriee 

vermenigvuldig het. Hitte-stabiele lipases veroorsaak byvoor­

beeld galsterigheid in kaas (Law, 1979:581). 

Die lipolitiese aktiwiteit van die psigrotrofe organismes kan 

bepaal word op Tween-so-, Victoriablou-bottervet- en tribu­

tirienagar (Harrigan & Mccance, 1976:76,77). 

3.3 Biogene amiene 

Amiene is organiese derivate van ammoniak waarin een of meer 

waterstofatome verplaas is deur 'n alkielradikaal. Nie­

v lugtige amiene induseer belangrike f isiologiese reaksies in 
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mens en dier en staan bekend as biogene amiene (Edwards & San­

dine, 1981:2431). Hierdie biologies aktiewe amiene word 

gedefinieer as alifatiese , aromatiese of heterosikliese orga­

niese basisse met lae molekulere massa wat ontstaan as gevolg 

van metaboliese prosesse in diere, plante en mikro-organismes 

(Rice et al., 1976:353; Ten Brink et al., 1990:73). 

Biogene amiene wat in voedsel en dranke voorkom, ontstaan 

gewoonlik as gevolg van die aktiwiteit van spesifieke amino-

suurdekarboksilases. Onder toestande wat gunstig is vir die 

sintese van dekarboksilase en vir dekarboksilasie om plaas te 

vind, veroorsaak die groei van dekarboksilase-posi ti ewe bak­

teriee die opeenhoping van amiene (Voigt & Ei tenmiller, 

1977:241; Ten Brink et al ., 1990:74 ). Hierdie biologies ak­

tiewe amiene kom normaalweg in baie voedselsoorte voor sander 

om enige gesondheidsgevaar in te hou. Indien di t egter in 

groot hoeveelhede ingeneem word of as die meganisme van 

katabolisme vernietig of geinhibeer word, kan di t nadelige 

fisiologiese verander inge in die liggaam tot gevolg he. Mono­

amien-oksidases (MAO) en di-amien-oksidases (DAO) detoksi­

fiseer die amiene deur oksidasie en vervul sodoende 'n 

belangrike rol in die afbraak van die amiene. Sekere 

medikasie 

belangrike 

1990:74,75) 

inhibeer 

amiene 

egter 

(Figuur 

die 

3. 1) 

oksidatiewe afbraak 

(Ten Brink et 

van 

al., 

Sekere amiene kan ook gedeeltelik deur die 

slymvliese in die mond geabsorbeer word met die gevolg dat die 

beskermende ensimatiese stelsels in die lewer en intestinum 
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nie bereik word nie (Veciana-Nogues et al., 1989:1653). Dit 

kan aanieiding gee tot hipertensie en migraine (Rice et al., 

1976:353). Die amiene speel 'n rol in fisiologiese reaksies 

soos byvoorbeeld die regulering van liggaamstemperatuur, 

maagvolume en pH asook breinaktiwiteit (Ten Brink et al., 

1990:74,75). 

I 

II 

INTESTINUM 

biogene 
amiene 

biogene 
amiene 

➔ 

➔ 

➔ 

➔ 

EPITEELSELLE 

MAO 
DAO 

➔ ➔ ➔ 

➔ ➔ ➔ 

I : normale omstandighede 

BLOEDSTROOM 

➔ oksidasie-
➔ produkte 

➔ biogene 
➔ amiene 

Jl 
vaso-aktiewe 
psigo-aktiewe 

reaksies 

II: in die teenwoordigheid van MAO/DAO-inhibeerders 

FIGUUR 3.1 Skematiese voorstelling van die oksidatiewe amien­
sisteem in die teenwoordigheid en afwesigheid van 
middels wat hulle werking be1nvloed (Ten Brink et 
al . , 19 9 O: 7 5. ) 

Biogene amiene kan teenwoordig wees in suiwelprodukte, veral 

in gefermenteerde voedsel, insluitend kaas (Joosten & 

Northolt, 1987:260). Vol gens Chander et al. ( 1989: 94 O) en 

Tham (1988:103) word versk e ie gevalle van amientoksifisering 

toegeskryf aan kaasverbruik. Verskeie gevalle van migraine-

aanvalle en hoofpyn na die inname van sekere suiwelprodukte is 

aangemeld. 
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Arniene veroorsaak ook tipiese geurdef ekte in suiwelprodukte. 

Die mikrobiologiese kwaliteit van roumelk het 'n direkte in­

vloed op die vorming van biogene amiene in kaas (Joosten & 

Northolt, 1987:264) en ander suiwelprodukte. 

Min is bekend ten opsigte van die toksiese vlakke van amiene, 

maar dit word aanvaar dat histamienvlakke bokant 500-1000 

mg/kg voedsel gesondheidsgevare vir die verbruiker inhou. 

Daar is voorgestel dat die toelaatbare grens vir histamien­

vlakke in voedsel 100 mg histamien per kg voedsel en 2 mg per 

liter alkoholiese drank behoort te wees. Groter onduidelikheid 

heers oor die dosisgrootte vir ander amiene. Drumpelwaardes 

van 100-800 mg per kg voedsel is vir tiramien voorgestel (Ten 

Brink et al., 1990:76). 

Edwards & Sandine (1981:2432) toon aan dat die inname van 10-

80 mg tiramien vasoaktief is en aanleiding kan gee tot 

hipertensie, hoofpyn, koors, verhoogde bloeddruk, soms 

vomering en perspirasie. Hierteenoor is histamien (700-1000 

mg) 'n verslapper van kapillere bloedvate wat hipotensie, 

naarheid, vomering, maagpyn, hoofpyn, 'n brandende keel, dors, 

opswelling van die lippe en 'n uitslag tot gevolg kan he. 

Alhoewel aminosuurdekarboksilases nie algemeen by bakteriee 

voorkom nie, kan spesies van ender andere die volgende genera 

(waarvan die meeste psigrotroof is) wel een of twee aminosure 

dekarboksileer: Bacillus, Citrobacter, Clostridium, 
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Escherichia, 

Leuconostoc, 

Klebsiella, 

Lactobacillus, 

Alcaligenes, Micrococcus, 

Pediococcus, Photobacterium, 

Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella en streptococcus 

(Edwards & Sandine, 1981:2432; Ten Brink et al., 1990:77). 

Edwards & Sandine {1981:2432) meld dat Achromobacter betrokke 

was by histamienvergiftiging na die inname van vis. Hierdie 

genus het verval en is in , onder andere, die genus 

Acinetobacter ingedeel. Law et al. {1979:507) het waargeneem 

dat proteoli tiese aktiwi tei t in kaas gepaard gaan met die 

teenwoordigheid van Acinetobacter. 

Voorvereistes vir die vorming van aansienlike hoeveelhede bio­

gene amiene is: 

(i) die beskikbaarheid van vrye aminosure; 

( ii) die teenwoordigheid van dekarboksilase-positiewe 

mikro-organismes en 

(iii) gunstige toestande vir bakteriegroei, dekarboksi­

lasesintese en dekarboksilasie. 

Die meeste amiene is hitte-stabiel, sodat sekere dekarboksi­

lases na pasteurisasie steeds aktief is. Die implikasie hier­

van is dat die hoeveelheid amiene wat gevorm word nie 

gedurende prosessering sal verminder nie, maar tydens opber­

ging wel kan vermeerder {Ten Brink et al., 1990:77). 
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Uit die voorafgaande literatuuroorsig is dit duidelik dat 

psigrotrofe bakteriee die kwaliteit van melk en melkprodukte 

kan benadeel. Enkele aspekte van die vermoe van die 

Acinetobacter-isolate om melk te bederf, is daarom ondersoek. 
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3.4 Eksperimentele metodes 

3.4.1 Groeivermoe by lae temperature 

Aangesien melk voor en na prosessering koelopgeberg word, is 

die groeivermoe van die Acinetobacter-kulture by lae tempera­

ture bepaal. Die organismes is deur middel van die templaat­

metode in triplikaat op voedingsagar uitgestryk en 14 dae by 

4°C, 7°C en 10°c geinkubeer. 

genoteer. 

Die resultate is daagliks 

3.4.2 Bestandheid teen pasteurisasie 

11% (m/v) hersaamgestelde afgeroomde melk is met antibiotika-

vrye afgeroomde melkpoeier berei en in 5 ml hoeveelhede in 

proefbuise versprei. Die buise is 10 minute by 121°c (100 

kPa) gesteriliseer, afgekoel en met 0,1 ml oornagkultuur 

geinokuleer. Spreiplate van die kul ture is op voedingsagar 

berei om die aantal organismes wat geinokuleer is te bepaal. 

Hierdie plate is 24 uur by 30°C geinkubeer. Die buise is 30 

minute saam met 'n ongeinokuleerde buis (kontrole) in 'n 

waterbad by 63°C gepasteuriseer (Harrigan & Mccance, 

1976:176). Spreiplate is in duplikaat berei en 24 uur by 

30°C en 5-7 dae by 4°C, 7°C en 10°c geinkubeer. 
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3.4.3 pH-veranderinge in melk 

50 ml 11% (m/v) hersaamgestelde, antibiotikavrye afgeroomde 

melk is 10 minute by 121°c gesteriliseer en met 5 ml van die 

oornagkultuur geYnokuleer. Die proefkulture is saam met 

ongeYnokuleerde kontroles by 4°C, 7°C, 10°c en 30°C 

geYnkubeer. pH-bepalings is daagliks uitgevoer. 

3.4.4 Proteolise 

9 dae 

Die hidrolise van kaseYen is op melkagar (Harrigan & Mccance, 

1976:67,351-352) bepaal. Die templaatmetode is gebruik en die 

plate is in triplikaat 14 dae by 4°C, 7°C, 10°c en 30°C 

geYnkubeer. 'n Helder sone om die groei is as posi tiewe 

resultaat geneem. Resultate is daagliks genoteer. 

3.4.S Lipolise 

Die hidrolise van bottervet is op Victoriablou-bottervet-agar 

bepaal (VBBA) . Die templaatmetode is gebruik om die orga-

nismes in triplikaat uit te stryk. Inkubering is 14 dae by 

4°C, 7°C, 10°c en 30°C gedoen. Lipolitiese organismes vorm 'n 

diepblou sout in die teenwoordigheid van vrye vetsure, terwyl . 
die agar ligroos tot ligpers vertoon (Harrigan & Mccance, 

1976:77,373-374). Resultate is daagliks genoteer. 

68 



3.4.6 Groei in lak.moesmelk 

11% (m/v) hersaamgestelde afgeroomde melk is gebruik. Dit is 

berei met antibiotikavrye afgeroomde melkpoeier waarby 4% lak­

moes as indikator gevoeg is (± 10 ml/liter). Die medium is 

ge:i.nokuleer uit 'n oornagkultuur en 14 dae by 30°C en 7°C 

ge:i.nkubeer. Die resultate is daagliks genoteer, nl.: suurpro­

duksie, suurstolling (-klonting), reduksie, gasproduksie, 

soetstolling (-klonting) en alkali-produksie (Harrigan & 

Mccance, 1976:53-54,346). 'n Onge:i.nokuleerde buis lakmoesmelk 

is saam met die ge:i.nokuleerde media by die verskillende 

temperature ge:i.nkubeer om die kultuur daarmee te kan vergelyk. 

