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OZET

Nisin ve Kekik Yagmin Kaymaga inokiile Edilen Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus Uzerine Depolama Siiresince Etkisi

Bu arastirmanin temel amaci, nisin ve kekik yaginin kaymaga inokiile edilen Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus lizerine etkisini incelemektir. Arastirmada
stit kaymag1 kullanilmis, kontrol 6rnegi de dahil olmak tizere L. monocytogenes ve S.
aureus inokiile edilen toplam 12 grup olusturulmus ve c¢alisma iki is paketine
ayrilmistir. Birinci is paketinde her bir gruba L. monocytogenes inokule edilmistir.
Daha sonra bakteri kontrol grubu haricindeki gruplara 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisin ile
%0,25 ve %0,50 kekik yagi eklenmistir. S. aureus olan ikinci is paketinde de ayni
islemler uygulanmistir. Hazirlanan 6rneklerin 0., 3., 5. ve 7. depolama giinlerindeki
mikrobiyolojik takibi yapilmistir. Her iki is paketinde de olusturulan deneme
gruplarmin 3 tekerriirlii liretimi gerceklestirilmis ve her bir 6rnekten 2 paralelli
olacak sekilde analiz gergeklestirilmistir. Arastirmada %0,50 kekik yagi kullaniminin
L. monocytogenes ve S. aureus iceren Orneklerde daha fazla antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). Kekik yagmin bakteri gelisimini inhibe ettigi
belirlenmekle birlikte, kekik yaginin keskin aromasinin kaymagin kendine has tat ve
kokusunu baskiladig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kaymak, Kekik yagi, L. monocytogenes, Nisin, S. aureus



ABSTRACT

Effect of Nisin and Thyme Oil on Storage Inoculated Listeria monocytogenes and
Staphylococus aureus during Storage

The main objective of this study was to investigate the effect of nisin and thyme oil
on Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus inoculated in cream. Milk
skim was used in the study, a total of 12 groups including L. monocytogenes and S.
aureus were inoculated and the study was divided into two work packages. In the
first work package, L. monocytogenes were inoculated into each group.
Subsequently, 5 mg/kg and 10 mg/kg of nisin and 0.25% and 0.50% thyme oil were
added to groups other than bacterial control group. The same procedure was applied
in the second work package, which is S. aureus. Microbiological follow-up of the
prepared samples on the 0, 3, 5 and 7 storage days was performed. 3 replications of
the experimental groups formed in both work packages were carried out and 2
parallel samples were analyzed from each sample. In the study, it was determined
that using 0.50% thyme oil showed more antimicrobial effect in samples containing
L. monocytogenes and S. aureus (p<0.05). Although thyme oil inhibits bacterial
growth, it is observed that the sharp aroma of thyme oil suppresses the unique taste
and smell of cream.

Keywords: Cream, Thyme oil, L. monocytogenes, Nisin, S. aureus



1. GIRIS

Siit ve iirtinleri, saglikli, dengeli ve yeterli beslenebilmeleri amaciyla insanlar
icin gerekli olan yag, protein, mineraller ve vitaminleri barindirmaktadir. Genel
olarak insanlar tarafindan sevilerek tiiketilmesinin yaninda viicudun ihtiyaci olan
maddelerin birgogunu igermesi ve birgok tiriinde hammadde olarak kullanilmasindan
dolay1r biiyliik 6neme sahip bir gida maddesidir. Kaymak, siit yagindan elde edilen
yaklasik %60-70 oraninda yag igeren geleneksel bir siit {riiniidiir. Tirkiye’de
ozellikle kiiciik isletmelerde {iiretilmesiyle birlikte modern tesislerde de tretimi
yapilmaktadir. Afyonkarahisar basta olmak iizere Erzurum, Kilis, Edirne, Kocaeli,
Istanbul, Ankara ve Bursa illerinde de geleneksel yontemler ile kaymak iiretimi
yapilmaktadir (Hasdogan, 2004).

Kaymak siitiin yag igerigi yiiksek olan boliimiidiir. Ozgiil agirligi 0,931 g/ml
olan siit yag1 kiirecikler halinde bulunur ve 6zgil agirhig 1,034 g/ml olan siit
plazmasinin {izerine ¢ikarak siit yiizeyinde toplanir. Pastdrizasyon isleminden sonra
0zel kaplara aktarilan kremanin, soguk depolama sirasinda yag fazi iist katman
olarak toplanmaya baslar ve yag kismi biriktik¢e kalinlagir. Boylece kaymak tabakasi
meydana gelir (inal, 1990).

Tiirkiye’de o6zellikle manda ve inek siitlerinden kaymak tiretimi yaygindir.
Ancak yag ve kuru madde igerigi ile kaymak baglama 6zelligi yiiksek oldugu i¢in en
iyl kaymak manda siitiinden elde edilir. Yesil yemle alinan karotenin tamami A
vitaminine doniistiiriilebildigi i¢in manda siitiinden elde edilen kaymak beyaz renkte
olup daha kalin ve yogun kivama sahiptir. Inek siitiinden elde edilen kaymaklar ise
sarims1 renkte, ince ve zayif kivamda olmakta ve manda kaymagi lezzetini
vermemektedir. Bu sebeplerden dolayr manda siitiinden elde edilen kaymaklar daha
cok tercih edilmektedir. Ancak gilinlimiizde manda sayis1 olduk¢a azaldigindan,
manda yetistiriciligi yapilan bolgeler disinda manda kaymagi bulmak miimkiin

degildir (ipekgioglu, 2009).



Kaymak daha ¢ok bal veya recel gibi tathilarla karistirthip tiiketilmekte ve
Tiirk mutfagina ait tiim tatlilarin yaninda servis edilebilmektedir. Kaymagin siit yagi
orani (%60) tereyagina (%82) oranla daha diisiik oldugu i¢in tiiketimi daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bunun yaninda tereyagi daha fazla doymus yag asidi igerdiginden

dolay1 kolesterol oran1 da kaymaktan daha fazladir (Adam, 1971).

Tiirkiye’de siit ve siit tiriinleriyle ilgili verileri toplayan kuruluslarda kaymaga
ait yeterli veriler bulunmadigindan, kaymagmn tretim miktarlar1 ile ilgili net
rakamlara ulasilamamistir. Kaymak tiretiminin yoéreden yoreye farklilik gostermesi
de kaymakla ilgili sayisal verilerin net olmamasinin nedenlerinden bir tanesidir
(Ipekgioglu, 2009).

Kaymak bilesiminde siit yagi disinda protein ve su oraninin da yiiksek olmasi
raf omriini olumsuz yonde etkilemektedir. Bundan dolayi, kaymagimn tiretiminden

itibaren en fazla 7 giin igerisinde tiikketilmesi gerekmektedir (Hasdogan, 2004)

Gida kaynakli hastaliklar giin gectikge artmakta, dnemli saglik sorunlari
haline gelmektedir. Patojen mikroorganizmalar tarafindan ortaya ¢ikan hastaliklar ise
en tehlikeli grupta yer almaktadir (Mansfield ve Forsythe, 2000). Gida orjinli olan
hastaliklar toplumun her kesiminde 6nemli seviyelerdeki saglik sorunlarina neden
olmakla birlikte ekonomik kayiplara da yol agmaktadir. Gelismis veya gelismemis
bircok iilkede gida orjinli salginlar meydana gelmektedir (Oncii, 2012). Kaymak
tiretiminde genelde kaynatma islemi yliksek 1silarda veya 2 defa yapilmaktadir.
Kaymakta patojen mikroorganizmalara rastlanilmasinda etkili olan faktorler iiretim
yeri veya kullanilan kaplar ile tiretimi yapan personelin hijyen durumlaridir.

Ozellikle elle dolum yapildiginda bu risk daha da fazla hale gelmektedir.

Kaymak ile ilgili olan ¢aligmalar genellikle kimyasal ozelliklerinin
incelenmesiyle sinirlanmaktadir (Akpinar ve Ozcan, 2002). Kaymaga ait raf émrii ve
kalitenin belirlenebilmesi i¢in en 6nemli kriter mikrobiyolojik 6zelliklerdir. Buna
ragmen yeterli sayida ¢alisma mevcut degildir (Akpinar ve Ozcan, 2002). Kaymak
hem igerigindeki yiiksek su orani ve besin 6geleri barindirmasindan hem kisa olan

raf Omriinden hem de fermente iirlin olmamasindan dolay1 patojen



mikroorganizmalarin {iremeleri i¢in elverisli bir ortamdir. Tim bu nedenlerden
dolay1 pastorizasyon veya pastorizasyonla esdeger 1s1l islem gormiis olmasi giivenilir

kabul edilebilmesi igin 6nemlidir (Anonim, 2003).

L. monocytogenes cevrede yaygin olarak bulunan, bir¢cok c¢evresel etmene
kars1 direng gosteren, buzdolabi sicakliginda iireyebilen gida kaynakli patojen bir
bakteridir (Bracket, 1988; Buchanan ve ark., 1989; Yousef ve ark., 1991). Bu
ozellikleri ile L. monocytogenes et, siit ve siit tirtinleri, deniz tiriinleri ve sebzeler gibi
cesitli gidalarda dogal olarak bulunabilmekte ve gelisme gosterebilmektedir (Lunden,
2004; Gandhi, 2007; Gougouli, 2008). Patojen olan bu bakteri listeriozis vakalarina
neden olmakta ve Ozellikle riskli gruplarda (yaslilar, yeni doganlar, hamileler ve

bagisikli sistemi zayif olanlar) ciddi enfeksiyonlar ortaya ¢ikarabilmektedir (Rocourt,
1996; FDA, 2001).

Avrupa Birligi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeliginde satis yerlerindeki
tilketime hazir gidalarda bulunabilecek maksimum L. monocytogenes limiti 100
KOB/g olarak belirtilmistir (EC, 2005). Ancak iilkemizdeki mikrobiyolojik kriterler
tebligine bakildiginda, hem hammaddelerde hem {iretimin her asamasindaki
tirtinlerde hem de tiiketime hazir gidalarin satis noktasina ulastigi asama igin limit
degeri “bulunmamali/25g” seklindedir. Dolayisiyla iilkemizdeki tolerans limiti

stfirdir (Anonim, 2011).

Stafilokoklar insanlarda ve hayvanlarda ¢esitli enfeksiyonlara ve
intoksikasyonlara neden olan bakterilerdir. Koagulaz negatif ve koagulaz pozitif
stafilokoklar enfeksiyon olusturabilmektedirler ancak gida intoksikasyonlarinin en
onemli etmeni S. aureus’tur (Oliver ve ark., 2005; Kilig, 2007). S. aureus insanlarin
derilerinde ve st solunum yollarinda dogal olarak bulunmaktadir. Saglikli bir
insanda burun mukozasinda bulunan S. aureus orani yaklasik %30-40’tir. Bu nedenle
S.aureus 'un gidaya bulagmasinda ve gida zehirlenmelerine sebep olmasindaki en

onemli etken insandir (Tikel ve Dogan, 2000; Kiipliilii ve ark., 2002).

Stit ve siit triinlerindeki en 6nemli kontaminasyon kaynagi ise mastisitli

ineklerin siitleri ile saglikli ineklerden elde edilen temiz siitlerin birbirine



karigsmasidir (Kiipliilii ve ark., 2002). S. aureus genis pH ve sicaklik araliginda
gelisme gosterebilmekte ve bircok gida maddesinde canliligini koruyabilmektedir

(Le Loir ve ark., 2003).