Produksie van biogene amiene 

Die medium van Niven et al. (1981:321) is gebruik om te bepaal 

of die Acinetobacter-kulture histidien- en tirosiendekarboksi­

lases produseer. Die toetse wat op agarplate sowel as in 

vloeistofmedium uitgevoer is, is 14 dae by 30°C en 7°C 

ge:i.nkubeer. Indien die organisme die spesifieke dekarboksi-

lase produseer, vorm 

agarplaat terwyl 

'n bloupers sone om 

die vloeistofmedium 

die groei op die 

bloupers kleur. 

Onge:i.nokuleerde buise met vloeistofmedium is by die verskil­

lende temperature saam met die ge:i.nokuleerde buise as kon­

tro les ge:i.nkubeer. 
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3.5 Resultate en bespreking 

3.5.1 Groeivermoe by lae temperature (3.4.1) 

Volgens Tabel 3.1 was 46 van die 56 organismes wat getoets is 

in staat om binne 14 dae by 10°c te groei. Slegs 10 het by 

4°C gegroei en 36 van die 56 Ac inetobacter-isolate vertoon 

psigrotrofe groei by 7°C. Van hierdie 36 psigrotrofe is 35 

tydens hierdie ondersoek uit r oumelk geisoleer. Psigrotrofe 

groei is vanaf 5 dae waargeneem, behalwe in die geval van M+l2 

en N28 waar groei na 3 dae begin het. Net 10 organismes het 

by al drie temperature gegroei. Hierdie organismes is almal 

uit roumelk geisoleer. Organismes wat in staat is om by lae 

temperature te groei is van belang in die suiwelbedryf aange­

sien me l k en suiwelprodukte by lae temperature opgeberg word. 

TABEL 3 .1: Groeivermoe van Acinetobacter­
kulture by 10°c, 7°C en 4°C na 
14 dae inkubasie 

Kultuurnr. Groeivermoe by 

10°c 1°c 4°c 

M+9 ++ ++ + 
M+lO ++ ++ 0 
M+ll +++ +++ 0 
M+l2 +++ ++ 0 
M+l3 +++ + 0 
M+l4 +++ +++ 0 

geen groei = o; swak groei = + 
matige groei = ++ ; goeie groei = +++) 
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TABEL 3.1 (vervolg) 

Kultuurnr . Groeivermoe by 

10°c 1°c 4°c 

M+15 +++ +++ 0 
M+16 +++ +++ 0 
M+17 +++ +++ + 
M+19 +++ +++ 0 
M+20 +++ +++ 0 
M+24 +++ +++ 0 
M+45 +++ +++ 0 
M+47 +++ +++ + 
Nl +++ +++ 0 
N2 +++ +++ 0 
NJ +++ 0 0 
Nll +++ +++ 0 
N12 +++ +++ 0 
N13 +++ +++ 0 
N14 +++ + 0 
N15 +++ + + 
N16 ++ ++ 0 
N17 ++ +++ 0 
N18 ++ + 0 
N19 ++ + 0 
N20 + + + 
N21 +++ ++ + 
N22 + 0 0 
N23 +++ +++ 0 
N24 + ++ 0 
N27 +++ +++ +++ 
N28 +++ +++ +++ 
P14 +++ ++ + 
P36 +++ ++ + 
P37 +++ ++ 0 
P44 +++ 0 0 
P46 +++ ++ 0 
85 0 0 0 
95b ++ 0 0 
R16 +++ 0 0 
M3 + 0 0 
M4 0 0 0 
M9 0 0 0 
M18 0 0 0 
M21 0 0 0 
M26 0 0 0 

( geen groei = O; swak groei = + 
matige groei = ++ ; goeie groei = +++) 
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3.5.2 

TABEL 3.1 (vervolg) 

Kultuurnr. Groeivermoe by 

10°c 1°c 4°C 

M27 +++ 0 0 
M29 0 0 0 
P(k)24 +++ 0 0 
P(k)25 +++ 0 0 
P(k)27 +++ +++ 0 
494 0 0 0 
709 + 0 0 
710a 0 0 0 
792 0 0 0 

( geen groei = o; swak groei = + 
matige groei = ++; goeie groei = +++) 

Bestandheid teen pasteurisasie (3.4.2) 

In Tabel 3.2 word die bakterietellings voor en na pasteurisa­

sie asook die persentasie oorlewing na inkubasie by 30°C 

gegee. N27 en N28 word gedood tydens die pasteurisasieproses 

en 'n aansienlike afname in die getalle van die ander 54 kul­

ture is waargeneem. 

Om die kulture se groeivermoe na pasteurisasie by 'n lae 

koelopbergingstemperatuur te bepaal, is dit na behandeling by 

10°c geYnkubeer. Van die 46 kulture wat in staat was om by 

10°C te groei (Tabel 3.1), kon slegs 27 na pasteurisasie by 

10°c groei (Tabel 3.3) alhoewel almal na pasteurisasie by 30°C 

gegroei het (Tabel 3.2). 
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TABEL 3.2: Bakterietellings van Acinetobacter­
kulture voor en na pasteurisasie 
asook die persentasie oorlewing na 
24 uur inkubasie by 30°C 

Kultuurnr. Getal bakteriee 
(X 10 3 ) 

% oorlewing 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+9 2050 , 0 0,500 0,024 
M+lO 850,0 1,855 0,218 
M+ll 1300,0 1,770 0,136 
M+12 3050,0 0,270 0,009 
M+13 2400,0 0,375 0,002 
M+14 1750,0 0,580 0,033 
M+15 750,0 0,135 0,018 
M+16 2050,0 1,100 0,054 
M+17 4400,0 0,035 0,008 
M+19 1850,0 0,150 0,008 
M+20 600,0 0,030 0,005 
M+24 3900,0 22,250 0,571 
M+45 3800,0 1,600 0,042 
M+47 2400,0 0,320 0,013 
Nl 2950,0 0,450 0,015 
N2 4400,0 0,335 0,008 
N3 5000,0 0,295 0,006 
Nll 1850,0 0,075 0,004 
N12 1700,0 1,420 0,084 
N13 220,0 1,770 0,805 
N14 3850,0 2,530 0,066 
N15 11,0 0,055 0,500 
N16 3100,0 1,400 0,045 
N17 15,0 0,045 0,300 
N18 2,1 0,010 0,476 
N19 65,0 0,020 0,031 
N20 40 ,0 0,030 0,075 
N21 38,5 0,025 0,065 
N22 500,0 0,310 0,062 
N23 28 ,0 0,020 0,071 
N24 45,0 0,035 0,078 
N27 3450,0 0,000 0,000 
N28 1450,0 0,000 0,000 
P14 4300,0 0,115 0,003 
P36 2950,0 0,100 0 , 003 
P37 1350,0 0,190 0,014 
P44 11950,0 1,810 0,015 
P46 3250,0 0,300 0,009 
85 900,0 1,950 0,217 
85b 1010,0 0,030 0,003 

73 



TABEL 3.2 (vervolg) 

Kultuurnr. Getal bakteriee % oorlewing 
(X 10 3 ) 

na 
Voor Na pasteurisasie 

Rl6 2700,0 0,320 0,012 
M3 3100,0 2,895 0,093 
M4 6000,0 0,465 0,008 
M9 8850,0 16,150 0,183 
M18 300,0 0,020 0,007 
M21 7100,0 0 ,805 0,011 
M26 9750,0 0,275 0,003 
M27 1000,0 0,830 0,083 
M29 1500,0 2,000 0,133 
P(k)24 2300,0 0,280 0,012 
P(k)25 2550,0 0,045 0,00 2 
P(k )2 7 4400,0 0, 3 50 0,008 
494 6350,0 12,700 0,200 
709 1400,0 0,800 0,057 
710a 2700,0 0,300 0,011 
792 1450,0 1, 450 0,100 

TABEL 3.3: Bakterietellings van Acinetobacter­
kulture voor en na pasteurisasie 
asook die pers entasi e oorlewing na 
7 dae inkubasie by 10°c 

Kultuurnr. Getal bakteriee % oorlewing 
(X 10 3 ) 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+9 2050 ,0 0,090 0,004 
M+lO 850,0 1,145 0,135 
M+ll 1300,0 1,600 0,123 
M+l2 3050 ,0 0,030 0,001 
M+J.3 2400,0 0,135 0,006 
M+l4 1750,0 0,220 0,013 
M+15 750,0 0,035 0,005 
M+16 2050,0 1,160 0,057 
M+17 4400,0 0,030 0,001 
M+l9 1850,0 0,105 0,006 
M+20 600,0 0,020 0,003 
M+24 3900,0 21,350 0,547 
M+45 3800,0 2,460 0,065 
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TABEL 3.3 (vervolg) 

Kultuurnr. Getal bakteriee 
(X 10 3 ) 

% oorlewing 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+47 2400,0 1,850 0,077 
Nl 2950,0 0,175 0,006 
N2 4400,0 0,320 0,007 
N3 5000,0 0,190 0,004 
Nll 1850,0 0,075 0,004 
Nl2 1700,0 1,505 0,089 
N13 220,0 1,570 0,714 
N14 3850,0 1,690 0,044 
N15 11,0 0,050 0,456 
N16 3100,0 0,000 0,000 
N17 15,0 0,015 0,100 
N18 2,1 0,000 0,000 
Nl9 65,0 0,000 0,000 
N20 40,0 0,000 0,000 
N21 38,5 0,000 0,000 
N22 500,0 0,000 0,000 
N23 28,0 0,000 0,000 
N24 45,0 0,000 0,000 
N27 3450,0 0,000 0,000 
N28 1450,0 0,000 0,000 
P14 4300,0 0,850 0,020 
P36 2950,0 0,100 0,003 
P37 1350,0 0,100 0,007 
P44 11950,0 0,000 0,000 
P46 3250,0 0,130 0,004 
05 900,0 0,000 0,000 
05b 1010,0 0,000 0,000 
R16 2700,0 0,000 0,000 
M3 3100,0 0,000 0,000 
M4 6000,0 0,000 0,000 
M9 8850,0 0,000 0,000 
Ml8 300,0 0,000 0,000 
M21 7100,0 0,000 0,000 
M26 9750,0 0,000 0,000 
M27 1000,0 0,000 0,000 
M29 1500,0 0,000 0,000 
P(k}24 2300,0 0,000 0,000 
P(k}25 2550,0 0,000 0,000 
P{k}27 4400,0 0,000 0,000 
494 6350,0 0,000 0,000 
709 1400,0 0,000 0,000 
710a 2700,0 0,000 0,000 
792 1450,0 0,000 0,000 



Die invloed van laboratoriumpasteurisasie op die psigrotrofe 

groeivermoe van die Acinetobacter-kulture by verskillende 

inkubasietemperature is ook bepaal. Twee-en-twintig van die 

36 kulture wat in staat was om by 7°C te groei (Tabel 3.1), 

het na pasteurisasie by 7°C gegroei (Tabel 3.4). Slegs M+l7, 

M+47 en P36 (Tabel 3.5) groei na pasteurisasie by 4°C, terwyl 

10 organismes in staat was om by 4°C te groei (Tabel 3 .1). 

Geeneen van die UOVS- of verwysingskulture het na pas-

teurisasie by 10°c, 7°C of 4°C gegroei nie. 

Aangesien sommige Acinetobacter-kulture wel bestand is teen 

laboratoriumpasteurisasie, kan hulle metaboliese aktiwiteite 

'n invloed he op die kwaliteit van suiwelprodukte vanwee hulle 

vermoe om by lae temperature te groei. Al is daar slegs 'n 

klein persentasie Acinetobacter-kulture tydens hierdie ender-

seek uit roumelk geYsoleer, kan die invloed van die 

metaboliese aktiwiteite van Acinetobacter as kommensalis nie 

uitgesluit word nie. Watter invloed dit wel op die melk mag 

uitoefen is moeilik om aan te toon aangesien hulle nie oor die 

nodige ensieme beskik om melk te bederf nie (vergelyk 3.4.3, 

3 . 4 . 4 , 3 . 4 . 5 en 3 . 4 . 6) . Die enigste nadeel wat dit vir die 

verbruiker mag inhou, is die vorming van biogene amiene in 

suiwelprodukte (kyk 3. 4. 7) . Hulle teenwoordigheid in gepas­

teur iseerde melk en suiwelprodukte kan moontlik nie alleen 

toegeskryf word aan herkontaminasie na pasteurisasie nie. 
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TABEL 3.4: Bakterietellings van Acinetobacter­
kulture voor en na pasteurisasie 
asook die persentasie oorlewing na 
7 dae inkubasie by 1°c 

Kultuurnr. Getal bakteriee % oorlewing 
(X 10 3 ) 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+9 2050 ,0 0,085 0,004 
M+lO 850,0 0,930 0 ,1 09 
M+ll 1300 ,0 1,055 0,081 
M+12 3050,0 0,010 0 ,0003 
M+lJ 2400 , 0 0,080 0,003 
M+l4 1750,0 0,110 0 ,006 
M+15 750, 0 0 ,0 40 0 , 005 
M+16 2050,0 1,320 0 ,06 4 
M+17 4400,0 0,040 0,001 
M+19 185,00 0,030 0,002 
M+20 600 , 0 0,000 0 ,000 
M+24 3900 , 0 7 ,800 0 , 200 
M+45 3 800,0 2 , 855 0,075 
M+47 2400,0 0,735 0 ,031 
Nl 2950 , 0 0,200 0 , 007 
N2 4400 , 0 0 , 080 0 , 002 
NJ 5000,0 0,000 0,000 
Nll 1850,0 0,055 0,003 
N12 1700,0 1 , 260 0 , 074 
NlJ 220,0 1,300 0 , 591 
N14 3850,0 0,010 0 , 0003 
N15 11,0 0 , 000 0,000 
N16 3100 , 0 0 , 000 0,000 
N17 15 , 0 0 , 000 0 ,000 
N18 2 ,1 0,000 0 ,000 
N19 65,0 0,000 0,000 
N20 40,0 0,000 0 , 000 
N21 38,5 0,000 0,000 
N22 500,0 0 , 000 0 , 000 
N23 28 , 0 0,000 0,000 
N24 45,0 0,000 0 , 000 
N27 3450,0 0,000 0 , 000 
N28 1450 , 0 0,000 0,000 
Pl4 4300,0 0,182 0 ,00 4 
P36 2950,0 0 , 020 0 , 00 1 
P37 1350,0 0 , 000 0,000 
P44 11950 , 0 0,000 0,000 
P46 3 250,0 0,070 0,002 
85 900,0 0,000 0 , 000 
85b 1010,0 0,000 0 , 000 
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TABEL 3.4 (vervolg) 

Kultuurnr. Getal bakteriee 
(X 10 3 ) 

% oorlewing 

na 
Voor Na pasteurisasie 

Rl6 2700,0 0,000 0,000 
M3 3 100,0 0,000 0,000 
M4 6000,0 0,000 0,000 
M9 8850,0 0,000 0 , 000 
M18 300,0 0,000 0,000 
M21 7100,0 0,000 0,000 
M26 9750,0 0,000 0,000 
M27 1000 ,0 0,000 0,000 
M29 1500,0 0,000 0,000 
P(k)24 2300,0 0,000 0,000 
P(k)25 2550,0 0,000 0,000 
P(k)27 4400,0 0,000 0,000 
494 6350,0 0,000 0,000 
709 1400,0 0,000 0,000 
710a 2700,0 0,000 0,000 
792 1450,0 0,000 0,000 

TABEL 3.5: Bakterietellings van Acinetobacter­
kulture voor en na pasteurisasie 
asook die persentasie oorlewing na 
7 dae inkubasie by 4°C 

Kultuurnr. Getal bakteriee % oorlewing 
(X 10 3 ) 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+9 2050,0 o,oo 0,000 
M+lO 850,0 0,00 0,000 
M+ll 1300,0 o,oo 0,000 
M+l2 3050,0 0,00 0,000 
M+l3 2400,0 0,00 0,000 
M+l4 1750,0 0,00 0,000 
M+l5 750,0 0,00 0,000 
M+l6 2050,0 o,oo 0,000 
M+l7 4400,0 0,01 0,0002 
M+l9 1850,0 0,00 0,000 
M+20 600,0 o,oo 0,000 
M+24 3900,0 0,00 0,000 
M+45 3800,0 o,oo 0,000 
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TABEL 3.5 (vervolg) 

Kultuurnr. Getal bakteriee % oorlewing 
(X 10 3 ) 

na 
Voor Na pasteurisasie 

M+47 2400,0 0,210 0,009 
Nl 2950,0 0,000 0,000 
N2 4400,0 0,000 0,000 
N3 5000,0 0,000 0,000 
Nll 1850,0 0,000 0,000 
N12 1700,0 0,000 0,000 
Nl3 220,0 0,000 0,000 
N14 3850,0 0,000 0,000 
N15 11,0 0,000 0,000 
N16 3100,0 0,000 0,000 
N17 15,0 0,000 0,000 
N18 2,1 0,000 0,000 
N19 65,0 0,000 0,000 
N20 40,0 0,000 0,000 
N21 38,5 0,000 0,000 
N22 500,0 0,000 0,000 
N23 28,0 0,000 0,000 
N24 45,0 0,000 0,000 
N27 3450,0 0,000 0,000 
N28 1450,0 0,000 0,000 
P14 4300,0 0,000 0,000 
P36 2950,0 0,025 0,001 
P37 1350,0 0,000 0,000 
P44 11950,0 0,000 0,000 
P46 3250,0 0,000 0,000 
95 900,0 0,000 0,000 
95b 1010,0 0,000 0,000 
R16 2700,0 0,000 0,000 
M3 3100,0 0,000 0,000 
M4 6000,0 0,000 0,000 
M9 8850,0 0,000 0,000 
M18 300,0 0,000 0,000 
M21 7100,0 0,000 0,000 
M26 9750,0 0,000 0,000 
M27 1000,0 0,000 0,000 
M29 1500,0 0,000 0,000 
P(k}24 2300,0 0,000 0,000 
P(k}25 2550,0 0,000 0,000 
P(k)27 4400,0 0,000 0,000 
494 6350,0 0,000 0,000 
709 1400,0 0,000 0,000 
710a 2700,0 0,000 0,000 
792 1450,0 0,000 0,000 



3.5.3 pH-veranderinge in melk (3.4.3) 

Die lesings is daagliks vir net 3 dae by 30°C geneem. Om 

koelopberging te simuleer, is die resultate daagliks by 10°c, 

7°C en 4°C vir 9 dae genoteer. 

In Tabel 3. 6 word die pH-veranderinge van die melk gegee. 

Hierdie pH-veranderinge is die verskil tussen die aanvangs-pH­

lesing en die pH-lesing geneem op die laaste dag van 

inkubasie. Die presisie van 'n pH-meter (apparaat) kan wissel 

met ongeveer 0,02 pH-eenhede, terwyl die akkuraatheid (meting) 

met ongeveer 0,05 eenhede kan varieer. Daar kan 'n daaglikse 

speling van ongeveer O, 1 pH-eenheid wees wat die aanvaarde 

akkuraatheid verteenwoordig. Taras et al. ( 1971: 279) beveel 

aan dat pH-lesings na die naaste 0,1 pH-eenheid afgerond moet 

word . Dit is dan ook in hierdie ondersoek gedoen. 

Die pH-veranderings wat in hierdie ondersoek waargeneem is, 

korreleer met die verandering van die kontrole, dit wil se, as 

die pH van die kontrole daal, daal die pH van die 

geinokuleerde proef ook. Die omgekeerde is ook waargeneem. By 

geeneen van die vier temperature waarby die Acinetobacter­

kul ture geinkubeer is, is noemenswaardige veranderinge in die 

pH van die melk waargeneem nie. 

gemaak in die geval van beide 

klein (1,6 x 10 5 ; Nl9) inokulums. 

Hierdie waarnemings is 

groat (454 x 10 5 ; 709) en 
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TABEL 3.6: 

Kultuurnr 

M+9 
M+lO 
M+ll 
Mtl2 
M 13 
M+l4 
M+l5 
M+l6 
M+l7 
M+l9 
M+20 
M+24 
M+45 
M+47 
Nl 
N2 
N3 
Nll 
Nl2 
Nl3 
Nl4 
Nl5 
Nl6 
Nl 7 
Nl8 
Nl9 
N20 
N21 
N22 
N23 
N24 
N27 
N28 
Pl4 
P36 
P37 
P44 
P46 
85 
85b 
Rl6 

pH-veranderinge by 30°c, 10°c, 1°c en 4°c* 
daagliks vir 3 dae bepaal 

30°c 10°c 1°c 4°c Inokulum. 
(X 10 5 ) 

o,o 0,1 0,0 0,1 60,00 
o,o +o 1 o,o o,o 46,50 
0,1 +o' 1 o,o o,o 49 ,50 ' o,o 0,1 0,0 o,o 19,30 
0,1 0,1 0,0 0,0 22,50 

+o 1 +o 1 +o 2 +o 2 71,50 ' +0'1 ' ' 0,0 +o 1 0,0 8,00 ' ' 0,3 o,o o,o 0,1 33,00 
0,0 0 , 0 0,0 0,0 21,50 
o,o +o 1 o,o +o 1 7,15 

+o 1 ' +o 1 +o' o o,o 15,00 ' ' ' +o 2 +o 1 0,1 0,1 129,00 ' ' 0,2 0,1 0, 1 0,1 47,50 
0,1 o,o 0, 0 +o 1 27,50 ' 0,0 o,o 0 ,1 0,1 215,00 
0,2 0 ,1 o,o o,o 33,50 
0,0 0,0 +o 1 o,o 52,00 ' 0,2 0,1 0,0 0,0 51,50 
0,2 0,1 o,o o,o 27,10 
o,o +o 1 +o 2 +o 2 28,50 ' ' +o '. 1 0,2 0 ,1 0,0 78,00 
0,1 0, 1 0,1 0,1 7,30 
0, 3 +o 1 0, 1 0,1 325,00 
0,1 +o' 2 +0,2 +0,1 10,50 
0,2 +0'1 +o 1 o,o 10,50 

+0'1 ' 0,1 +o 1 +o 2 1,60 
+0'1 ' +o' 1 0,1 +o 1 4,00 ' I ' 0,2 0,1 0,0 0,1 176,00 

0,1 +o 1 +o 1 +o 2 4,00 
0,1 +0'2 +o' 1 +o' 1 19,00 I I I 

o,o o,o o,o o,o 27,00 
0,2 o,o o,o o,o 144,00 
0,1 +o 1 +o 1 +0,1 149,00 ' I 

0,1 0,1 0,1 0, 1 40,20 
+o 1 o,o o,o o,o 59,50 I 

0,1 0 , 1 o,o +o 1 125,00 
0,1 0,1 +o 1 +o; 1 155,00 I 

0,3 +o 1 o ,o o,o 135,00 ' 0,3 0,0 0,2 0,2 29,00 
0,1 0,1 0,0 o,o 152,00 
0,2 o,o +o 1 +o 2 19,30 I I 

(* Styging in pH word met 'n + aangedui, ander waardes is 
'n daling in pH) 
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TABEL 3.6 (vervolg) 

Kultuurnr 30 ° c 10°c 1°c 4 °C I nokulum 
(X l 0 5 ) 

M3 0,3 0,3 0,2 0 , 3 34 , 0 
M4 +o 1 0 , 1 0,1 o, o 89,5 

' M9 0,2 0,3 0,2 0,3 64 , 5 
M18 0 , 1 o,o o,o o, o 149,5 
M21 0,2 0,0 0,1 o, o 40 , 0 
M26 +o 1 0 , 2 o,o 0, 1 195 , 0 

' M27 0 , 2 0,2 0,1 0 , 2 64 , 5 
M29 0 , 3 0,1 0,0 o,o 120,0 
P{k)24 0,2 0,0 0, 1 o,o 53 , 5 
P(k)25 0,2 0,3 0, 1 0,1 86 , 0 
P(k)27 o,o 0,1 0,1 0,1 80,0 
494 0,2 0,3 0,3 0 , 3 225 , 0 
709 0,1 0,7 0,2 0,2 454,0 
710a 0,1 0,3 0,2 0,2 244,0 
792 0,1 0,7 0,3 0,6 34,5 

(* Styging in pH word met 'n + aangedui, ander waardes is 
'n daling in pH) 

Daarom kan die gevolgtrekking gemaak word dat die invloed van 

hierdie Acinetobacter-isolate op die pH van melk weglaatbaar 

klein is. 