Bu c¢alismanin amaci nisin ve kekik yaginin patojen mikroorganizmalar olan
L. monocytogenes ve S. aureus iizerine etkisini belirlemek, ¢apraz kontaminasyon
riskine karsi eklenen nisin ve kekik yaginin kaymagin mikrobiyal kalitesi lizerine

etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Siit ve Onemi

Siit, insan yasaminin her asamasinda oncelikli olan ve sagligin hayat boyu
korunmasi i¢in bliyiik 6neme sahip besin kaynaklarindan bir tanesidir (Kutluay-
Merdol, 2015). Siitiin igerdigi ¢esitli besin oOgeleri ¢ocukluk ve yetiskinlik
donemlerinde ihtiyag duyulan gereksinimlerin ¢ogunu karsilamaktadir. Su, protein,
karbonhidrat, yag, vitamin ve minerallerden olusmaktadir. Cesitli hayvan tiirlerine ait
siitlerin bilesimi Tablo 2.1°de verilmistir. Hayvan tiirlerine gore siit bilesimleri
farklilik gosterse de, inek siitii ortalama %87,3 su, %5 karbonhidrat, %3,5 yag, %3,4
protein ve %0,7 mineral igermektedir. Manda siitiinde ise %82,09 su, %4,86 laktoz,
%4,16 protein, %7,96 yag ve %0,78 mineral madde bulunmaktadir. 100 gram siite ait
enerji ve besin icerikleri Tablo 2.2°de verilmistir. Bununla birlikte iklim, hayvanin
beslenme sekli ve hayvan hastaliklart gibi bir¢ok faktdr siitiin bilesiminin
degismesinde Onemlidir. Siitte bulunan proteinler laktoalbumin, laktoglobulin ve
kazeindir. Siitlin iceriginde bulunan karbonhidrat laktozdur. Siit yaginin yaklasik iicte
biri doymamus, kalan iigte ikilik kism1 ise doymus yag asitlerinden olusur. Oleik asit
ve palmitik asit en fazla bulunan yag asitleridir. Siit yaginin kendine 6zgii tat ve
kokusu iceriginde az miktarda bulunan biitirik ve miristik yag asitlerinden
kaynaklanmaktadir. Siit yagi igerisinde erimis halde A vitamini aktivitesi olan beta-
karoten ve retinol ile fosfolipidler de bulunur. Siitte vitamin olarak B grubu
vitaminlerin hepsinden ¢ok veya az miktarda bulunmaktadir. Riboflavin i¢in iyi
kaynak olarak gosterilmektedir ancak tiamin igerigi ¢ok diisiiktiir. Mineral olarak ise
fosfor ve kalsiyum baglica minerallerdir. Demir ise en az bulunan mineraldir.
Ulkemizde siit, yogurt, peynir ve ayranmn yani sira kaymak da yogun bir sekilde
tilketilmektedir (Baysal, 2004).



Tablo 2.1. Bazi siit gesitlerinin bilesimi (Anonim, 2019a).

Siitler Su (%) Protein Yag Laktoz = Mineral Madde
(%) (%) (%) (%)
Inek Siitii 87,3 34 3,5 4,8 0,75
Kegci Siitii 87,14 3,71 4,09 4,20 0,78
Koyun Siitii 82,90 5,44 6,24 4,29 0,85
Manda Siitii 82,09 4,16 7,96 4,86 0,78

Tablo 2.2. 100 gram siite ait enerji ve besin degerleri (Anonim, 2019a).

Yagh Yarim Yagh Yagsiz

Su (g) 87,9 89,2 90,8
Enerji (kcal) 61 50 35
Karbonhidrat (g) 4,7 4,8 4,9
Yag (g) 3,3 19 0,2
Protein (g) 3,3 3,3 3,4
Kiil (g) 0,7 0,7 0,8
Kalsiyum (mg) 119 122 123
Fosfor (mg) 93 95 101
Demir (mg) 0,1 0,1 0,0
Sodyum (mg) 49 50 52
Potasyum (mg) 152 154 166
Vit. A ve Karoten (IU) 126 205 204
Tiamin (mg) 0,04 0,04 0,04
Riboflavin (mg) 0,16 0,17 0,14
Niasin (mg) 0,1 0,1 0,1
Vit. C (mg) 1 1 1

Siit yag1 birgok siit tirliniiniin tiretiminde 6nemli rol oynamakta ve iilkemizde

yoresel olarak iiretilen bazi siit tirlinlerinin temelini olusturmaktadir. Edirne, Afyon,

Bursa, Istanbul, Izmir, Kocaeli ve Ankara gibi sehirlerde ydresel olarak iiretilen ve

stit yaginin birincil hammadde olarak kullanildig: siit iiriinlerinden biri de kaymaktir

(Kurt ve Ozdemir, 1988). Kaymak, biiyiik sehirler basta olmak iizere hemen hemen

her yerde bal ve siitle karistirilarak tiiketilmektedir. Afyon’da ise yine yoresel bir

tiretim olan lokumun igerisine konarak kaymakli lokum olarak da tiiketilmekte ve

satiga sunulmaktadir (Adam, 1971). Tereyaginda bulunan siit yagi orami %82

olmasina karsin kaymakta bu oran %60 civarindadir ve bu da kaymagm Kkalori

miktarinin tereyagindan daha az oldugu sonucunu dogurmaktadir (Sahan ve ark.,

2009).



2.2. Kaymagin Genel Ozellikleri

Kaymak, Tiirk Gida Kodeksi Krema ve Kaymak Tebliginde “agirlik¢a en az
%60 oraninda siit yagi bulunduran krema” olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2003).
Afyon kaymag ise; “Manda siitiiniin, uygun teknige gore kaynatilip 92 °C’de 2 dk
tutulmast  ve uygun teknikle sogutulmasi ile e¢lde edilen {iriin” olarak

tanimlanmaktadir.

Kaymagin {iretimi i¢in manda siitiiniin daha fazla tercih edilmesinin yaninda
cesitli hayvanlarm siitleri de kullanilmaktadir. Insanlar tercihlerinin lezzetten yana
kullanmaktadirlar. Manda siitlinlin yag renginin beyaz olmasi ve kaymak baglama
oraninin yliksek olmasi hem lezzetini hem de besin degerinin arttirmaktadir.
Giiniimiizde sulu verimli otlaklarin azalmasi ve mandalarin verimleriyle ilgili
gerekliliklerin yerine getirilmemesi, mandalarin sayilarinda azalmaya neden
olmustur ve bunun sonucu olarak da yoresel manda kaymag: iretiminde 6nemli
sekilde azalmalar meydana gelmistir. Yoresel iiretimin ve manda sayisinin azalmasi
sonucunda biiylik sehirler basta olmak {izere artan talebi karsilamak amaciyla inek
siitlinlin yag oranm1 arttirtlip manda siitlinlin ~ yerine kaymak iiretiminde

kullanilmaktadir (Tekinsen, 2000).

Siitiin yagi ile yagsiz kismindaki yogunluk farki kaymak baglama giictinii
olusturmaktadir. Dinlendirilen siitlerde, belirli bir siire sonra biiyiik ¢ogunlugu
yagdan olusan kaymak tabakasinin siit yilizeyine ¢ikmasi kaymak baglama giiciinden

kaynaklanmaktadir (Oysun, 1990).

Siitte bulunan kiimelesme oram yliksek olan yag globiilleri, hizli bir sekilde
daha ¢ok kaymak baglayabildigi i¢in kiimeleserek kaymak baglama giiciine oncelikli
olarak etki eder. Globiil kiimeleri, fiziksel etkilerden ¢ok ¢abuk etkilendigi i¢in siitiin
kaptan bosaltilmasiyla ya da calkalanmasiyla parcalanarak kaymak baglama giicii
olumsuz etkilenebilmektedir. Ozellikle yapilan homojenizasyon yag globiillerini
pargaladig1 i¢in kaymak baglama giiclinii azaltmaktadir. Yapilan ¢alismalar kaymak
baglama giiciine etki eden bir dier parametrenin de sicaklik oldugunu gostermistir.

Yag globiillerinin kiimelesme giicii, diisiik sicakliklarda ve globiillerin kiimelesme



yapmasinda c¢ok biiylik etkisi olan protein benzeri maddelerin piht1 olusturmasindan
dolay1 yiiksek sicakliklarda (>63 °C) zayiflamaktadir (Oysun, 1987). Yiiksek sicaklik
uygulamalarina bagh olarak siit yaginin kaymak baglayamamasindan dolay1r kaymak

verimi de azalmaktadir.

Yapilan bir ¢aligmada 63 °C’de 13 dk, 68 °C’de 1 dk ve 71 °C’de 16 saniye
bekletilen siitlerde kaymak baglama giiclinde herhangi bir degisiklik olmadigi, ancak
bu sicaklik derecelerinin iizerine ¢ikildiginda kaymak baglama giiciiniin sicaklik

artis1 ve maruziyet siiresi ile orantili bir sekilde etkilendigi belirtilmistir (Yoney,

1970).

Siit yagi, siit tiriinlerinde biiylik paya sahip bir kalite unsuru iken iiretilen
birtakim yoresel slit mamullerinde 6nemli bir bilesen olarak hammadde gorevi
gormektedir. Kaymak da bu bilesenin daha konsantre hale getirilerek iretildigi
yoresel bir iriindiir. Tirk Standartlart Enstitiisii TS 1864 standardinda (Anonim,
2008), siit yag1 bazli iriinler koku, renk, tat ve kivam bakimindan kendine has
olmali, direkt tiikketime verilecek olanlarda pastorizasyonun en diisiik formunda (72

°C/15-20 s) 1s1l isleme tabi tutulduktan sonra tiiketim i¢in sunulmalidir.

Siit ve siit tiriinlerinde tat, fiziksel 6zellik, besin degeri ve aroma bakimindan
siit yag biiyiik role sahiptir. Ozellikle kaymak ve tereyag: gibi yiiksek siit yag
oranina sahip triinler diger yag ve yag bazli liriinlerden farkli olarak kendilerine ait
koku, tat ve aromalar1 sebebiyle biiyiik ilgi goren siit triinleridir (Metin, 2005).
Iceriginde bulunan fazla miktardaki doymus yag asitlerinden dolayi, siit yag: ile
insanlarda olusan birtakim hastaliklar arasinda iligski oldugu belirtilmekle birlikte son
zamanlarda yapilan aragtirmalarda sonuglara bakildiginda, siit yagiin igeriginde
bulunan konjuge linoleik asidin (KLA) insan sagligi igin yararli niteliklere sahip
oldugu ve yapisinda bulunan kisa ve orta zincirli yag asitleri nedeniyle de
sindiriminin kolay oldugu goriilmektedir (Segkin ve ark., 2005; Tekinsen, 2010).
Yagda ¢oziinebilen A, D, E ve K vitaminleri ile esansiyel yag asitlerini (arasidonik
asit, linoleik asit) igermesi ve ¢ok iyi bir enerji kaynagi olmasi sebebiyle insan
beslenmesi bakimindan 6nemli bir yere sahiptir (Akalin ve ark., 2006). Akalin ve

ark. (2005), tarafindan yapilan bir ¢alismada, bitkisel {irlinlere kiyasla hayvansal



iriinlerde KLA miktar1 daha fazla bulunmus ve hayvansal kaynakli {iriinlerde ise
gevis getiren hayvanlarin dokularindaki diizey daha yiiksek bulunmustur. Dolayistyla
siit ve siit yag1 bazli kaymak ve tereyagi gibi siit {irtinleri KLA bakimindan kaynak

teskil etmektedir.

Ulkemiz disinda farkli iilkelerde de kaymak benzeri siit mamulleri
iiretilmektedir. Ozellikle Ingiltere’de iiretilen ve “clotted cream” seklinde
isimlendirilen yoresel bir krema ¢esidi bulunmaktadir. Uretilen bu geleneksel {iriin
sarims1 renkte ve graniil yapisindadir ve genellikle pogaga, ¢corek gibi iiriinlere ya da

meyvelerin iizerine siiriilerek tiiketilir (Early, 1991).

Avrupanm giineydogu bolgeleri ile Iran, Afganistan ve Hindistan’da da
kaymak benzeri iiriinler iiretilmektedir. Sirbistan’da inek siitiinden “kajmak” ad1 ile
bilinen kaymak ¢esidinin yanisira Bosna-Hersek ve Karadag’da koyun ve inek siitii
karigimindan iiretilen kaymaklar da vardir. Kaymak tiretiminde kaynamis siit 24 saat
10-15 °C’de bekletilir ve iizerindeki kaymak toplanarak tuz ilave edilir. Uriin ya taze
olarak tiiketilir ya da 15-18 °C’de 15-20 giin olgunlastirildiktan sonra satiga sunulur.
Taze kaymagin nem orani %30-40, yag oran1 %40-55, kurumaddede yag orani %65-
80, protein igerigi %5-10, tuz orani ise %0,5-2’dir. Olgunlastirilmis kaymakta ise
nem %15-35, yag %50-70, kurumaddede yag oran1 %75-90, protein %2-7, tuz ise
%1-3,5’tir. Taze kaymak beyazdan acik fildisi rengine, olgun kaymak ise koyun

slitiine bagl olarak beyaz ile agik sar1 tonlarinda olmaktadir (Pudja ve ark., 2008).

Farkli yag (%4, %6 ve %8) ve protein (%3,4, %4,2 ve %5) igeren siitlerden
iretilen kaymaklarin list katman bilesimi Oonemli derecede farklilik gostermis,

proteinin etkisi yaga kiyasla daha az gozlenmistir (Nedeljkovic ve ark, 2011).

Kaymak, siit yaginin konsantre bir ¢esidi olmasmin yaninda, inek siitiine
krema eklenip yag orani arttirilarak ya da direkt manda siitii kullanilarak da
iretilmektedir. Kaymagin geleneksel iiretimine bakildiginda, siit sagildiktan sonra
stizme islemi gerceklestirilir. Siiziilen siit genis tabanli, dar agizl 2,5-3 litrelik 6zel
kaymak tavalarina almir. Ilk islem olarak 70-75 °C’ye kadar 6n 1sitma yapilir. On

1sitma asamasinda siitiin dibinin tutmamasi igin siirekli karistirilir. 90-95 °C’ye kadar



isitilan - siitlin - kabarmasi1 saglanir. Bu olaya halk dilinde “gobek baglama”
denilmektedir. Sonrasinda hem kaymagin kopiiklii ve gozenekli olmasini saglamak
hem de kremanin hizli sogumasini saglamak icin siitler 8-10 cm derinligindeki
tavalara yiiksekten bosaltilir. Tavalara dokiilen siit 40-45 °C’ye sogumasi i¢in serin
odalara alinir. Soguyan siitler ikinci defa 70-75 °C’ye kadar 1sitilip 24 saat soguk bir
ortamda kaymak tabakasinin olusup sekillenmesi i¢in bekletilir. Bu siire sonunda
igne ya da bicak gibi ince uglu bir aletle kaymak tizerinde birbirine dik iki kesik
atilir. Tavanin etrafi da cizilerek kaymagin daha rahat ¢ikmasi saglanir. Her bir
kaymak parcasi ters gevrilerek diiz bir tabaga alinir ve daire seklinde yerlestirilir. Bu
sekilde elde edilen kaymaklarda raf omrii +4 °C’de yani buzdolabi sartlarinda
yaklagik 4-5 giin olarak belirlenmistir (Pamuk, 2017).

Van ve cevresinde kaymak iretimi i¢in genellikle manda siitiiniin
kullanilmasmin yaninda manda sayisindaki azlik ve dolayisiyla manda siitii
yetersizligi nedeniyle liretimde inek siitii de tercih edilmektedir. Erzurum yoresinde
ise kaymak iiretiminde inek siitli kullanilir ve bu iki yorede kaymak tiretim asamalar1
birbirine benzer sekildedir (Hasdogan, 2004). Siit sagim isleminden sonra siiziiliir ve
yaklasik 1 saat kaynamaya birakilir. Kaynayan siit belirli bir yiikseklikten hazirlanan
tavalara dokiiliir. Yiiksekten dokiilmesinin amaci yine kopiik olusturmaktir. Tavaya
dokiilen siit koz bulunan firin, gukur veya tandira konarak iizeri ortiiliir ve beklemeye
birakilir. Yaklagik 12 saat bekletildikten sonra kaymak temizlenmis bir kaba alinir,

dilimlenip satisa sunulur (Kurt ve Ozdemir, 1988).

Puda ve ark. (2006), geleneksel iiretimi standardize ederek yapilan kaymak
tiretiminde yasanilan olumsuzluklarin giderilebilecegini ve iiretimin 3-4 saat daha
kisa siirede tamamlanabilecegini belirtmektedir. Balkan bdlgesinde iiretilen
kaymaklarin %16’simimn yonetmeliklere uygun olmadigini, yag igeriginin ve bakteri
yiikiinlin standart olmas1 gerektigini belirten Puda ve ark. (2006), kaymak {izerine

siniflandirma yapilmasinin gerekli oldugunu vurgulamaktadir.
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a b

Sekil 2.1. Manda kaymag (a), (Anonim, 2019b) ve inek siitii kaymag (b), (Anonim
2019c).

Liile kaymagi yapiminda ise siitiin yanmamas1 ve dibinin tutmamasi i¢in
stirekli karigtirilarak ocak tizerinde 85-90 °C’ye kadar 1sitilan siit tava veya kaplara
yukaridan bosaltilir. Siit yagimin liste ¢ikmasi igin siit yaklagik 40-45 °C’ye kadar
sogutulup tekrar sicakligt 75-80 °C olacak sekilde isitilip pisirilir. Bir gece
dinlendirilerek kaymak baglamasi beklenir. Bir giin sonrasinda olusan kalin kaymak
tabakasi {izerine kaymagin daha diizglin kesilebilmesi ve kivamiin yerinde olmasi
icin buz pargalar1 serpilir. Diizenli sekilde bir lille genisliginde dilimlenir. Rulo

seklinde sarilarak liile sekli verilir (izmen ve Eralp, 1967).

Sekil 2.2. Liile kaymagi1 (Anonim, 2019d).
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Kuru kaymak (Sekil 2.3) ise Nevsehir, Erzincan ve Sivas cevrelerinde
tiretilen yoresel bir siit iiriiniidiir. Derin kazanlara bosaltilan siit, 100 °C’ye kadar
isitilir.  Isitmada  genellikle odun komiirii, odun, hayvan gilibresi veya tiip
kullanilmaktadir. Is1 kaynagimin siddeti azaltilarak siit belirli bir yiikseklikten
(yaklasik 1 metre) yayvan tavalara bosaltilir. Siddeti azalmis ateste kremanin
olusmasi igin siitler 2-3 saat bekletilir. Sonrasinda olusan kaymak tabakasi bigak
yardimiyla kesilir. Kesilen kaymak tabakasi oklava yardimiyla tavalardan alinarak

kalburlar {izerinde golgelik ve serin ortamda kurumaya birakilir (Senel, 2016).

Sekil 2.3. Kuru kaymak (Anonim, 2019e).

Kaymak iiretim yerlerinde bulunmasi gereken asgari kosullar “Siit ve
mamullerinin istihsal ve satisina mahsus mahal ve levazim ile siit veren hayvanlarin
yasadiklar1 ve sagildiklart yerlerin sthhi sartlarmin tespitine dair yonetmelikte”
dikkat c¢ekmektedir. Bu yonetmelige gore siitlerin pisirme, kaymak yapim,
ambalajlama ve kirlilerin temizlendigi alanlar ayr1 sekilde bulunmalidir (Ipekgioglu,
2009). Kaymagm iretildigi asamalarda ise siitlerin siiziilmeden tencerelere
konulmamasi, pisirme isleminin yapildig1 yerde baca ve havalandirma tertibatinin
yeterli olmasi, pisirme asamasinda dogrudan karigtirma yerine ekipmanlarla
karistirtlmas1 gerektigi ve tiim bu islemlerin yapildigr alanlarin dayamikli ve
temizlemeye uygun sekilde olmasi gerektigi belirtilmistir. Yine ayn1 yonetmelikte

iretimden hemen sonra uygun sekilde temizlenmesi gerektigi ve bakir tava
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kullanilacaksa mutlaka kalaylanmis olmasi ve kalaymin ¢ikmamis olmasina dikkat

edilmesi gerektigi belirlenmistir (Ipekgioglu, 2009).

Tirkiye’de kaymak olarak bilinen iirliniin 06zellikleri, diger {ilkelerde
“samuli”, “samin”, “ghee” ve “meshho” olarak bilinen iiriinlerden farklilik
gostermektedir. Bu yoresel triinlere kiyasla kaymak igeriginde daha az oranda siit
yagt ve daha fazla oranda nem barindirmakta ve {iretimi esnasinda fermantasyona
tabi tutulmamaktadir. Tiim bu farkliliklar da kaymaga ait depolama Omriine etki
etmekte ve fermantasyona tabi tutulmadig: i¢in de raf 6mrii kisalmaktadir. Kaymak
disinda tereyagi da dahil olmak tizere diger siit yagi bazli iiriinlerin ortalama raf dmrii
6 ile 8 ay arasinda olmasina ragmen kaymagin raf 6mrii en fazla bir hafta ile sinirh
kalmaktadir. Bu sinirlandirmalara neden olan etkenlerin basinda da pastorizasyon
islemi gelmektedir. Pastorizasyon islemi sonrasinda kaymak mikrobiyal bulasmaya
acik hale gelmektedir (Robinson, 1983; Akalin ve ark., 2006). Mikrobiyal
kontaminasyonun engellenmesi ve raf dmriiniin daha da arttirilabilmesi i¢in etkili ve
gerekli etmenlerden birisi kaymagin depolanmasi esnasindaki sicakliktir. Genellikle
0 °C civarindaki sicaklik dereceleri kaymagin duyusal ozelliklerinin ve kalite
kriterlerinin korunabilmesi icin gerekli olan degerlerdir. Ozellikle 6 °C’yi asan
sicaklik degerlerinde bakterilerin iiremeleri ile gelisimleri artmakta ve Kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal birgok bozulma meydana gelerek {iriin kalitesi

azalmaktadir.