3.5.4 Proteolise (3.4 . 4) 

Die proteolitiese vermoe van die Acinetobacter-kulture is 

daagliks genoteer (Tabel 3.7; kyk 3 . 4.4) . I n die geval van 

N16, N17, P(k)24 en P(k)25 is op die 6de dag , en in die geval 

van P(k)27 en M27, op die 7de dag proteo lise by 30°C waarge-

neem. Op die 8ste dag is proteolise by twee verwysingskul-

ture, 494 en 710a waargeneem. By 10°c is proteolise by N27, 

N28 en Pl4 na 6 dae waargeneem. Slegs by N21 is proteolise 

ender psigrotrofe omstandighede na 6 dae waargeneem. 
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TABEL 3.7: Dae waarop Acinetobacter-kulture proteo­
lise vertoon na inkubasie by 30°c, 10°c 
1°c en 4°C 

Kultuurnr. Dae 

30°c 10°c 1°c 4°c 

N16 6 
N17 6 
N21 6 6 
N27 6 
N28 6 
P14 6 
P(k)24 6 
P(k)25 6 
P(k)27 7 
M27 7 
494 8 
710a 8 

Die proteolitiese aktiwiteit van die Acinetobacter-isolate is 

baie laag (12 uit 56 isolate) . Dit word gestaaf deur die lae 

voorkoms van proteolise by 3 O ° C en die bykans afwesigheid 

daarvan by ander temperature. Die proteoli tiese aktiwi tei t 

van hierdie Acinetobacter-isolate is gering en hulle invloed 

op die kwaliteit van melk weglaatbaar klein. (Vergelyk ook 

3.5.6.) 

3.5.5 Lipolise (3.4.5) 

Geen lipolitiese aktiwiteit is by 30°C, 10°c, 7°C of 4°C 

waargeneem nie, daarom sal hierdie Acinetobacter-isolate nie 

die kwali tei t van melk deur lipoli tiese aktiwi tei t beinvloed 

nie. 
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3.5.6 Groei in lakmoesmelk (3.4.6) 

Geen suurproduksie het in lakmoesmelk by 30°C en 7°C plaas­

gevind nie. Suur word vanaf laktose in melk gevorm. 

Acinetobacter kan egter nie laktose oksideer nie (2.8.3). 

Geen alkali is by 30° C en 7°C geproduseer nie. Indien in ag 

geneem word dat alkali-produksie eers waargeneem word nadat 

die pH tot 8 , 3 styg, korreleer hierdie resul tate met die 

bevindings van die pH-ondersoeke (Tabe l 3 . 6) . 

Reduksie van l akmoesme l k deur verskillende kulture is by 30°C 

waargeneem (Tabel 3.8), maar geen reduksie is by 7°C waarge-

neem nie. Die reduksie is ' n bevestiging dat Acinetobacter 

streng aeroob is. Reduksie van die redoksindikator (lakmoes) 

vind plaas indien aerobe bakteriee die suurstof gebruik wat 

lei tot die ontstaan van anaerobe toestande. Indien die kul­

ture geskud word of vir 'n langer tydperk geinkubeer word, kan 

suurstof weer in die medium in dif fundeer, om sodoende die 

redoks-indikator van wit na leiklipblou te verander. 

Bakteriee wat 'n ekstrasellulere prot ease produseer, vorm 'n 

soetklont in lakmoesmelk. Taaiwording van die lakmoesmelk is 

deur Nl4, Nl6 en 85 gevorm. Hierdie reaksie is slegs by 30°C 

waargeneem. N14 en 85 is egter proteolities negatief (Tabel 

3. 7) . Hierdie taaiwording moet eerder as draderigheid beskou 

word as soetklonting (Gennari et al., 1992:70) . 
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TABEL 3.8: Dae waarop reduksie 
van lakmoesmelk deur 
Acinetobacter-kulture 
by 30°C verkry is 

Kultuurnr. Dae 

M3 4 
M4 4 
M9 4 
M18 9 
M21 4 
M26 4 
M27 4 
M29 7 
05 4 
P(24} 4 
P(25} 4 
P(27} 4 
494 7 

Alhoewel sommige Acinetobacter veranderinge in lakmoesmelk by 

30 °C teweegbring, vind geen reaksies ender psigrotrofe toe­

stande plaas nie. 

3.5.7 Produksie van biogene amiene (3.4.7) 

In hierdie ondersoek is die vloeistofmedium met die agarplaat 

vergelyk. Aangesien beter kleurontwikkeling in die vloeistof­

medium verkry is, is al 56 Acinetobacter-kulture hierin 

ge'inokuleer. Hierdie resultate stem ooreen met die bevinding 

van Joosten & Northolt (1987:262). 

Al die organismes het tiramien na 48 uur by 30°C geproduseer 

(Tabel 3.9). Altesaam 35 organismes was na 14 dae tiramien-

positief by 7°C. Die 35 organismes is uit roumelk ge'isoleer. 

Slegs 3 organismes wat in hierdie ondersoek uit roumelk ge-
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Ysoleer is, was nie in staat om tiramien onder psigrotrof e 

toestande te produseer nie. 

Die volgende organismes was na 14 dae histamien-posi tief by 

30°C: M+9, M+lo M+45, M+47, N14, P14, 95, M3, M4, M9, M18, 

M21, M27, M29, 709, 710a en 792. M26 en 494 het swak posi-

ti ewe reaksies vertoon. Geen organisme het histamien onder 

psigrotrofe toestande gevorm nie. 

Acinetobacter besit beide histidien- en tirosiendekarboksi-

lase. In teenstelling met tiramien is histamien nie onder 

psigrotrofe toestande gevorm nie. Indien die korrelasie met 

proteolise in ag geneem word, moet aangeneem word dat 

Acinetobacter nie voldoende aminosuurvoorgangers daar kan stel 

nie. In gefermenteerde produkte kan die aminosuurvoorgangers 

egter beskikbaar gestel word deur die proteolitiese vermoe van 

ander psigrotrofe organismes, waarna Acinetobacter 

dekarboksilasie kan veroorsaak. 
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TABEL 3.9: Dekarboksilering van tirosien en histidien 
in vloeistofmedium deur Acinetobacter by 30°C 
en 1°c 

Kultuurnr. 30 ° c 

Tir osien Histidien 
(48 uur ) (14 dae) 

M+9 + + 
M+lO + + 
M+l l + -
M+1 2 + -
M+13 + -
M+14 + -
M+15 + -
M+16 + -
M+1 7 + -
M+19 + -
M+20 + -
M+24 + -
M+45 + + 
M+4 7 + + 
Nl + -
N2 + -
NJ + -
Nll + -
N12 + -
N13 + -
N1 4 + + 
N15 + -
N16 + -
N17 + -
N18 + -
N19 + -
N20 + -
N21 + -
N22 + -
N23 + -
N24 + -
N27 + -
N28 + -

( + = p ositiewe dekarboksilering ; 
(+) = swak dekarboksilering; 
- = geen dekarboksilering) 

1°c 

Tirosien Histidien 
(14 dae) (14 dae) 

- -
+ -
- -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
- -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
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TABEL 3.9 (vervolg) 

Kultuurnr. 30°c 

Tirosien Histidien 
(48 uur) (14 dae) 

Pl4 + + 
P36 + -
P37 + -
P44 + -
P46 + -
85 + + 
05b + -
R16 + -
M3 + + 
M4 + + 
M9 + + 
M18 + + 
M21 + + 
M26 + ( +) 
M27 + + 
M29 + + 
P(k)24 + -
P(k)25 + -
P(k)27 + -
494 + ( +) 
709 + + 
71Oa + + 
792 + + 

(+ = positiewe dekarboksilering; 
(+) = swak dekarboksilering; 
- = geen dekarboksilering) 
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1°c 

Tirosien Histidien 
(14 dae) (14 dae) 

+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
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HOOFSTUK 4. DIE AANHEGTINGVERMOe VAN ACINETOBACTER-KULTURE 

4.1 Inleiding 

Bakteriee is in staat om stewig te heg aan 'n verskeidenheid 

oppervlakke in die natuur. Hierdie oppervlakke kan wissel 

van 'n mens se tand of long, die dunderm van 'n bees, die 

rumen van 'n herkouer, mediese biomateriale of 'n klip in 'n 

waterstroom. Somtyds is hulle baie spesif iek ten opsigte 

van die oppervlak waaraan hulle heg (Costerton et al., 

1978:86; Costerton et al., 1981:308; Costerton et al., 

1987:441,443,447-452). Aanhegting vind plaas deur middel 

van ekstrasellulere polimeriese stowwe (EPS). 

Aanhegting vind gewoonlik nie plaas in omgewings wat ryk of 

baie arm (oligotroof) is aan voedingstowwe (media) nie 

(Costerton et al., 1987:436,441). Voordat kolonisering kan 

plaasvind, moet organiese materiaal eers aan die oppervlak 

heg om 'n kondisioneringsfilm te vorm waaraan die mikrobes 

dan heg (Duddridge & Pritchard, 1983:28; Hamilton, 1985:210; 

Costerton et al., 1987:437). Aanvanklik vind die aanhegting 

van selle lukraak en omkeerbaar vanuit 'n planktoniese popu­

lasie plaas. As gevolg van ladingsverskille tussen die 

oppervlak en die organisme vind elektrostatiese binding 

plaas wat deur pH-veranderinge beinvloed word. Aanhegting 

met behulp van vashegtingsorganelle soos pilusse, fimbriee, 

stele en prosteke kan ook plaasvind (Duddridge & Pritchard, 



1983:28,30). Enige verdere kolonisering en vermeerdering 

van die biomassa is afhanklik van die groei van die selle 

wat eerste aangeheg het. Hierna vind die produksie van EPS 

in groot hoeveelhede plaas (Hamilton, 1985:210-211; 

Costerton et al., 1987:437). 