Eralp (1969), tarafindan yapilan bir c¢alismada depolama sicakliginin
kaymagin kalitesi tizerine etkileri incelenmis ve yaklasik 10 giin depolanan
kaymaklarda en onemli etkenin asitlik derecesi oldugu sonucuna varilmistir.
Sogutucularin  genel olarak c¢alistigt 3-5 °C sicaklik degerlerinde kaymak
orneklerinin asitlik dereceleri artmaya baslamis, -5 °C civarlarindaki sicaklik
degerlerinde ise asitlik derecesi degismemistir. Ancak bu eksi sicaklik degerlerinde
orneklerin daha da katilastigi, tiiketim sirasinda kirilma seklinde yapi kusurlarinin
ortaya ¢iktif1 gbzlenmistir. Olusan bu duyusal olumsuzluklar sonucunda yapilan
aragtirmada kaymaklarin raf omriiniin ¢ok uzatilmadan en fazla 3 giin igerisinde
tilketilmesi gerektigi ve buzdolab: sicakliginda muhafaza edilmesinin zorunlu oldugu

sonucuna varilmistir.
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Sagun ve ark. (2001), tarafindan Van’da yapilan bir arastirmada, 6 adet
kaymak 6rneginin 2’sinde Staphylococcus aureus ve 1 tanesinde E. coli saptanmustir.
Yilsay ve Bayizit (2002), tarafindan yiiriitiillen bir diger ¢calismada Bursa’da satisa
sunulan 30 adet kaymak Ornegi mikrobiyal kalitenin belirlenmesi i¢in
degerlendirmeye alinmistir. Alinan 30 6rnekten 9’unda koliform bakteri, 8 6rnekte
Shigella ve Salmonella, 26’sinda Staphylococcus tiirleri ve 2 tanesinde de E. coli

varligi tespit edilmistir.

Tereyagi, kaymak, krema ve tam yagl siittozunun yaninda yag oranmi diisiik
olan iriinlerde bile meydana gelebilen oksidasyon, yag icerigi yiiksek olan iiriinlerin
en fazla maruz kaldigi kimyasal reaksiyondur. Oksidatif bozulmalar gida
giivenilirligini ve besin degerini diisliren, oksidasyon sonrasinda aroma ve lezzet
degisikliklerine etki eden ana sebeplerden bir tanesidir. Siit yaginda meydana gelen
oksidatif bozulmanin en iyi gostergesi metalik tat veya don yagi gibi koti tat
algilanmasidir. Bu kotii tat olusumlariin nedeni ise oksidasyon sonucu ortaya ¢ikan
hidroksi asitlerdir. Proteinler ile oksidasyon sonucu olusan {iriinler tepkimeye
girmekte yeni kivam, doku ve tatlar olusmakta ve iirlin renginde degisiklikler

meydana gelmektedir (Oncii, 2012).

Trigliseritler siit ve mamullerinin yapisinda rol alirlar ve {retimden
depolamaya kadar her asamada degisik etmenler nedeniyle kendi yapitaslarina
ayrisabilirler. Hidrolizasyon olarak bilinen bu tepkimede en dnemli par¢alanma lipaz
enzimi etkisiyle gergeklesen lipolizdir. Lipoliz sonucunda aci bir tat ve keskin bir
kokuya sahip kaprilik ve biitirik asit gibi kisa zincirli yag asitleri ile kokusu ve tadi
hissedilmeyen uzun zincirli yag asitleri olusur (Metin, 2005). Lipaz kiifler, mayalar
ve bazi bakteri tiirleri tarafindan tiretildigi gibi siitte dogal olarak da bulunmaktadir
(Metin, 2005). Lipolizin incelendigi bir¢ok aragtirmada yagh siitlerin yag asidi
kompozisyonu ile lipaz enzimi aktivitesi arasinda ilgi bulunmadigi belirlenmis ve
slitte serbest yag asidi olusumuna siitte bulunan trigliseritlerin lipaz ile etkilesimde

bulunmasinin neden oldugu belirtilmistir (Kocaoglu, 2009).
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2.3. Kaymagin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde yapilmis son
degisikliklere gore kaymakta belirtilen mikrobiyolojik o6zellikler Tablo 2.3’te

verilmistir (Anonim, 2011).

Kaymakla ilgili yapilan c¢alismalara bakildiginda, kaymaklarin kuru madde
oranlarin1 izmen ve Eralp (1967), %61,27-75,83; Hamzacebi (1973), %37,23-78,00;
Kurt ve Ozdemir (1988), % 41,99-77,08; Con ve ark. (2000), %62,73-66,97 ve
Oksiiz ve ark. (2000), %63,50-74,00 degerleri arasinda oldugunu tespit etmislerdir.
Kaymaklara ait yag oranlar1 ise ayni caligmalarda %18,00 ile 9%76,00 araliginda
bulunmustur. Bu sonuglar da g¢aligilan kaymak 6rneklerinin yag oraninin Tiirk Gida

Kodeksinde belirtilen limitlerin altinda kaldigini gostermektedir.

Hamzagebi (1973), tarafindan kaymagin mikrobiyolojik kalitesinin
incelenmesi i¢in yapilan bir arastirmada Afyon kaymaklari incelemeye alinmis ve
maya-kiif sayisiin 0-7,0x10° KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayisinin 5,0-
9,4x10" KOB/g ve toplam aerob mezofil mikroorganizma sayismin 6,0x10°-
3,01x10%° KOB/g araliklarinda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2.3. Kaymaga ait mikrobiyolojik 6zellikler (Anonim, 2011)

Mikroorganizmalar Numune alma plani Limitler (*)

n c m M
Koliform bakteriler (3) 5 2 9 95
Maya ve kiif 5 2 102 103
S. aureus (4) 5 2 102 103
Salmonella spp. 5 0 0/25 g-mL
L. monocytogenes 5 0 0/25 g-mL

(*) : Limit KOB/g-mL olarak degerlendirilir. KOB: Koloni olusturan birim (kat1 besiyerinde)
n: Numune sayisi; ¢: m ile M limiti arasinda olan numune sayi1st

Kurt ve Ozdemir (1988), yaptig1 bir ¢alismada Erzurum yéresinde imal edilen
kaymaklarda ortalama 2,1x10° KOB/g maya-kiif, 8,3x10?> KOB/g koliform grubu
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mikroorganizma, 2,3x10? KOB/g S. aureus ve 1,5x10° KOB/g toplam aerob mezofil

mikroorganizma tasidigi tespit edilmistir.

Giindogdu (1999), tarafindan Tekirdag’da tiretilen 21 kaymak 6rnegi lizerine
yapilan bir ¢alismada ortalama maya-kiif sayis1 6,36x10° KOB/g, koliform grubu
mikroorganizma sayis1 1,8x10° KOB/g, S. aureus sayis1 1,23x10? KOB/g, toplam
aerob mezofil mikroorganizma sayis1 2,3x10* KOB/g, lipolitik mikroorganizma

sayist ise 4,13x10% KOB/g seklinde tespit edilmistir.

Oksiiz ve ark., (2000), yapmis oldugu ¢alismada 21 farkli kaymak drnegini
incelemis ve bu orneklerin sadece 2 tanesinin disinda geri kalan tiim 6rneklerin Tiirk
Gida Kodeksine uymadigmi belirtmiglerdir. Yapilan diger c¢alismalarda da
kaymaklara ait yag oranlar1 g¢ogunlukla diisiik bulunmustur. Bu yag oram
diisiikliigliniin sebebinin ise kaymak yapiminda kullanilan siitiin inek siitii olabilecegi
bazi arastirmacilar tarafindan vurgulanmistir. Diger taraftan kaymaklara ait protein
iceriklerini ele alan ¢alismalarda kaymagm kuru madde miktarinin protein
miktarinda farklilik olusturabilecegi belirtilmistir. Kaymaklara ait mikrobiyolojik
bulgularin ise Tirk Gida Kodeksinde verilen limit degerleri astigi tespit edilmistir.

Sagun ve ark. (2001), tarafindan Van ilinde bulunan ve kahvalti yerlerinde
tilketiciye sunulan kaymak Ornekleri degerlendirmeye alinmistir. Bu degerlendirme
sonucunda maya-kiif sayis1 2,60 log KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayisi
1,32 log KOB/g, S. aureus sayist 0,73 log KOB/g, toplam aerob mezofil
mikroorganizma sayis1 5,45 log KOB/g ve E.coli sayis1 0,60 log KOB/g olarak

bulunmustur.

Yilsay ve Bayizit (2002), Bursa’da satisa sunulan kaymak numunelerini
mikrobiyolojik olarak incelemislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada maya-kif sayisini
ortalama 5,28 log KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayisini ortalama 4,25 log
KOB/g, toplam aerob mezofil mikroorganizma sayisini ortalama 5,71 log KOB/g

olarak bulmuslar ve yalnizca iki numunede E. coli tespit etmislerdir.
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Ozalp (1971), tarafindan Ankara ilinden temin edilen pastdrize ve dzel imalat
100 farkli tereyagi numunesinin degerlendirildigi bir ¢alismada maya-kif sayisi
pastorize tereyaginda 1,4x10* KOB/g ve 6zel imalat tereyaginda 7,8x4x10* KOB/qg,
koliform grubu mikroorganizma sayisi pastdrize tereyaginda 4,23x102 KOB/g ve 6zel
imalat tereyaginda 2,62x10? KOB/g, toplam aerob mezofil mikroorganizma sayisi
pastorize tereyaginda 4,1x10° KOB/g ve 6zel imalat tereyaginda 1,2x10" KOB/qg,
lipolitik mikroorganizma sayis1 pastorize tereyaginda 2,2x10* KOB/g ve 6zel imalat

tereyaginda 1,4x10° KOB/g diizeyinde bulunmustur.

Ozalp ve ark. (1978), tarafindan yapilan ve farkli illere ait 20 adet &zel
tiretilen ve 9 adet pastorize kahvaltilik tereyagi numunesinin incelendigi bir
calismada maya-kiif sayis1 pastorize tereyaginda 3.50x10% KOB/g ve 6zel iiretilen
tereyaginda 5.30x10* KOB/g, toplam aerob mezofil mikroorganizma sayis1 pastdrize
tereyaginda 2.33x10% KOB/g ve 6zel iiretilen tereyaginda 1.26x10° KOB/g, lipolitik
mikroorganizma sayis1 pastdrize tereyaginda 4.10x10* KOB/g ve ozel iiretilen

tereyaginda 2.90x10* KOB/g seklinde bulunmustur.

Kurdal ve Koca (1987), tarafindan Erzurum’da tiikketime sunulan tereyaglarin
mikrobiyolojik &zelliklerinin degerlendirildigi bir ¢alismada maya-kiif sayisi
0-112x10* KOB/g ve koliform grubu bakteri sayis1 0-2400/g araliginda tespit

edilmistir.

Sert ve Ozdemir (1989), kis mevsiminde tiiketilen Erzurum yoresine ait
kahvaltilik tereyagi numunelerini yaptiklart bir c¢alismada degerlendirmislerdir.
Arastirmacilar maya-kiif sayisim1 1,9x10* KOB/g, koliform grubu mikroorganizma
sayist 1,9x10° KOB/g, S. aureus sayisim 20 KOB/g ve toplam aerob mezofil
mikroorganizma sayisini 1,4x10° KOB/g olarak belirtmislerdir.

Yal¢in ve ark. (1993), tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, Konya’da
tilkketilen kahvaltilik tereyagi numuneleri iizerine yapilan bir ¢alismada maya-kiif
sayis1 0-2,3x10° KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayis1 0-7,4x10° KOB/g,
toplam aerob mezofil mikroorganizma sayis1 2,7x10°-4,7x107 KOB/g, lipolitik

mikroorganizma sayisi 0-1,6x10° KOB/g olarak belirlenmistir.
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Patir ve ark. (1995), Elazig ilinde tiiketilen kahvaltilik tereyagi numunelerinin
mikrobiyolojik Kkalitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada maya-kiif sayis1 9,0x10°
KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayis1 4,1x10* KOB/g, toplam aerob
mezofil mikroorganizma sayis1 9,1x10° KOB/g ve lipolitik mikroorganizma sayisi

ise 7,4x10° KOB/g degerleri arasinda bulunmustur.