'n Bakteriese sel bind onomkeerbaar aan 'n oppervlak deur 

middel van EPS. EPS word aan die bui tekant van die omrin­

gende membraan van Gram-negatiewe selwande, asook aan die 

bui tekant van die 

wande, neergele. 

peptidoglikaan 

Gram-negatiewe 

van Gram-positiewe 

bakteriee speel 'n 

sel­

be-
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langrike rol by aanhegting aangesien hulle by uitstek EPS 

sintetiseer. Anorganiese ione, ca 2+ en Mg 2+, asook ongelyke 

oppervlakke bevorder onomkeerbare aanhegting. Nadat 'n sel 

onomkeerbaar aangeheg het, vind tweedeling plaas en die 

dogterselle word deur die EPS omsluit en aan die oppervlak 

geheg. Deur herhaaldelike tweedeling ontstaan 'n 

mikrokolonie wat mettertyd feitlik die hele oppervlak 

koloniseer. Planktoniese bakteriee en ander mikro-

organismes kan ook by hierdie anioniese matriks van die 

biofilm aansluit. So ontstaan 'n biofilm wat saamgestel is 

uit talle mikro-organismes asook makromolekule wat deur die 

organismes self gesintetiseer word of van buite af vasgevang 

word (Costerton et al., 1981: 299; Duddridge & Pritchard, 

1983:30,31; Costerton et al., 1987:349). In 'n biofilm is 

die konsortiums van mikrobes direk van mekaar afhanklik. 
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Probleme wat kan ontstaan, is 'n tekort aan suurstof asook 

die oneweredige diffusie van voedingstowwe deur die biofilm 

(Duddridge & Pritchard, 1983:28; Hamilton, 1985:198,199, 

205,209; Costerton et al., 1987:458). 

4.2 Biofilmvorming in die suiwelbedryf 

Ten spyte van moderne fabriekstegnologie soos pasteurisasie, 

was- en reinigingsprogramme, higieniese maatreels en ander 

fisiese en chemiese beheermaatreels, vind bakteriese herkon­

taminasie van melk en suiwelprodukte steeds plaas. Melkkon­

takoppervlakke is 'n kardinale bron van bakteriese herkon­

taminasie (Thomas et al., 1966:29; Cousin, 1982:179). 

Volgens Koutzayiotis ( 1990: 6, 10) impliseer die waarnemings 

dat dieselfde organismes voor en na pasteurisasie in melk 

aangetref word, dat die bakteriee suksesvolle kompeteerders 

moet wees en ook fisiologies aanpasbaar moet wees om in 'n 

ongunstige omgewing te oorleef. Bakteriee kan in die teen­

woordigheid van melkreste op swak gereinigde melkerytoerus-

ting voorkom (Thomas & Thomas, 1978:7). Die melkreste kan 

die organismes beskerm teen antimikrobiese wasmiddels 

(International Dairy Federation, 1979:7). Met wisselende 

omgewingstemperature laer as 20°c kan die organismes ver­

meerder en 'n belangrike bron van psigrotrofe kontaminante 

in roumelk wees. Hoe vlakke van mikrobiese groei moet op 
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melkerytoerusting voorkom om melk wat daaroor vloei te kon­

tamineer (Cousins & Bramley, 1981:144). 

Volgens Cousins & Bramley (1981:151) stem die generiese 

samestelling van die organismes op melkkontakoppervlakke 

ooreen met die genera wat algemeen in roumelk voorkom. Die 

hoe getalle waarin Gram-negatiewe basille op swak gereinigde 

melkkontakoppervlakke voorkom, is betekenisvol omdat hierdie 

organismes verantwoordelik is vir defekte in gepas-

teuriseerde melk by lae temperature. Tellings van ongeveer 

1 X 107 .m1-l Gram-negatiewe basille kan organoleptiese 

defekte in melk veroorsaak (International Dairy Federation, 

1986:15). Volgens Mostert & Jordaan (1992:ongepubliseerde 

data) is die verwagte houvermoe van kommersieel gepas­

teuriseerde melk in Suid-Afrika slegs ongeveer 9 dae by 7°C. 

Enige toename in psigrotrofe getalle in die gepasteuriseerde 

melk deur herkontaminasie sal die houvermoe nadelig beYn­

vloed (International Dairy Federation, 1979:7). 

Maxcy (1971:569-573) toon aan dat in die melk-ekosisteem 'n 

aantal komplekse faktore die voorkoms van mikro-organismes 

kan beYnvloed, naamlik kontaminasie van buite, wasmiddels, 

beskikbare vog, temperatuur, inkubasietydperk en die popu-

lasiedigtheid van die mikro-organismes. Bogenoemde outeur 

het vlekvryestaalvierkantjies gekondisioneer en aan roumelk 

blootgestel waarna die bakteriee wat op die vlekvryestaalop­

pervlakke versamel het, gegroepeer is volgens Gram-reaksies. 



Alhoewel die Gram-negatiewe bakteriee ongelukkig nie verder 

geYdentifiseer is nie, is dit uit hierdie resultate duidelik 

dat bakteriee in roumelk in staat is om aan vlekvryestaalop­

pervlakke te heg. Speers et al. ( 1984: 54 7, 553-555) het bo 

alle twyfel aangetoon dat glas-, rubber- en vlekvryestaalop­

pervlakke deur mesofiele en psigrotrofe bakteriee gekontami­

neer word. 
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Volgens Gilmour (1989:30) is Acinetobacter 'n EPS-pro­

duseerder. Hy het aangetoon dat EPS-produksie nie deur die 

inkubasietemperatuur beYnvloed word nie en dat EPS-produksie 

deur Acinetobacter na 9 uur inkubasie by 7 °C waarneembaar 

is. 

Die vermoe van geselekteerde Acinetobacter-kulture om ender 

verskillende omstandighede EPS te produseer en aan 

vlekvryestaaloppervlakke te heg, is ondersoek en word in 

hierdie hoofstuk beskryf. 
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4.3 Eksperimentele metodes 

4.3.1 Produksie van ekstrasellulere polisakkariede (EPS) 

Al 56 Acinetobacter-isolate se vermoe om EPS te produseer is 

bepaal. Voorwerpglasies is in 80 ml 11% (m/v) her­

saamgestelde, antibiotikavrye afgeroomde melk geplaas en 10 

minute by 115°C geoutoklaveer. Agt milliliter oornagkultuur 

is as inokulum gebruik, waarna die melk 48 uur by 30°C 

geYnkubeer is. Ligmikroskopiese ondersoeke vir EPS-pro­

duksie is na kleuring met 1% (m/v) Alcianblou in 95% (v/v) 

etanol gedoen {Gurr, 1960:20-21; Gerhardt et al., 1981:31). 

4.3.2 Aanhegtingondersoek 

500 ml rou volroommelk is 10 minute by 115°C geoutoklaveer 

om mikro-organismes te dood. Staalbakkies, met 

vlekvryestaalskyfies (7 mm in deursnee) in vlekvryestaal­

rakkies, is 30 minute by 121°C gesteriliseer. 

Die geoutoklaveerde melk is in die aanhegtingtoestel {Figuur 

4.1) gegiet. Hierna is die aanhegtingtoestel oornag by die 

verlangde temperatuur geYnkubeer om sodoende kondisionering 

van die vlekvryestaalskyfies (Maxcy, 1971: 569-673) te be­

werkstellig. 
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Aktief groeiende selle is met behulp van 'n f isiologiese 

soutoplossing vanaf twee voedingsagarplate geoes. Die melk 

in die aanhegtingtoestel is ge1nokuleer en totale plaat­

tellings is gedoen. Hierna is die aanhegtingtoestel by 20°C 

en 7°C ge1nkubeer. Die vlekvryestaalskyfies is met 'n 

steriele tangetjie na 24, 48 en 72 uur (20°C), asook na 1, 3 

en 6 dae (7°C) verwyder en vir skandeer-elektronmikroskopie 

(SEM) voorberei. Die prosedure is ook in 'n 1% (v/v) melk­

suspensie in water by 7 °C uitgevoer. 'n Aanhegtingtoestel 

met onge1nokuleerde melk (die kontrole) is by elke ondersoek 

gebruik. 

Om die toestande in melkerytoerusting na reiniging te 

simuleer, is 'n aanhegtingtoestel waarvan die rakkie met 

vlekvryestaalskyfies 12 uur in melk en 12 uur buite melk by 

20°c ge1nkubeer is, gebruik. Hierdie prosedure is drie dae 

lank herhaal. Die vlekvryestaalskyfies is na 24, 48 en 72 

uur verwyder en vir SEM-ondersoeke voorberei. 

4.3.3 Voorbereiding van skyfies vir SEM-ondersoeke 

Die skyfies is ten minste 24 uur in gemodifiseerde 

Karnovski-buffer gefikseer (Brand et al., 1987:2). Dit is 

hierna drie maal met gedistilleerde water gewas en 60 minute 

in 2% osmiumtetraoksied gefikseer. Nadat dit drie maal met 

gedistilleerde water gewas is, is dit 30 minute in 

uranielasetaat geplaas, waarna dit weer drie maal met gedis-



tilleerde water gewas is. Alkoholdehidrering vanaf 60% 

(v/v) tot 100% (v/v) met tienvoudige toenames in etanolkon­

sentrasie is minstens vyf uur op die skyfies uitgevoer. 

Hierna is die skyfies 60 minute in 'n 100% freon:100% etanol 

(1:1)-mengsel geplaas. Die skyfies is in 100% freon gehou 

tot en met die SEM-ondersoeke. 
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Geen kritiese droging is gedoen nie en na die 100% freonbe­

handeling is die toetsskyf ies deur middel van 'n Ems cope 

Temcarb 500-apparaat met koolstof (3-5 nm) en goudpalladium 

(60:40, 3-5 nm) opgedamp. 
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4.4 Resultate en bespreking 

4.4.l Produksie van EPS (4.3.1) 

Aangesien EPS moeilik waarneembaar is met behulp van lig­

mikroskopie, is Alcianbloukleuring gebruik om die vorming 

van EPS aan te dui. Al 56 Acinetobacter-kulture van hierdie 

ondersoek is aan Alcianbloukleuring onderwerp en nie een van 

hulle het positief gekleur vir die produksie van EPS nie. 

Die moontlikheid dat Acinetobacter wel ender ander toestande 

en in ander omgewings in staat kan wees om EPS te vorm, kan 

nie uitgesluit word nie (vergelyk Gilmour, 1989:30). Indien 

EPS nie geproduseer word nie kan bakteriee nie onomkeerbaar 

aanheg nie. 

Die selle het slegs op die voorwerpglasie net ender die 

meniskus van die melk gegroei. Dit is weereens 'n bevesti­

ging dat Acinetobacter 'n verplig aerobe organisme is. 

4.4.2 Aanhegtingondersoek (4.3.2 en 4.3.3) 

'n SEM-ondersoek van die oppervlakke van skoon 

vlekvryestaalskyfies het getoon dat hulle oppervlakke onge­

lyk is (Figuur 4.2). Dit is duidelik dat die oppervlak van 

die skyf ies merkbaar varieer. Sommige gedeeltes het 'n 

gladde voorkoms terwyl op ander gedeeltes groewe en riffels 

voorkom. 



FIGUUR 4.2 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n skoon, ongekondisioneerde 
vlekvryestaalskyfie (6 ooo X) 

10~M 20KV 18 017 S 
FIGUUR 4.3 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van 'n 

gekondisioneerde vlekvryestaalskyfie in 'n 1% 
melksuspensie wat by 7°C ge1nkubeer is. 
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Hierdie groewe en riffels in en op die vlekvryestaalskyfie 

kan as ideale aanhegtingpunt dien vir organismes aangesien 

melkreste hierin neergele word (Figuur 4.3). 
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In hierdie ondersoek is volroommelk gebruik asook 'n 1% 

melksuspensie, omdat klein volumes melk na reiniging in 

melkerytoerusting aangetref word. Indien hierdie reiniging 

nie doeltreffend is nie kan aanhegting van organismes 

plaasvind. Enige biofilm wat so vorm, bind onomkeerbaar aan 

die oppervlak en kan die kwali tei t van die roumelk asook 

suiwelprodukte beYnvloed. Die vier verwysingskulture (494, 

709, 710a en 792) sowel as M+9, M+12, M+24 en M9 is gebruik. 

Tydens die kondisionering van die vlekvryestaalskyfies word 

melkfilm in verskillende vorme op die skyfies neergele. 

Hierdie melkf ilm kan as aanhegtingpunt vir organismes dien 

en voorsien oak in die organismes se voedingsbehoeftes. In 

die SEM-foto's van die kontrole vlekvryestaalskyfies (Figure 

4.4 tot 4.9) wat in die verskillende ondersoeke gebruik is, 

kan die neerlegging van melkfilm op die vlekvryestaalskyfies 

duidelik waargeneem word (kondisionering). 

In Figure 4.4., 4.5 en 4.6 word die oppervlakke van 

vlekvryestaalskyfies wat vir verskillende tye by 7 °C in 

volroommelk gekondisioneer is, aangetoon. Na 96 uur 

inkubasie (Figuur 4.5) is daar 'n duidelike toename in die 

hoeveelheid melkfilm wat op die oppervlak van die skyfie 



FI GUUR 4.4 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van •n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in volroommelk na inkubasie van 24 uur by 7°C 
(6 000 X) 

FIGUUR 4.5 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in volroommelk na inkubasie van 96 uur by 7° C 
(6 000 X) 

1 01 
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neergele word in vergelyking met die SEM-foto wat na 24 

uur inkubasie geneem is (Figuur 4.4). 'n Duidelike neerleg­

ging van melkvastestowwe bo-oor die aanvanklik neergelegde 

melkfilm kan na 144 uur op die SEM-foto gesien word (Figuur 

4.6). Daar kan aangeneem word dat daar op die oppervlakke 

van die skyfies wat in volroornrnelk gekondisioneer is groot 

hoeveelhede neergelegde voedingstowwe voorkom. Die 

oppervlakke van die vlekvryestaalskyfies wat in 'n 1% 

melksuspensie by 7°C gekondisioneer is, word gegee in Figure 

4.7, 4.8 en 4.9. Dieselfde tendens as die in die 

volroornrnelk is hier waargeneem. Die hoeveelheid melk­

vastestowwe wat neergele word, is egter aansienlik minder as 

in eersgenoemde geval. Baie minder voedingstowwe word in 

die geval van die 1% melksuspensie op die vlekvryestaalsky­

fies neergele. Alhoewel aanhegtingtoestelle met 

geYnokuleerde volroornrnelk by 20°c en 7°C geYnkubeer is, is 

geen bakterieselle met behulp van SEM-ondersoeke op die 

oppervlakke van die vlekvryestaalskyfies waargeneem nie. 

Geeneen van die geselekteerde Acinetobacter-kul ture het in 

volroommelk by 20°c of 7°C aangeheg nie. Die teen­

woordigheid van voldoende voedingstowwe kan onder andere as 

verklaring dien waarom geen aanhegting plaasgevind het nie, 

want volgens Costerton et al. (1987:436), vind geen aanheg­

ting plaas in omgewings wat ryk is aan voedingstowwe nie. 

Indien biofilmvorming plaasvind, sal dit waarskynlik in 'n 

voedingstofarme omgewing soos die 1% melksuspensie geskied. 



FIGUUR 4.6 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van •n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in volroommelk na inkubasie van 144 uur by 7°C 
(6 000 X) 

FIGUUR 4.7 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van •n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in 1% melksuspensie na inkubasie van 24 uur by 
7°C (5 000 X) 
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FIGUUR 4.8 'n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in 1% melksuspensie na inkubasie van 96 uur by 
7°C (5 000 X) 

FIGUUR 4.9 •n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n kontrole-vlekvryestaalskyfie 
in 1% melksuspensie na inkubasie van 144 uur by 
7°C (5 000 X) 
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In die 1% melksuspensie het die mate van aanhegting gewissel 

soos duidelik geYllustreer word deur die resultate wat met 

die Acinetobacter-kultuur, M+9, verkry is. Na 24 uur het 

daar selle op die oppervlak van die skyfie voorgekom (Figuur 

4.10), terwyl daar in Figuur 4.11 'n duidelike vermindering 

is in die aantal selle wat op die oppervlak voorkom. Na 144 

uur is daar meer selle op die oppervlak van die 

vlekvryestaalskyfie teenwoordig (Figuur 4.12). Dit is be-

langrik om daarop te let dat die selle in hierdie SEM-
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foto's die enigste op die oppervlak van die vlekvryestaal­

skyfies was. As in ag geneem word dat geen aanheg­

tingstrukture waargeneem kan word nie, moet daar aanvaar 

word dat Acinetobacter nie in staat is om ender bogenoemde 

toestande biofilm te vorm nie. Hierdie resultate korreleer 

met die resultate wat in hierdie ondersoek verkry is dat die 

Acinetobacter-kulture nie EPS vorm nie (kyk 4.4.1). Sender 

EPS-produksie is aanhegting aan oppervlakke met die 

daaropvolgende vorming van 'n biofilm nie moontlik nie. Die 

selle wat wel op die oppervlak voorkom heg waarskynlik deur 

middel van elektrostatiese kragte. 



FIGUUR 4.10 'n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van •n vlekvryestaalskyfie in 'n 1% 
melksuspensie, wat geinokuleer is met die 
Acinetobacter-kultuur M+9, na inkubasie van 24 
uur by 7°C (5 ooo X) 

FIGUUR 4.11 'n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n vlekvryestaalskyfie in •n 1% 
melksuspensie, wat geinokuleer is met die 
Acinetobacter-kultuur M+9, na inkubasie van 96 
uur by 7°C (5 ooo X) 
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FIGUUR 4.12 'n Skandeerelektronmikroskopiese foto van die 
oppervlak van 'n vlekvryestaalskyfie in 'n 1% 
melksuspensie, wat ge1nokuleer is met die 
Acinetobacter-kul tuur M+9, na inkubasie van 
144 uur by 1°c (5 ooo X) 

1 07 



'n Aanhegtingtoestel waarvan die vlekvryestaalskyfies 12 uur 

in rnelk en 12 uur buite rnelk by 20°C geYnkubeer is, is ge­

bruik om die toestande in rnelkerytoerusting na reiniging te 

sirnuleer. Geen Acinetobacter-selle is egter op die opper­

vlakke van die vlekvryestaalskyf ies waargeneern nie, terwyl 

die rnelkvastestowwe, wat tydens kondisionering op die opper­

vlak van die vlekvryestaalskyfies neergele is, droog geword 

het en sorns afgeskilfer het. Hierdie resultate is 'n beves­

tiging dat organisrnes voldoende vog nodig het vir 

biofilrnvorrning (Maxcy, 1971:569-573}. 
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Die resultate wat in hierdie ondersoek verkry is, verskil 

van die van Lewis et al. (1987:282} waar Acinetobacter na 9 

uur EPS geproduseer het. Lewis et al. ( 1987: 279-283} het 

aanhegting van Pseudomonas, Acinetobacter en Micrococcus by 

7°C en 30°C op vlekvryestaalvierkantjies wat in rnelk gekon-

disioneer ("soiled"} is, waargeneem. Die skyf ies is met 

die bogenoemde organismes geYnokuleer, waarna EPS sowel as 

ander aanhegtingstrukture gevorm is. Die skyfies is in 'n 

vogtige omgewing, ender aerobe toestande, geYnkubeer. Die 

residuele melkvastestowwe het voldoende voedingstowwe aan 

die verplig aerobe organismes verskaf om te koloniseer. Die 

skyfies is egter nie weer in rnelk geYnkubeer nie. In teen­

stelling hiermee het Koutzayiotis (1990:139} ook net enkele 

Acinetobacter-selle sender sigbare EPS-produksie waargeneem. 

Laasgenoemde bevindings korreleer met die resultate wat in 

hierdie ondersoek verkry is. 



HOOFSTUK 5. ALGEMENE BESPREKING EN GEVOLGTREKKING 

5.1 Isolering van Acinetobacter 

Twee benader ings kan gevolg word om 'n genus of verwante 

generate isoleer, naamlik die gebruik van 'n: 

( i) selektiewe medium waarop die groei van 'n spesi­

f ieke groep organismes bevorder en ongewenste 

organismes se groei geYnhibeer sal word of 

(ii) algemene groei-onderhoudende medium waarop die 

grootste moontlike verskeidenheid bakteriee sal 

groei. 
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In laasgenoemde geval kan daar van statistiese seleksie ge­

bruik gemaak word om 'n verteenwoordigende aantal bakteriee 

van die totale populasie te bestudeer of al die kolonies kan 

geYdentifiseer word (Harrigan & Mccance, 1976:47-49). 

Alhoewel 'n selektiewe, chemies gedefinieerde medium die 

ideaal is om Acinetobacter uit roumelk te isoleer, is daar 

nog geen sodanige medium beskikbaar nie. Verskeie isolasie­

media is in die ondersoek gebruik en daar is gepoog om die 

mate van selektiwiteit ten opsigte van Acinetobacter te 

bepaal. Daar bestaan steeds 'n behoefte aan 'n eenvoudige 

selektiewe medium en 'n vinnige metode om Acinetobacter uit 

roumelk te isoleer. Spreiplate van melkmonsters is op 

verskillende media ( 2. 7. 4) berei en al die kolonies vanaf 



plate met tussen 30 en 300 kolonies is afgetel {Harrigan & 

Mccance, 1976:27). S6 is 'n totaal van 5955 kolonies vanaf 

die onderskeie isolasiemedia afgetel vir verdere 

identifisering. Hierdie werkswyse is gevolg omdat die klem 

in hierdie ondersoek op die isolering van moontlike 

acinetobacters was en nie op totale tellings nie. 

Vanaf die twee chemies gedefinieerde media (MMHN en MMHNP), 

is onderskeidelik 19 en 14 acinetobacters geYsoleer {Tabel 

2. 7) • Wanneer die totale aantal isolate (5955) in bereke-

ning gebring word, is dit duidelik dat die Acinetobacter­

isolate vanaf MMHN slegs 0,32% van die totaal uitmaak en die 

vanaf MMHNP slegs 0,24%. Beide MMHN en MMHNP is daarom nie 

geskikte selektiewe isolasiemedia vir Acinetobacter nie. 

(Kyk 2.8.1 en 2.8.2.) 
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Gennari et al. (1992:63) het waargeneem dat voedingsagar nie 

geskik is as isolasiemedium vir Acinetobacter nie. Hulle 

het beter resultate gekry deur voedingsagar met galsoute en 

kristalviolet te supplementeer en deur galsoute, kristalvio­

let en natriumbutiraat by 'n basale mineraalmedium te voeg. 

Al die pers kolonies wat hulle waargeneem het, is as Acine-

tobacter en Moraxella beskou en verder ondersoek. In die 

huidige ondersoek is egter geen acinetobacters vanaf media 

wat kristalviolet bevat, geYsoleer nie {Tabel 2.7). 