Erzurum ilinde tiiketime sunulan 11 mandira, 22 6zel iiretim yerlerine ait
mutfak tipi tereyaglar1 iizerine yapilan bir calismada, Orneklerin mikrobiyolojik
kalitesi incelenmistir (Bakirc1 ve ark., 2000). Orneklerin maya-kiif sayis1 6zel {iretim
tereyaginda 5,10 log KOB/g ve mandira iretimi tereyaginda 5,25 log KOB/g,
koliform grubu mikroorganizma sayisi 6zel tiretim tereyaginda 1,73 log KOB/g ve
mandira lretimi tereyaginda 2,12 log KOB/g; ortalama toplam aerob mezofil
mikroorganizma sayisi 6zel iiretim tereyaginda 7,04 log KOB/g ve mandira iiretimi
tereyaginda 6,92 log KOB/g, lipolitik mikroorganizma sayis1 6zel iiretim tereyaginda
4,42 log KOB/g ve mandira iiretimi tereyaginda 4,33 log KOB/g seklinde tespit
edilmistir. Bu sonuglarin yaninda ozel iiretim tereyaglarinin %18.8’inde ve mandira

tiretimi tereyaglarmin da %9.09’unda E.coli bulunmustur.

Sancak ve ark. (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada Van ilinde tiiketilen
50 kahvaltilik tereyagi numunesi incelenmistir. Bu calismada maya-kiif sayis1 6,74
log KOB/g, koliform grubu mikroorganizma sayisi 0,28 log KOB/g, lipolitik
mikroorganizma sayist 6,53 log KOB/g ve E. coli sayisi ise ortalama 0,13 log KOB/g

olarak bulunmustur.

Afyon ili marketlerden toplanan 30 adet kaymak Ornegi iizerinde yapilan
calismada, toplam aerobik bakteri sayismin 10%-1028 KOB/g olarak degistigi
belirlenmistir. Arastirmada mikrokok, stafilokok, enterobakter ve koliform bakteri
diizeyi &rneklerin  %20’sinde 10* KOB/g olarak saptanmistir. Koagiilaz (+)
stafilokok, E. coli, B. cereus ve siilfiir indirgeyici anaerob bakteri tespit edilmemistir

(Sirikan ve Erol, 2009).
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2.4. Listeria monocytogenes

Listeria spp., gram pozitif, kokobasil ve ¢ubuk formunda, sporsuz, fakiiltatif
anaerob ve mikroaerofil psikrotrof bakteridir. Hareketli olmasi gelisme sicakligindan
etkilenmekle birlikte 6 taneye kadar peritrik flagellasi bulunabilir. 30 °C’yi asan
sicakliklarda hareket kabiliyeti yoktur. 3 ile 45 °C araligindaki sicaklik degerlerinde
ve basit besiyerlerinde mikroaerofilik veya aerobik kosullar altinda gelisme
gosterebilirler. Oksidaz (-) ve Katalaz (+) 6zellik gosterirler (Ipekcioglu, 2009). Son
yapilan taksonomiler ile 15 tiirii bulunmaktadir. L. monocytogenes (Pirie, 1940), L.
grayi (Larsen ve Seeliger, 1966), L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii,
L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L.
aquatica, L. cornellensis, L. riparia ve L. grandensis (Weller ve ark., 2015).

Listeria tiirleri toprak, lagim, su, ¢lirimiis sebzeler, taze dondurulmus kanath
etleri, taze ve islenmis et tirtinleri, yumusak peynirler, ¢ig siit, hayvan yemi, silaj ve
mezbaha atiklarinda olmakla birlikte dogada yaygin bir sekilde bulunur. Ancak
clirimiis sebzeler ile toprak temel kaynak olarak kabul edilmemektedir. Ciinkii
Listeria tiiri 22 tiir kanath ile 42 tir memeli, kabuklular, baliklar ve boceklerden
izole edilmistir. Bu ylizden hayvansal veya bitkisel kaynakli gida ve gida iiriinlerinde
bulunmas: kagimilmazdir. Insanlar i¢in patojen tiir ise L. monocytogenes 'tir (Barza,
1985).

Listeria enfeksiyonlarmin ¢ok biiyiik bir boliimii siitin mide asidine karsi
bakterileri koruma 6zelliginden dolay: siit ile bagirsaklara kadar ulagmakta ve bu
durum enfeksiyonlarin olusumunda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir (EI-Shenawy
ve Marth, 1989).

L. monocytogenes insanlarda menenjit, endokardit, konjunktivit,
meningoensafalit, cilt rahatsizliklar, mukoza lezyonlari, septisemi ve lenf
diigiimlerinde sisme gibi bir¢ok hastalifa sebebiyet vermektedir. Listeriozis ise
hamileler basta olmak {izere yeni dogan bebeklerde, bagisiklik sistemleri baskilanmis

olan bireylerde ¢ok daha yiiksek oranlarda goriilmektedir. Hamilelerde 6lii dogum ve
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diisiik riskini arttirmaktadir. Ortalama inkiibasyon siiresi 2-6 hafta araliginda

degisiklik gostermektedir (Ipekcioglu, 2009).

1980’li yillardan itibaren Avrupa iilkelerinde ve 6zellikle Amerika’nin kuzey
kisimlarinda kontamine siit, az pismis tavuk, yumusak peynir, sosis ve ¢ig et
tirtinleri, deniz kabuklular1 ve baliklar ile lahana salatas1 benzeri gida maddelerinin
tiikketilmesiyle %30’a varan Sliimler ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde ise bdyle yiiksek
oranlarda oOliimler goriilmemis ancak tiiketime hazir {riinler ile ¢ig siitte L.
monocytogenes varligi tespit edilmistir. Ozellikle ¢ig siitlerin  %18’inde L.
monocytogenes bulundugu ortaya konmustur. Cig siit disinda kokoreg, 1zgara balik,
1zgara tavuk, midye, donmus ineg6l kofte listeriozis bakimindan riskli gidalar

arasinda yer alan tiiketime hazir tiriinlerdir (Tunail, 2000).

L. monocytogenes’in gidalar iizerine etkilerinin arastirildigi caligmalarda
genel olarak siit, peynir, dondurma gibi siit lirtinleri kullanilmis olup kaymak genel
olarak kullanilmamigtir. Yapilan taramalarda ise kaymakla ilgili yayinlara

rastlanmamuistir.

Rosenow ve Marth (1987), yaptiklar1 bir ¢galismada +4 ve +21 °C’de inkiibe
edilen farkli ¢esit dondurmalarin tamaminda L. monocytogenes gelisiminin

dondurma tiirti farketmeden ayni diizeylerde oldugunu belirtmislerdir.

McLauchlin ve Gilbert (1990), Listeria spp. varligi yoniinden incelenen 331
pastorize olmamis si8ir siitiinde 23 (%57), 469 pastorize sigir siitiinde 3 (%0,6), 1130
yumusak peynirde 114 (%10), 448 sert peynirde 14 (%3) ve 274 dondurmada 23
(%8) Listeria spp. tespit edildigini bildirmiglerdir. En fazla L. monocytogenes (%6)
yumusak peynir ve dondurmadan izole edilirken, 209 yogurt 6rneginden hig

izolasyon yapilamamustir.

Polonya’da yapilan bir caligmada, siit toplama tanklarindan alinan 16, siit
ineklerinin her birinden ayr1 ayr1 alinan 81 ¢ig siit 6rnegi IDF’nin (International
Dairy Federation) 6nerdigi izolasyon metoduna gore incelenmis, incelenen tank

stitlerinden 9 (%56,2) L.monocytogenes, 2 (%12,59) Listeria spp., bireysel siit
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orneklerinden 6 (%7,4) L.monocytogenes ve 1 (%1,2) Listeria spp. izole edilmistir
(Kviatek ve ark., 1992).

Kahramanmaras’ta Digrak ve ark. (2000), tarafindan yapilan bir arastirmada,
dondurma satis yerlerinden alinan 86 adet sade dondurma Ornegini g¢esitli
mikroorganizmalarmn varlig: ydniinden incelemislerdir. Incelenen 86 adet dondurma
orneginin dort tanesinde E. coli+K. pneumonia+Listeria spp. varligi belirlenmistir.
Listeria spp. igeren ii¢ 6rnekten alinan bes koloninin L. monocytogenes oldugunu,
diger ornekten alinan bes koloniden dort tanesinin L. grayi, bir tanesinin ise L.

monocytogenes oldugu belirtilmistir.

Kahramanmaras ilinde tiiketime sunulan dondurmalarda Listeria tiirlerinin
varhigini aragtiran bir bagka ¢alismada, Akman (2000), piyasadan topladigi 28 adet
dondurma Orneginin 14’iniin Listeria ile kontamine oldugunu tespit etmistir.
Biyokimyasal testler sonucunda, elde edilen kolonilerin tamami L. grayi olarak

tanimlanmaistir.

Alas (2004), Ankara piyasasindan topladigi 50 beyaz peynir ve 50 adet sade
dondurma orneginde L. monocytogenes ile beraber c¢esitli mikroorganizmalarin
varligini arastirmigtir. Calismada incelenen sade dondurma 6rneklerinin %20°sinden

L. monocytogenes izolasyonu gerceklestirilmistir.

Akman ve ark. (2004), Kahramanmaras’tan temin ettikleri 28, Adana’dan
temin ettikleri 30 adet dondurma olmak iizere 58 adet dondurma 6rnegini Listeria
spp. varligi yoniinden incelemislerdir. Kahramanmaras ilinden alinan orneklerin
14’tinde (%24,1), Adana ilinden alinan orneklerin 10’unda (%17,2) Listeria
tirlerinin varligini belirlemislerdir. Yapilan biyokimyasal tiir tayininde 58 ornekten
22’sinin L. grayi, birer tanesini ise L. innocua, L. welshimeri ile kontamine oldugunu
tespit ederlerken orneklerin hi¢ birisinde L. monocytogenes bulunmadigini ifade

etmislerdir.

Molla ve ark. (2004), siit iiriinlerinde L. monocytogenes ve Listeria tiirlerinin

varligint  belirlemek i¢in 46 dondurma &rnegini incelemisler ve orneklerin 20
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tanesini  Listeria pozitif olarak bulmuslardir. Orneklerin 9’unda Listeria
monocytogenes, kalan 11 ornekte ise diger Listeria tiirleri tespit edilmistir. Sonugta
L. monocytogenes ve diger Listeria tiirlerinin siit iriinlerinde yaygin olarak

bulundugunu bildirmislerdir.

Kaliforniya’da donmus siit triinleri fabrikalarinda yapilan bir arastirmada,
fabrikalarin degisik boliimlerinden alinan 922 6rnekten 111 (%12,04)’inden Listeria
tirleri izole edilmis, incelenen 39 fabrikanin 5’inden sadece L. monocytogenes,
13’tinden sadece L. innocua ve 9’undan her iki tiir birlikte izole edilmis, 12

fabrikadan ise hig izole edilememistir (Pan ve ark., 2006).

Keskin ve ark. (2007), Istanbul piyasasinda 55 ayr1 satis noktasindan aldiklar:
sade dondurma ornegini, mikrobiyolojik ve toksikolojik yonden incelemislerdir.
Calismada materyal olarak kullanilan sade dondurma &rneklerinin hig¢ birisinde L.

monocytogenes varligi tespit edilmemistir.