Alhoewel Vanderzant et al. (1987:485) goeie resultate verkry 

het met 'n ryk voedingsagar (triptoon-soja-agar), is in 

hierdie ondersoek geen acinetobacters 

tellingsagar (PTA) verkry nie (Tabel 2.7). 

vanaf plaat-

Beide Gennari et 

al. (1992:63) en Vanderzant et al. (1987:485) se waarnemings 

sowel as die resultate van hierdie ondersoek, bevestig 

weereens dat daar tans geen selektiewe isolasiemedium vir 

Acinetobacter bestaan nie, gevolglik is 'n omvangryke en 

arbeidsintensiewe ondersoeke steeds noodsaaklik om die 

teenwoordigheid van Acinetobacter in roumelkmonsters te 

bepaal. 
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Lede van die genus Acinetobacter is so streng aeroob dat 

hulle na kort tydperke in 'n vloeistofmedium afsterf. As 

gevolg van hierdie eienskap van Acinetobacter, is die 

spreiplaatmetode gebruik om maksimale voorsiening van 

suurstof gedurende inkubasie te verseker. Gennari et al. 

(1992:63) en Vanderzant et al. (1987:485) het dieselfde teg­

niek gebruik. 

Geen statistiese seleksie is vir die isolering gebruik nie 

aangesien die trefwaarskynlikheid daardeur verlaag sou word. 

Al die kolonies wat vanaf die onderskeie isolasiemedia 

verkry is, is gesif vir moontlike acinetobacters. 'n 

Primere eienskap van Acinetobacter is dat die kolonies 

ongepigmenteerd is. Hierdie kenmerk is daarom as eerste 

stap in die siftingproses gebruik. Aangesien die meeste 
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isolasiemedia wat gebruik is 'n kleurstof bevat, het die 

kolonies die kleur van die medium aangeneem. Die 5955 

kolonies is daarom eers op voedingsagar uitgestreep om pig­

mentproduksie te bepaal. Gedurende hierdie eerste sif­

tingstap is 5589 gepigmenteerde kolonies uitgeskakel 

(Tabelle 2 .2 en 2 .3 asook Figure 2.4 en 2.5). In die lite­

ratuur is daar nie genoegsame beklemtoning van die groot 

aantal gepigmenteerde bakteriee wat in roumelk voorkom nie. 

Omdat Acinetobacter oksidase-negatief is, is die 366 

ongepigmenteerde kolonies vervolgens met tetrametiel-p­

fenileen-diamien-dihidrochloried vir die teenwoordigheid van 

oksidase getoets. Beweeglikheid in die geval van die 

oksidase-negatiewe kulture is met behulp van die 

hangdruppelkultuurmetode onder die fasekontrasmikroskoop 

ondersoek . 'n Verdere 218 kul ture is op grond van hulle 

beweeglikheid 

met waarnemings 

afleidings oor 

uitgeskakel (kyk 2. 8 . 2) . 

die 

die 

fasekontrasmikroskoop 

sel vorm ook gemaak. 

is 

Gedurende 

voorlopige 

Die 148 

ongepigmenteerde, oksidase-negatiewe, onbeweeglike isolate 

is aan verdere primere fenotipiese toetse onderwerp. 

Gennari et al. (1992:66) het slegs die plate met die hoogste 

aantal enkel kolonies ondersoek : sifting van meer as 6000 

kolonies is uitgevoer deur 6f al die kolonies vanaf een 

plaat 6f 'n verteenwoordigende aantal vanaf 'n plaat onder 

die fasekontrasmikroskoop vir beweeglikheid en tipiese 



selvorm (kort basille) te ondersoek. Na suiwering op voe­

dingsagar is die isolate verder geidentifiseer. Uit hierdie 

publikasie is dit nie duidelik hoeveel isolate verder onder­

soek is nie. 

Griffiths & Phillips (1982:343) het kolonies vanuit roumelk 

op melkagar gesuiwer. Gram-kleuring en die oksidase-toets 

is op die suiwer kolonies uitgevoer. Vyftig kulture is aan 

identifikasie vir Enterobacteriaceae, Acinetobacter en Chro­

mobacterium onderwerp (Griffiths & Phillips, 1982:346,349). 
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Tydens nie een van die laasgenoemde twee ondersoeke is 'n 

bevestigende toets vir pigmentproduksie uitgevoer nie, 

terwyl daar in die huidige ondersoek groot waarde geheg aan 

is aan die kenmerk om acinetobacters te isoleer. 



5.2 Identifisering 

s.2.1 Primere fenotipiese toetse 

Alhoewel die nie-fermenterende Gram-negatiewe bakteriee met 

gemak in 'n roetine-laboratorium geYdentifiseer kan word ~et 

die konvensionele metodes, bly dit tydrowend (vergelyk 

Gilardi, 1972:65). Die kenmerke van Acinetobacter is duide­

lik in 2.1, 2.2, 2.3 en 2.6 uiteengesit en die gebruik van 

die onderskeidende primere fenotipiese eienskappe om 'n iso­

laat in die regte genus te plaas, is belangrik. Indien hier 

gefouteer word, word bakteriee verkeerd geYdentifiseer. 'n 

Belangrike bydrae van hierdie ondersoek is dat Acinetobacter 

met so min as agt konvensionele fenotipiese toetse tot op 

genusvlak geYdentifiseer kon word. 

In 5.1 is reeds aangetoon dat moontlike acinetobacters 

verkry is op grond van die afwesigheid van pigment en 

oksidase, hulle onbeweeglikheid en selvorm. (Vergelyk ook 

Gennari et al., 1992: 63.) Hierna is die isolate op die 

oorspronklike isolasiemedia gesuiwer en enkelkolonies is op 

voedingsagarskuinstes afgetel. Hierdie kulture is weer 

gekontroleer vir pigmentproduksie waarna Gram-, endospoor­

en negatiewe kleuring ui tgevoer is. Alle Gram-negatiewe, 

nie-spoorvormende basille, diplobasille of kokkobasille is 

aan verdere f enotipiese toetse onderwerp (vergelyk 2. 6. 1, 

2.7.5, 2.7.6, 2.7.7.1 en 2.8). 
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Kulture wat voldoen het aan die kenmerke van Acinetobacter 

is weer vir die teenwoordigheid van oksidase getoets, die 

keer met vier reagense (kyk 2.7.7.1). Ongepubliseerde data 

oor die afgelope dekade (Departement Biochemie, PU vir CHO, 

Potchefstroom) het aangetoon dat isolate verskil in reaksie 

ten opsigte van die reagens wat gebruik word vir die 

oksidase-toets. Volgens die li teratuur het die navorsers 

wat isolate as acinetobacters geYdentifiseer het, slegs een 

reagens gebruik. Dit kon aanleiding gegee het tot moontlike 

foutiewe identifisering van sornrnige isolate. 

Al die oksidase-negatiewe isolate is 

katalase-toets onderwerp (kyk 2.7.7.1). 

vervolgens aan die 

Katalase-produseer-
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ders is hierna elkeen in 'n RF-enkelbuis geYnokuleer en ook 

getoets vir die vermoe om anaeroob te groei. Die RF-toets 

is meer sensitief as die OF-toets van Hugh & Leifson 

{1953:24) aangesien eersgenoemde toets suurproduksie aantoon 

nadat die pH ongeveer 'n halwe eenheid gedaal het, terwyl 

laasgenoemde eers suur aantoon nadat die pH ongeveer een 

eenheid gedaal het. Die meeste navorsers gebruik Hugh & 

Leifson {1953:24) se metode wat kan bydra tot foutiewe iden-

tifisering van isolate. Acinetobacter fermenteer nie 

glukose nie, gevolglik word baie min of geen suur gedurende 

respirasie gevorm nie. Die vermoe van Acinetobacter om suur 

van glukose te vorm, word as kriterium aangewend tydens die 

klassifikasieproses om tussen A. calcoaceticus en A. lwoffi 

te onderskei aangesien laasgenoemde suur vanaf glukose vorm. 



Acinetobacter is onbeweeglik en besit geen flagellums nie. 

Alhoewel die hangdruppelkul tuurmetode 'n goeie tegniek is 

vir die bepaling van beweeglikheid by isolate, moet dit op 

vars, jong kul ture ui tgevoer word aangesien kul ture na 'n 

tydperk hulle vermoe tot beweeglikheid op vaste media ver­

loor. TEM-ondersoeke is uiters geskik vir die bepaling van 

die teenwoordigheid van flagellums, want met behulp van die 

TEM word flagellums duidelik waargeneem en selfs afgebreekte 

flagellums is sigbaar in die mikroskoopveld. Eubakteriee 
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besit slegs die vermoe van ware beweeglikheid indien dit 

geflagelleerd is. In die literatuur word in die meeste 

gevalle nie aangedui of van TEM-ondersoeke gebruik gemaak is 

nie, gevolglik kan isolate verkeerd geYdentifiseer word. 

Fimbriee, wat as moontlike aanhegtingstrukture kan dien, is 

ook duidelik waarneembaar met laasgenoemde tegniek. Van die 

366 ongepigmenteerde isolate was slegs 59 onbeweeglik en 

ongeflagelleerd. Uit hierdie resultate blyk dit dat die 

aanvanklike isolate uit die roumelkmonsters oorheersend be­

weeglik en gepigmenteerd is en dus nie Acinetobacter is nie. 

In hierdie ondersoek is waargeneem dat die selle van 

Acinetobacter soms moeilik ontkleur tydens Gram-kleuring. 

Hierdie eienskap, asook die pleomorfisme van hierdie 

organismes, bernoeilik die bepaling van die Gram-reaksie en 

selvorrn van isolate. Laasgenoernde kan egter rneer betroubaar 

met negatiewe kleuring bepaal word. 
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Uit Tabel 2.7 en Figuur 2.5. is dit duidelik dat slegs 38 

isolate wat in hierdie ondersoek uit roumelk ge1soleer is, 

voldoen het aan die eienskappe van die genus Acinetobacter. 

Aangesien hierdie isolate aan uiters streng kriteria onder­

werp is, kan die af leiding gemaak word dat slegs o, 6% van 

die totale aantal isolate werklik Acinetobacter was. Wan-

neer die bevindings van ander outeurs krities beskou word, 

kan die afleiding gemaak word dat daar moontlik foute tydens 

identifisering voorgekom het. As voorbeeld hiervan kan die 

teenwoordigheid van flagellums genoem word, omdat in die 

meeste ondersoeke nie van die TEM gebruik gemaak is nie. 

Die benadering wat in hierdie ondersoek gevolg is, is be­

troubaar in die identifisering van Acinetobacter. 

s.2.2 Sekondere fenotipiese toetse (2.7.7.2) 

Sekondere fenotipiese toetse word uitgevoer om tussen die 

verskillende variante te onderskei (vergelyk 2.8.3, Tabelle 

2. 5 en 2. 6} . 

Enkele kulture nl. M+24 en Nl, het proteolise vertoon deur 

gelatien te vervloei. Feitlik geen veranderinge is in 

lakmoesmelk waargeneem nie. Die vermoe om Tween-80 ('n een­

voudige lipied} te hidroliseer het geen ooreenstemmende kor­

relasie met die hidrolise van komplekse lipiede (VBBA} 

getoon nie. Laktose en glukose is nie geoksideer nie, al-



hoewel enkele isolate wel glukose in die RF-toets ender 

aerobe toestande kon respireer (Tabel 2.4). 

Uit hierdie resultate is dit duidelik dat Acinetobacter 

hoofsaaklik geYdentifiseer word op negatiewe eienskappe. 

5.2.3. API 20 NE-sisteem 
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Verskeie mini-toetstoestelle, waaronder API, is kommersieel 

beskikbaar om Gram-negatiewe basille te identifiseer. Die 

toetse is veral vir kliniese diagnose uitgewerk (Griffiths & 

Phillips, 1982:343). In 'n vergelyking van verskeie mini­

toetstoestelle met konvensionele identifiseringsmetodes, het 

die API-sisteem die swakste resultate getoon (Griffiths & 

Phillips, 1982:343,349). Die toestelle is ook redelik duur 

in die RSA. 

In die huidige ondersoek is reeds geYdentifiseerde kulture 

geselekteer en aan die API-sisteem onderwerp om die isolate 

in die subspesies van Acinetobacter calcoaceticus in te deel 

(kyk Tabel 2. 8) . Die meerderheid isolate 

ender A. calcoaceticus var. lwoffi ingedeel 

is hiervolgens 

en die oorbly-

wende isolate is as A. calcoaceticus var. anitratus geYden­

tifiseer. 

Wanneer die 20 toetse van die API 20 NE-sisteem van nader 

beskou word, kan die enkele oksidase-toets as primere 



fenotipiese toets beskryf word, terwyl die ander toetse 

sekondere fenotipiese toetse is. Indien in ag geneem word 

dat Acinetobacter geYdentifiseer word op grand van negati ewe 

eienskappe, is die API-sisteem nie voldoende vir die identi­

fisering van hierdie genus nie. Al die primere fenotip i ese 

toetse moet nog op die konvensionele wyse uitgevoer word. 

Hierdie aanbeveling geld veral vir die oksidase-toets omdat 

'n organisme slegs as oksidase-negatief beskou kan word in­

dien 'n negatiewe reaksie met al vier die reagense verkry 

word ( 2 . 8 . 3 ) . 
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Tydens die gebruik van die API 20 NE-sis teem om 

Acinetobacter-kulture i n subspesies te verdeel, is geen 

gelatienhidrolise by die twee organismes M+24 en Nl, wat wel 

gelatien met die konvensionele metode gehidroliseer het, 

waargeneem nie. Nie een van die 56 organismes was in staat 

om sitraat te verbruik nie, terwyl verskeie sitraat-posi­

tiewe reaksies tydens die API-toetse waargeneem is. Aange­

sien Acinetobacter op grand van negatiewe eienskappe geYden­

tifiseer word, is die API-sisteme nie geskik vir die vinnige 

identifikasie van organismes in hierdie genus nie. 

5.3 Die vermoe van Acinetobacter om melk te bederf 

Die resultate is in 3.5.1, 3.5.2, 3.5.3., 3.5.4, 3.5.5, 

3.5.6 en 3.5.7 bespreek. 



Omdat roumelk soms vir relatief lang periodes voor pro-

sessering koelopgeberg word, is die bakteriologiese 

kwaliteit van die roumelk 'n bepalende faktor in die 

daarstelling van 'n hoe kwaliteit eindproduk. Psigrotrofe 

bakteriee is as gevolg van die moderne koeltegnologie vir 

die suiwelbedryf van groot belang. 

In hierdie ondersoek was 46 van 56 organismes wat as Acine­

tobacter geidentifiseer is in staat om by 10°c te groei, by 

36 is psigrotrofe groei by 7°C waargeneem en slegs 10 van 

die 56 organismes kon by 4 °C groei. Net drie isolate wat 

ui t roumelk ge:i.soleer is, kon nie by 7 ° C groei nie. Die 

meerderheid Acinetobacter-kulture wat uit roumelk geisoleer 

is, was in staat om psigrotroof te groei. (Kyk 3. 5. 1. ) 

Indien 'n organisme wat suiwelprodukte kan bederf, bestand 

is teen pasteurisasietemperature kan dit die kwaliteit van 

suiwelprodukte be:i.nvloed. Slegs twee organismes, N27 en N28, 

is deur laboratoriumpasteurisasie gedood (Tabel 3.2). Al­

hoewel die doding van die oorblywende kulture gevarieer het 

tussen 99,195 en 99,998%, toon die bevindings dat 54 

Acinetobacter-kul ture wel pasteurisasie oorleef het. (Kyk 

3.5.2.) 

Daar ontstaan 'n vraag oor die spesifieke meganisme wat 

sornrnige van hierdie Acinetobacter-kulture in staat stel om 

laboratoriumpasteurisasie te oorleef. Aangesien hulle nie 
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endospore produseer nie moet daar 'n ander meganisme bestaan 

wat hulle termoduries maak. Watson (1990:183) het aangetoon 

dat bakteriee stresprotelene produseer as reaksie op 

ongunstige omgewingsfaktore. Alhoewel hierdie verskynsel 

nag nie goed verstaan word nie, is di t 

bakterieselle teen stres wat dodelik is, 

'n manier waarop 

beskerm word. 'n 

Aantal stresprotelene word gevorm uit reaksie teen 'n 

hitteskok (Watson, 1990:184-186). Hierdie stresprotelene 

word nie slegs teen hi tte gevorm nie, maar ook teen ander 

ongunstige omgewingsfaktore. Prokariote besit een geen wat 

kodeer vir een stresprotelen as reaksie op hitteskokke 

(Watson, 1990:194-195). 

Die protelen moet egter 'n belangrike rol speel in die oor­

lewing van termodure bakteriee gedurende pasteurisasie. 

Hierdie verskynsel word oak as verworwe termotoleransie 

beskryf (Watson, 1990:203). Watson (1990:216) voer aan dat 

navorsing wat op Escherichia coli en Saccharomyces 

cerevisiae gedoen is, daarop dui dat stresprotelene eerder 

die selle help herstel van hitteskokskade as om hulle teen 

hi tte te beskerm. Alhoewel geen navorsing in die huidige 

ondersoek gedoen is ten opsigte van voorkoms van strespro­

telene in die geval van Acinetobacter nie, kan wel aangevoer 

word dat die selle wat pasteurisasie oorleef het, moontlik 

stresprotelene gevorm het. 
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Die groei van Acinetobacter in melk het nie 'n noe-

menswaardige invloed op die pH van melk nie. As psigrotrofe 

organisme is die invloed van hierdie genus op die 

verandering in pH van die melk weglaatbaar klein (kyk 

3.5.3). Geen suur is by die optimum groei temperatuur van 

hierdie organisme (30°C) in lakmoesmelk geproduseer nie (kyk 

3.5.6). _Laktose word nie deur die Acinetobacter-kulture wat 

in hierdie ondersoek gebruik is, geoksideer' nie. Die 

reduksie van lakmoesmelk by 30°C is 'n bevestiging dat 

Acinetobacter verplig aeroob is. Isolate N14, N16 en 85 

produseer ekstrasellulere ensieme wat verantwoordelik mag 

wees vir die vorming van draderigheid in die lakmoesmelk, 

eerder as proteolise (Gennari et al., 1992: 70), aangesien 

die drie organismes geen proteolise op die melkagarplate 

getoon het nie (kyk 3.5.4). Slegs N21 is by 7°C 

proteoli ties. Onder die laboratoriumtoestande van hierdie 

ondersoek, veroorsaak nie een van die psigrotrofe Acineto­

bacter-isolate defekte in melk wat aan lipolise toegeskryf 

kan word nie (kyk 3.5.5). 

Die teenwoordigheid van biogene amiene in verskeie voedsel­

soorte (waaronder kaas) kan lei tot 'n gesondheidsrisiko vir 

die verbruiker. Volgens Law (1979:581) kan Acinetobacter 

proteolise in kaas bewerkstellig. In hierdie ondersoek is 

waargeneem dat sommige Acinetobacter-kulture wel tirosien­

en histidiendekarboksilase besit. As psigrotrofe organismes 

het 35 van die 38 Acinetobacter-isolate uit roumelk tiramien 
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geproduseer. Alhoewel 19 Acinetobacter-kulture in staat was 

om histamien by 30°C te vorm, is geen histamien by 7°C 

gevorm nie. Acinetobacter kan 'n belangrike rol speel in die 

produksie van veral tiramien, maar ook van histamien (kyk 

3.5.7). Die afleiding kan gemaak word dat die produksie van 

sekere amiene deur Acinetobacter een van die belangrikste 

bydraes . in die bederf van melkprodukte kan wees. Alhoewel 

Acinetobacter nie die pH van melk verlaag nie, kan ander 

bakteriee die pH van melk of 'n produk soos kaas, laat daal 

sodat dekarboksilering geJ'.nduseer word. In hierdie geval 

kan Acinetobacter dan 'n belangrike bydrae tot die produksie 

van amiene lewer. Die kwantitatiewe bepaling van die 

produksie van amiene en die belangrikheid van amiene is deur 

verskeie outeurs beklemtoon, soos Voigt et al. (1974:377-

381), Taylor et al. (1979:274-278), Niven et al. (1981:321-

322), Taylor & Woychik (1982:747-751) en Chen et al. 

(1989:808-813). (Vergelyk ook 3.3 en 3.4.7.) 

Die ondersoek wat uitgevoer is, het 

potensiele vermoe van Acinetobacter om 

getoon dat die 

melk te bederf, 

gering is. As deel van die normale mikrobiese populasie in 

melk en melkprodukte kan di t moontlik in konsortium met 

ander bakteriee 'n meer betekenisvolle bydrae tot bederf 

lewer. 
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5.4 Die aanhegtingvermoe van Acinetobacter-kulture 

In 4.1 is aangetoon dat mikrobiese aanhegting nie voorkom in 

'n omgewing ryk aan voedingstowwe nie. Melk is 'n omgewing 

ryk aan voedingstowwe. 

Die melk in die aanhegtingtoestel is ge1nokuleer met 

Acinetobacter-selle wat gewissel het van 181 X 106 tot 243 X 

10 6 per ml. 

Acinetobacter 

ondersoek 

Geen EPS-produksie (4.4.1) en aanhegting van 

aan vlekvryestaalskyfies is in hierdie 

waargeneem nie (4.4.2 en 4.4.3), alhoewel 

beperkte elektrostatiese aanhegting voorgekom het. Dit is 

vanselfsprekend dat indien EPS nie geproduseer word nie, 
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onomkeerbare aanhegting onmoontlik is. Koutzayiotis 

(1990:115,116) het min EPS-produksie deur Acinetobacter 

waargeneem, terwyl aanhegting nie voorgekom het nie. 

Die resultate in hierdie ondersoek verskil van Lewis et al. 

(1987:279-384) en Gilmour (1989:30) wat wel aanhegting waar­

geneem het. Hierdie outeurs het die metaalvierkantj ies in 

melk gekondisioneer ("soiled") en dit dan met enkelselle van 

Acinetobacter-kulture ge1nokuleer. Inkubasie het op klam 

filtreerpapier onder aerobe toestande plaasgevind en nie in 

melk nie. Die kulture kon selfs onder psigrotrofe toestande 

op die melkgekondisioneerde skyfies groei. Lewis et al. 

(1987:281, Figuur l(f)) kon aanhegting en produksie van EPS 

onder hierdie toestande aantoon. 



In hierdie ondersoek is gevind dat die Acinetobacter-kulture 

se metaboliese aktiwiteite wat die kwaliteit van melk 

beYnvloed, met die uitsondering van amienproduksie, gering 

is. 
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