Abrahao ve ark. (2008), yaptiklar1 c¢alismada 90 yumusak tip peynir ve 60
dondurma ornegini Listeria spp. yoniinden incelemislerdir. Peynir 6rneklerinin
%12,2’sinde Listeria spp. pozitif bulunurken (%6,7 L. monocytogenes, %5,5’1 L.

innocua ) dondurma 6rneklerinden Listeria spp. izole edilememistir.

Goniilalan (2010), vyaptiklart  ¢alismada Kayseri’de satisa sunulan
dondurmalardaki Listeria spp. varhginin belirlenmesi amaciyla sade ve meyveli
toplam 50 ornekten 25 sade dondurma orneginden 6’simin (%24), 25 adet meyveli
dondurma orneginden 3’iiniin (%12) Listeria tiirleri ile kontamine oldugunu
belirtmiglerdir. Yapilan bu ¢alismalar siit ve siit lirlinlerinin L. monocytogenes igin
onemli bir kaynak olabilecegini ve kontamine iriinlerin tiiketiminin halk saglig

acisindan risk olusturabilecegini gostermektedir.

2.5. Staphylococcus aureus

Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve fakiiltatif anaerobiktirler. %10 NaCl

iceren ¢ozeltilerde iyi bir gelisim gosterebilirlerken %15 NaCl iceren ortamlarda
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gelisimleri zayiftir. Katalaz pozitif ve oksidaz negatiftirler. Aerobik kosullar altinda
maltoz, sakkaroz ve friikktozdan asit liretme yetenegine sahiptirler (Schleifer ve Bell,

2009).

S. aureus eger gidada baslangicta bulunan miktar1 yiiksek degilse rekabetci
Ozelliginin az olmasindan dolayr 1iyi gelisim gOsteremez ve baska
mikroorganizmalarin da bulundugu kiiltiirlerde gelisimi baskilanir (Erol, 2007).
Gelismesi i¢in gerekli optimum pH 4,0-9,3, su aktivitesi (aw) anaerob gelisme igin
0,90, aerob gelisme i¢in 0,83-0,86 araligindadir. Toksin olusturabilmesi i¢in gerekli
olan su aktivitesi degeri ise daha yiiksektir. Su aktivite degeri azaldik¢a bakterinin
enterotoksin olusturabilme ve gelisme yetenegi de azalir (Baird ve Lee, 1995; Tunail,
2000).

Tipik mezofilik bir bakteri olan S. aureus’un bazi suslar1 6-7 °C gibi diisiik
sicaklik derecelerinde iireyebilme yetenegine sahiptir. Uremeleri icin gerekli
ortalama sicaklik 7-47,8 °C araliginda degisim gostermektedir ancak optimum
sicaklik degeri 35 °C’dir. Enterotoksin iiretebilmeleri i¢in optimum sicaklik degeri
35-40 °C olmasinin yaninda 10 °C ile 45 °C araliginda degisen sicaklik degerlerinde
enterotoksin lretebilirler. Verilen bu sicaklik degerleri enterotoksin iiretmek ve
tiremek icin gerekli olan diger sartlara bagl bir sekilde degisebilir (Jay ve ark., 2005;
Adams ve Moss, 2008).

S. aureus, %7-10 NaCl bulunan ortamlarda optimum sekilde iireyebildigi gibi
NaCl’ye ihtiyag¢ duymadan da iireyebilme yetenegine sahiptir. Bunun yaninda
%20’lik NaCl’yi tolere edebilen suglari da bulunmaktadir. Bu tolerasyon diizeyi ise

pH, aw, sicaklik gibi farkli etmenlere gore degisebilmektedir (Jay ve ark., 2005).

Bircok ¢evresel etmene ragmen koloni olusturma ve yasama 6zelligine sahip
olan bu bakteri dogada ve insan mukozasi ile deri ve burun kisimlarinda normal bir
sekilde bulunmaktadir (Bergdoll ve Wong, 2006). Deri hastaliklari, gida
zehirlenmeleri, menenjit, toksik sok sendromu ve septisemi gibi yasami tehlikeye

atabilecek birgok rahatsizliga neden olabilmektedir (Clements ve Foster, 1999).
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S. aureus insan ve hayvanlarin floralarinda normal olarak bulundugundan
kanatl etleri ile ¢ig et ve et lriinlerinde de dogal olarak bulunabilmektedir. Bunun
yaninda meme hijyenine gerektigi kadar dnem verilmemesinden ve mastitisten dolay1
¢ig siitte de bulunabilir. Uygulanan 1s1l islemler ile (pastorizasyon vb.) genel olarak
aktiviteleri engellenebilmektedir. Islenmis domuz, sigir ve kanatl etleri, siit ve siit
tiriinleri, protein igerigi zengin gidalar, salatalar ve pastacilikta kullanilan kremalar
stafilokoklar tarafindan ortaya ¢ikan gida intoksikasyonlar1 i¢in 6nemli gidalardir.
Hazirlik evresinde kontamine edilen soguk sandvigler en riskli gidalar olarak dikkat

¢ekmektedir (Erol, 2007; Adams ve Moss, 2008).

Insanlarda dogal olarak bulunan bir bakteri oldugu icin ¢esitli gida
isletmelerinde gorevli personeller kontaminasyonda etkilidirler. Hapsirma, dksiirme
gibi refleksler ile kontaminasyon meydana gelebilmektedir. Bununla birlikte enfekte

olmus deriden de gidalara gecebilmektedir (Bergdoll ve Wong, 2006).

Ozcan ve Kurdal (1997), Bursa il merkezinde dondurmalarla yaptiklar
calismada limonlu  dondurmalarda ortalama 10,11x10° KOB/g, visneli
dondurmalarda ortalama 8,01x10% KOB/g, ¢ilekli dondurmalarda ortalama 11,46x10°
KOB/g diizeyinde S. aureus’a rastladiklarini belirtmiglerdir.

Evrensel ve Giines (1998), Bursa’da sade dondurmalar {izerine yaptiklari
calismada, koagulaz pozitif S. aureus’u 1,0x10%-6,3x10° KOB/g oraninda

saptamisglardir.

Toklu ve Yaygin (2000), Antalya ilinde 69 adet dondurma 6rnegi kullanarak
yaptiklar: ¢alismada 6rneklerin %49,27’sinde S. aureus bakterilerisinin bulundugunu

saptamiglardir.

Yiicel ve Citak (2000), Ankara’da tiiketime sunulan dondurmalarla yaptiklar
calismada 30 adet dondurma kullanmislar ve 6rneklerdeki en diigiik ve en yiiksek S.

aureus sayisini 1,0x102-3,0x10° KOB/ml olarak bulmuslardr.
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Glinsen ve Biiyiikyoriik (2003), Bursa’da 125 adet vakumla paketlenmis taze
kasar peynirini incelemisler ve 6rneklerin 4’tinde S. aureus’a rastlamiglar, S. aureus
diizeyini en yiiksek 1,8x10° en diisiik 1,0x10?> KOB/g olarak bildirmislerdir.

Evrensel ve ark (2003), Bursa’da yaptiklari ¢alismada ¢ig siit 6rneklerindeki
koagulaz (+) stafilokok diizeyini 1,9x10* KOB/mI, pastorize edilip sogutulan siit
orneklerinde stafilokok/mikrokok diizeyinin 103-10* KOB/mlI, salamurada koagulaz
(+) stafilokok diizeyini de 5,0x10* KOB/g olarak bildirmislerdir.

Agaoglu ve Alemdar (2004), Van’da tiiketime sunulan 75 dondurma
orneginde mikrobiyolojik analiz yapmislar ve 6rneklerin %13,3’tinde koagulaz (+) S.

aureus saptamiglardir.

Korel ve ark. (2005), Manisa’da yaptiklari ¢alismada 15 adet ambalajli, 70

adet ambalajsiz dondurma 6rneginin higbirinde S. aureus ‘a rastlamamiglardir.

Gilindogan ve ark. (2006), yaptig1 bir ¢alismada dondurma, pastorize siit ve
¢cig siit olmak tizere toplamda 180 6rnek incelenmis ve dondurmada %26,6 pastorize

stitte %56,6 ve ¢ig siitte %100 oranlarinda S. aureus tespit edilmistir.

Simsek ve Sagdi¢ (2006), Isparta yoresinde inek, koyun ve kegi beyaz
peynirlerinin peynir alti sularindan yapilan dolaz (Tort) peynirleriyle yaptiklari

calismada hicbir 6rnekte S. aureus varligina rastlamamislardir.

Keskin ve ark. (2007), istanbul’da yaptiklari calismada 55 ayr1 satis
noktasindan alinan sade dondurma o6rneklerinin %12,7’sinin S. aureus yoniinden
mikrobiyolojik kriterler tebligine uygun olmadigini saptamislardir. Orneklerin

higbirinde toksin saptanmadig: bildirilmistir.

Kumar ve ark. (2009), Hindistan’da yaptiklari ¢alismada 10 siit 6rneginin
1’inde S. aureus’a rastlamuslar ve S. aureus’un 4,5x10' KOB/g diizeyinde oldugunu

bildirmiglerdir.
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Onganer ve Kirbag (2009), Diyarbakir’da yaptiklar: ¢alismada 30 adet
¢okelek peynirinde S. aureus diizeyinin en az 6x10° KOB/g en ¢ok 10,28x10° KOB/g

diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.

Ertas ve ark. (2010), yirittigii bir arastirmada 150 adet siit ve siit
mamullerinde (100 tanesi koyun siitii, 50 tanesi siitlii tatli) S. aureus varligr koyun
stitiinde %52 siitlii tatlida %60 olarak belirlenmistir. Kav ve ark. (2011), tarafindan
127 adet Urfa peyniri lizerinde yapilan bir ¢alismada peynirlerin %41,7’sinde S.

aureus kontaminasyonu tespit edilmistir.

Giiciikoglu ve ark. (2012), tarafindan tereyagi, kasar peyniri, beyaz peynir,
¢ig silit ve dondurmadan olusan 122 6rnegin incelendigi bir ¢alismada; 6rneklerden
64 tanesinin (tereyagi %30, kasar peyniri %30, beyaz peynir %37,5, ¢ig siit %75,
dondurma %210) S. aureus ile kontamine oldugu bulunmustur. Tiim bu ¢alismalar siit
ve siit triinlerinin S. aureus ic¢in 6nemli bir kaynak olabilecegini ve kontamine
triinlerin  tiiketilmesinin  halk saghg agisindan risk teskil edebilecegini

gostermektedir.

2.6. Nisin ve Antimikrobiyal Etkisi

Nisin, lantibiyotikler grubunda bulunan, laktik asit bakterilerinden biri olan

Lactococcus lactis’in trettigi 1. sinif bakteriyosinler arasinda yer alan bir bilesiktir

(Cheigh ve Pyun, 2005).

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen peptid ya da protein yapisinda olan,
hiicrelerin reseptdrlerine baglanarak iligkili tiirler lizerinde etki gdsteren ve DNA
tarafindan kodlanan antimikrobiyal bilesikler bakteriyosin olarak adlandirilirlar
(Okereke ve Motville, 1991).

Bakteriyosinler iizerinde bir¢ok caligmasi bulunan Klaenhammer (1988),
laktik asit bakterilerinin sentezledigi bakteriyosinleri 4 gruba ayirmistir. 1. grup
bakteriyosinler sik rastlanmayan lantionin ve tlirevi aminoasitleri iceren peptidlerdir

ve lantibiyotik olarak adlandirilirlar. 2. grupta bulunanlar 1siya dayanikli, lantionin
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icermeyen ve molekiil agirlig: diisiik (<10 kDa) peptidlerdir. 3. gruptakiler 1s1ya karsi
duyarl ve molekiil agirliklar yiiksek (>30 kDa) olan proteinlerdir. 4. grupta bulunan
baktariyosinler ise proteinin yaninda yapisinda karbonhidrat veya lipidi zorunlu

olarak bulunduran kompleks yapili bilesiklerdir.

Bakteriyosinlerin gidalar1 korumak amaciyla kullanilmalarinin en 6nemli
sebeplerinden bir tanesi GRAS (generally recognized as safe, genellikle kullanimi
giivenilir) madde olarak kabul edilmeleridir. Diger sebepler ise sicaklik ve pH’ya
kars1 direngli olmalari, patojen mikroorganizmalara karst antimikrobiyal etki
gostermeleri, Okaryotik hiicreler lizerinde toksik olmamalari, etki mekanizmalarinin
sitoplazma membraniyla ilgili olmas1 sonucu antibiyotik direngleriyle kars1 karsiya
kalmamalaridir (Dinger ve ark., 2010). Bakteriyosinler akraba olduklar1 tiirler
tizerinde bakteriyosidal ve bakteriyostatik etki gosterirler. Bu dar etki alanlari ile
birlikte diger bakteriyosinlerin hedef maddelerine yonelme mekanizmlari ise
antibiyotiklere gore farklilik gosterir (James ve ark., 1996). Bakteriyosinlerin akraba
tiirleri tlizerinde etkili olmalarinin temel sebebi sadece benzer olan reseptor
mekanizmalaria sahip olan hedefleri taniyabilmeleri ve uzak akrabalarmin farklh

yapilardaki reseptor sistemlerine sahip olmasidir (Riley ve ark., 2002).

Bakteriyosinler ozellikle spor olusturan Gram pozitif bakterilere karsi
(6zellikle Bacillus, Clostridium, Listeria, Staphylococcus ve Micrococcus) etki
gosterirken Gram negatif bakteriler ile maya ve kiiflere etki etmemektedir. Gram
pozitif bakteriler disindaki bakteriler ile maya ve kiiflere etki etmemeleri koruyucu
madde olarak kullanimlarimi sinirlandirmaktadir. Ciinkii bakteriyosinlere duyarh
olmayan suslar ortamda sayilarini arttirarak baskin hale gelebilmektedirler (Temiz,
1999).

Bakteriyosinlerin siit ve siit tirlinlerinde kullanimini sinirlandiran etmenler ise
bozulma sebep olan bakteriler ve direngli patojenler ile oksidasyon, sicaklik, agir
metaller, ortamin pH’si, proteolitik enzimler gibi bakteriyosinin stabilitesini ve

biyolojik aktivitesini azaltan faktorlerin ortamda var olmasidir (Daeschel, 1990).
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Nisin ilk defa 1953 yilinda Ingiltere’de ticari olarak satisa sunulmustur.
Gliniimiizde ise ortalama 50’ye yakin iilkede kullanimina izin verilmistir. 1969
yilinda Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik Orgiitii tarafindan gida katki
uzmanlarinin olumlu gorisleri dogrultusunda gidalarda kullanilmasmin giivenli
oldugu onaylanmistir. 1983 yilinda E234 kodu ile Avrupa gida katki maddeleri
listesinde yerini almistir. 1988 yilindan itibaren pastorize edilen peynirlerde CI.
botulinum sporlarinin toksin olusturmasini ve gelismesini dnlemek amaciyla GRAS
olarak kullanimina FDA tarafindan izin verilmistir (Roller ve Lusengo, 1997; Akkog
ve ark., 2009). Birlesmis Milletler Gida ve ilag idaresi tarafindan “GRAS” olarak
kabul edilen ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan gida katk1 maddesi olarak
kullanim1 onaylanan tek bakteriyosindir (Adams, 2003; Altug, 2009). Ulkemizde ise
peynir, kaymak, irmik, puding, pastorize sivi yumurta gibi triinlerde 3-12,5 mg/kg

araliginda degisen dozlarda kullanimina izin verilmektedir (Anonim, 2013).

Tablo 2.4. Tiirk Gida Kodeksi tarafindan nisin i¢in 6nerilen maksimum kullanim
dozlan

Uriin Maksimum Doz (mg/kg)
Eksitilmis krema 10
Olgunlastirilmis ve islem gérmiis peynir 12,5

Irmik ve pudingler 3

Diger bakteriyosinlere oranla nisinin antibakteriyel etki alani daha fazladir.
Gram pozitif bakterilerin neredeyse tamam tizerinde etkilidir (Arauz ve ark., 2009).
Selat olusturucu ajanlarla birlikte kullanildiginda gram negatif bakteriler lizerinde de
etkin oldugu belirtilmistir (Stevens ve ark., 1991; Boziaris ve Adams, 1999). Sodyum
laktat, EDTA, sitratlar, lizozim gibi selat olusturucu ajanlarla beraber kullanimi
sonucunda E. coli ve Salmonella gibi 6nemli patojenlere karsi da etkili oldugu
yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (Luck ve Jager, 1995; Elliason ve Tatini,
1999).

Rayman ve ark. (1981), nitrat ve nisin bilesiminin kiirlenmis et {iriinlerinde

Cl. sporogenes sporlarinin gelisimini inhibe ettigini tespit etmislerdir.
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Elliason ve Tatini (1999), tarafindan yapilan bir ¢aligmada verotoksijenik E.
coli ve S. Typhimurium {izerindeki 100 IU oranindaki nisinin etkinligi arastirilmis ve
bakteri sayilarinda ciddi oranlarda azalmanin oldugu belirtilmistir. Reunanen ve
Saris (2004), tarafindan yapilan baska bir calismada sosis numuneleri 0,9 npg/g
oranindaki nisin ile muamele edilmis ve nisinin et {rlinlerindeki etki stiresi
incelenmigtir. Calisma sonucunda 28. giin itibariyle nisinin %68’lik miktarinin
tirlinde bulundugu tespit edilmis ve bu durumun da {iriinlin raf 6mriinii uzatabilecegi

sonucuna varilmistir.

Colak ve ark. (2008), nisinin kofte iizerine olan antimikrobiyal etkinligini
ortaya koyabilmek i¢in deney ortaminda hazirlanan koftelere 100 pg/g miktarinda
nisin ilave etmislerdir. Sonug olarak antimikrobiyal gelismenin yavasladigin1 ve raf
Omriiniin 2 giin daha uzadigin1 belirtmislerdir. Bunun yanmi sira ekstra laktoferrin
ilavesiyle E. coli, koliform ve toplam bakteri sayilarinda da onemli miktarlarda

azalmanin oldugu tespit edilmistir.

2.7. Kekik Yagi ve Antimikrobiyal Etkisi

Kekik, Labiateae ailesine ait odunsu ve aromatik bir bitkidir. Kekik yagi ise
60’dan fazla maddeyi yapisinda bulundurmaktadir. Bu maddelerin bir¢ogu onemli

antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklere sahiptir (Baranauskiene ve ark., 2003).

Kekik yaginin en 6nemli bilesikleri biiylik ve daha aktif bilesenleri olusturan
fenoller timol (%44-60) ve karvakrol (%2,2-4,2) (Di Pasqua ve ark., 2005),
monoterpen hidrokarbonlar, p-simen (%18,5-23,5) ve c-terpinen (%16,1-18,9)’dir
(Baranauskiene ve ark., 2003; Daferera ve ark., 2000).

In vitro caligmalar ile énemli olan bu bilesiklerin Gram pozitif veya Gram
negatif bakteriler {izerinde biiyiilk bir antimikrobiyal etkinliginin oldugu
gosterilmistir (Burt ve Reinders, 2003; Ozkan ve ark., 2003). Ozellikle kekik ucucu
yagi bilesiminde bulunan karvakrol ve timoliin antimikrobiyal etkinliginin yiiksek
oldugu bildirilmistir (Benli ve Yigit, 2005; Giiler ve Dalkilig, 2005). Bunlarin

yaninda kekik yaginda bulunan fenolik bilesiklerin mikroorganizmalarin hiicre
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zarindaki fosfolipit tabakasini uyarip, hiicre iginde bulunan yasamsal 6neme sahip
yapilarin gegirgenligini artirarak veya mikroorganizmalarin enzim sistemlerini

bozarak etki ettigi belirtilmektedir (Helander ve ark., 1998; Lambert ve ark., 2001).

Ugucu yag bilesimleri ve oranlar1 bakimindan kekik tiirleri arasinda ve
tirlerin kendi iglerinde degisim goriilebilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan
caligmalarin veya arastirmalarin sonuglarina gore, timoliin kekik ugucu yaginin en
etkili bilesigi oldugu ortaya konulmustur ve ucucu yagda %5-60 oranlarinda
bulunabilecegi belirtilmistir. Timole benzer oranlarda ugucu yagda bulunan
kavrakroliin de antimikrobiyal etkisinin biiylik oldugu bilinmektedir (Akgiil, 1993;
Oguz ve Sari, 2002).

Con ve ark. (1998), yaptiklari arastirmada 6 farkli baharattan (yenibahar,
kekik, nane, kimyon, karabiber, ve sirmo) elde ettikleri u¢ucu yaglar1 seyreltmeden
8 farkli bakteriye (S. aureus, L. monocytogenes, Y. Enterocolitica, L. plantarum, L.
sake, P. pentosaceus, P. acidilactici ve M. luteus) karsi kullanarak antimikrobiyal
aktiviteyi test etmisler ve en fazla antimikrobiyal etkinlige sahip olan ugucu yagin

kekik yagi oldugu sonucuna varmiglardir.

Ilcim ve ark. (2001), kekik ucucu yaginin 1,6 ul uygulanmasinin S. aureus’a
20 mm, K. pneumoniae’ya 16 mm, E. coli’ye 16 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu
belirlenmistir. Kekik ucucu yaginin gesitli patojenler {izerinde yiiksek antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Olusan bu yiiksek etkinin kekik igeriginde

bulunan timol ve karvakrol fenolik bilesenlerinden kaynaklandig: belirtilmistir.

Skandamis ve Nychas (2002), kombinasyon halinde ugucu yaglarin ugucu
bilesiklerinin etkinligini MAP kosullarinda kullanimin1 degerlendirmislerdir.
Aragtirmacilar kekik (Origanum vulgare) ucucu yagi bilesikleri ile takviye edilen et
orneklerinin daha uzun raf omirlii oldugunu gostermislerdir. Bu ugucu bitki yagi
bilesikleri modifiye edilmis bir atmosferde depolanan ette hem biiyiimeyi hem de

mikroorganizmalarin metabolik aktivitesini etkiledigi bildirilmistir.
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Yigit ve Benli (2005), Thymus vulgaris (kekik) bitkisinin 8 farkli ¢ozgen ile
hazirlanmis ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisini 14 mikroorganizma {izerinde iki
farkli yontemle denemislerdir. Olusturulan farkli sekiz ekstraktin, yalnizca B. subtilis

tizerinde antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir.

Atrea ve ark. (2009), ahtapot yilizeyine mikropipet yontemiyle enjekte ettikleri
%0,2 ve %0,4 oraninda kekik yaginin LAB ile H2S iireten bakterileri inhibe ederek
vakum paketlenen tiriinlerde 4 °C’de 9 giin olan raf omriinii 17-23 giine ¢ikarttigi
belirtilmistir. Yapilan bir diger ¢alismada ise 300 ppm karvakrol ve 300 ppm timol
kullaniminin tavuk koftelerinin lezzet o6zelliklerini gelistirdigi  belirlenmistir

(Mastromatteo ve ark., 2009).

Frangos ve ark. (2010), kontrol 6rnekleriyle %0,2 ve %0,4 oranlarinda kekik
yagt kullanilip salamura edilen alabaliklar1  karsilastirmiglardir. LAB,
Enterobacteriacea, Pseudomonas ve H»S iireten bakteri yogunlugu diisiik bulunmus
ve vakum paketlenen 6rneklerde ugucu yag konsantrasyonunun etkisiyle 9 giin olan
raf Omriintin 11-12 giline yiikseldigi belirtilmistir. Bu arastirma sonucunda
arastirmacilar, kekik yagmin yiiksek konstrasyonda kullaniminin {iriin agisindan

kabul edilebilir koku ve tat olusturmadigini bildirmislerdir.

Yapilan bir bagka caligmada 100 ppm dozlarinda kullanilan sogan, sarimsak,
kekik, tar¢in, karabiber ve yabani mercankdsk yaglarinin ve 150 ppm kullanilan
yenibahar ve karanfil yaglarimin C. botulinum 67 B’nin spor olusturmasini
engelledigi saptanmistir. Bu ¢alismaya gore kullanilan yaglar C. botulinum
tiremesine etkili olmalar1 bakimidan 3 kisma ayrilmis, ¢ok etkili olanlar; karanfil,
yabani mercankosk, targin, etkili olanlar; kekik ve yenibahar, az etkili olanlar; sogan,

sarimsak ve Karabiber olarak bildirilmistir (Coskun, 2010).

Viuda-Martos ve ark. (2010), yaptiklar1 benzer bir ¢aligmada mortadella
tiretiminde formiilasyona ekledikleri portakal lifi (%1)+biberiye/kekik yaginin
(%0,02) raf Omriine etkisini arastirmis, her iki uygulamanin da vakum paketli
tirlinlerde mikrobiyal gelisimde ve lipit oksidasyonunda gecikme saglayarak raf

Omriinii arttirmaya yardimei oldugu sonucuna ulagmislardir.
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Ucgucu yaglar ve bilesenlerinin antimikrobiyal aktiviteleriyle ilgili bir¢ok
calisma yapilmasina ragmen antimikrobiyal etki mekanizmalarina dair detayl

arastirmalar g6z ard1 edilemeyecek kadar azdir (Torlak ve Nizamlioglu, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ham Madde ve Kullanilan Antimikrobiyal Maddeler

Aragtirma kapsaminda yerel bir siit ve siit {irlinleri isletmesinden temin edilen
inek siitiinden iiretilmis kaymaklar kullanilmistir. Siit kaymagi orijinal ambalajinda
ve soguk zincir kirilmadan en kisa siirede Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali Mikrobiyoloji
laboratuvarina getirilmis, zaman ge¢meden isleme alinmigtir. Calismanin her
asamasinda yapilan tekrarlar arasinda herhangi bir farklilik olmamasi agisindan ayni

parti siit kaymagi kullanilmistir.

Aragtirmada antimikrobiyal madde olarak nisin (Merck, Almanya) ve kekik
yag1 (Origanum onites, Manolya Dogal Aromatik Uriinler Gida San. ve Tic. Ltd. Sti.,

[zmir) kullanilmistir.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Arastirma kapsaminda sodyum kloriir (Merck, Almanya), %37’lik
hidroklorik asit (Merck, Almanya) kullanilmistir. Mikrobiyolojik analizler ig¢in
peptonlu su (Merck, Almanya), Palcam Listeria Selective Agar (Merck, Almanya),
Palcam Listeria Selective Supplement (Merck, Almanya), Baird Parker Agar (Merck,
Almanya), Egg Yolk Tellurite (Merck, Almanya), Triptik Soy Broth sivi besiyeri
(Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Mikroorganizma Suslar

Listeria monocytogenes RSKK 02028 Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’ndan (Elaz1g, Tirkiye) ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Mustafa Kemal Pasa Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’ndan (Hatay, Tiirkiye) temin

edilmistir.

33



3.2. Yontem

3.2.1. Caliyma Gruplarinin Hazirlanmasi

Nisin ve kekik yaginin kaymaga inokiile edilen L. monocytogenes ve S.
aureus tizerine depolama siiresince etkisinin incelendigi arastirmamizda her grupta
100 gram kaymak olacak sekilde toplamda 12 grup olusturulmustur. Olusturulan bu
gruplar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Calisma gruplari

GRUPLAR GRUP ICERIKLERI

Kaymak Kontrol (Bakteri, nisin ve kekik yag1 yok)

Bakteri Kontrol (Sadece L. monocytogenes eklenmis kaymak)
Kaymak + L. monocytogenes + 5 mg/kg nisin

Kaymak + L. monocytogenes + 10 mg/kg nisin

Kaymak + L. monocytogenes + %0,25 kekik yagi

Kaymak + L. monocytogenes + %0,5 kekik yagi

MTMOO T >

Kaymak Kontrol (Bakteri, nisin ve kekik yagi yok)
Bakteri Kontrol (Sadece S. aureus eklenmis kaymak)
Kaymak + S. aureus + 5 mg/kg nisin

Kaymak + S. aureus + 10 mg/kg nisin

Kaymak + S. aureus + %0,25 kekik yagi

Kaymak + S. aureus + %0,5 kekik yagi

vz X

Her bir gruptan steril sartlarda 10 gram kaymak stomacher posetlere alinip
tizerine 90 ml peptonlu su ilave edildikten sonra 60 saniye siire ile homojenize
edilmistir. Ug tekerriirlii olarak yiiriitiilen ¢alismanmn 0., 3., 5. ve 7. depolama

giinlerinde iki paralelli ekimi yapilarak mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Orneklerin homojenize edilmesi

3.2.2. Kontaminasyon sivisinin hazirlanmasi

Ayri caligma giinlerinde olmak iizere -80 °C’de stokta saklanan suslardan 40
ul alinarak CASO Broth besiyerine aktarilmistir. Daha sonra L. monocytogenes 30
°C’de, S. aureus 37 °C’de Triptik Soy sivi besiyerinde 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi suslar 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge
5810 R) edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak peletlerin tizerine %0,9’luk steril
fizyolojik tuzlu sudan 10 ml eklenerek vorteks araciligi ile pelet dagitilmistir ve
santrifiij islemi1 tekrarlanmistir. Bu isleme 3 tekerriir olacak sekilde devam edilmistir.
Sonrasinda suslarin bulundugu peletler %0,1°lik peptonlu su i¢inde siispanse edilerek

birlestirilmistir (Yalgin ve Arslan, 2011).

3.2.3. Orneklere eklenecek antimikrobiyal maddenin hesaplanmasi

Arastirmada kullanilacak olan kekik yagi miktarlar1 %0,25 ve 9%0,5tir. Her
bir grup i¢in 100 gram kaymak tartildigindan eklenecek olan kekik yagi miktarlar1 da
sirastyla 250 ul ve 500 pl olarak ayarlanmustir.

Nisin ¢ozeltisini hazirlamak i¢in Oncelikle nisinin ¢oziindiiriilmesi gereken
0,02 N HCI hazirlanmistir. Bu amagla %37’lik HCI’den 1,66 ml alinarak steril saf su

ile hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.
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Kullanilacak olan nisin miktarlar1 5 mg/kg ve 10 mg/kg olup bu miktarlar 5
ppm ve 10 ppm degerlerine esdeger kabul edilmektedir. 5 ve 10 ppm degerlerinin
ayarlanabilmesi i¢in 0,02 N HCI igerisinde 0,001 g nisin ¢6zdiiriiliip 500 ppm nisin
coOzeltisi elde edilmistir. 100 g kaymaga sirasiyla 1 ve 2 gram hazirlanan ¢ozeltiden

eklendiginde 5 ppm ve 10 ppm degerleri yakalanmistir.

3.2.4. Orneklere bakteri ve antimikrobiyal madde eklenmesi

Aragtirma kapsamindaki kaymak kontrol grubu haricindeki her bir c¢alisma
grubu tek bir bakteri ile kontamine edilmistir. Inokiilasyon icin steril stomacher
posetlere 100 gram kaymak tartilip konulmus ve lizerine 1 g kaymak Orneginde
bakteri yiikii 10° KOB/g olacak sekilde 1 ml inokiiliim (10’ KOB/g) eklenerek
bakteri adaptasyonu i¢in 30 dakika beklenmistir. Nisin gruplarini olusturmak igin
500 ppm nisin ¢ozeltisinden C ve M gruplarina 1 gram, D ve N gruplarina 2 gram
eklenmistir. Kekik yag1 gruplarini olusturmak icin ise E ve P gruplarina 250 pl, F ve
R gruplarma ise 500 pl kekik yagi eklenmistir. Antimikrobiyal maddeler eklendikten
sonra 30 dakika daha beklenip 0. giin analizleri i¢in 6rneklerden seri diliisyonlar
hazirlanarak mikrobiyolojik ekimler yapilmistir. Hazirlanan gruplar 3., 5. ve 7. giin

analizleri i¢in buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmistir.

3.2.5. Dogrulama islemi

Arastirmada  kullanilan  suslarin  dogrulama islemi, immunokimyasal
reaksiyon sonucu olusan agliitinasyona bagl lateks testlerle yapilmistir. Testler
kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde; S. aureus igin Staphaurex Latex
Agglutination Test (Oxoid AG, Basel, Switzerland); L. monocytogenes i¢in API
Listeria kit (Biomérieux, Hazelwood) ve VIDAS Listeria monocytogenes Xpress

(LMX) (Biomérieux, France) uygulanmistir.
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3.2.6. Mikrobiyolojik analizler

3.2.6.1. Listeria monocytogenes sayimi

L. monocytogenes inokiile edilen 6rneklerin mikrobiyolojik analizleri 0., 3., 5.
ve 7. giinlerde yapilmistir. Aseptik kosullar altinda steril spatiil kullanilarak her bir
caligma grubundan 10 g 6rnek alinip steril stomacher posetlere konulmus ve tizerine
90 ml steril peptonlu su ilave edilmistir. Homojenizatorde (IUL Instruments
Masticator, Ispanya) 60 saniye homojenize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 101k
diliisyon ile seri diliisyonlar olusturulmustur. Palcam Listeria Selective Supplement
(Merck, 112122) ilave edilerek hazirlanan Palcam Listeria Selective Agar (Merck,
111755) besiyerine olusturulan diliisyonlardan iki paralelli olarak ekim iglemi
gerceklestirilmistir. Petriler 30+£2 °C’de 24-48 saat inkiibe edilip sayilmistir. Sayimda
siyah haleli ve gri olan koloniler (Sekil 3.2) dikkate alinmistir (Nollet ve Toldra,
2009). Elde edilen sayim sonuglari log KOB/g olarak hesaplanmistir (Ozgelik, 1998;
Karahan ve ark, 2002).

Sekil 3.2. L. monocytogenes kolonileri
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3.2.6.2. Staphylococcus aureus sayimi

S. aureus inokiile edilen 6rneklerin mikrobiyolojik analizleri 0., 3., 5. ve 7.
giinlerde yapilmistir. Aseptik kosullar altinda steril spatiil kullanilarak her bir ¢alisma
grubundan 10 g 6rnek alinip steril stomacher posetlere konulmus ve iizerine 90 ml
steril peptonlu su ilave edilmistir. Homojenizatérde (IUL Instruments Masticator,
Ispanya) 60 saniye homojenize edilmistir. Bu sekilde hazirlanan 107 ’1lik diliisyon ile
seri dilisyonlar olusturulmustur. Yumurta sarisi emiilsiyonu (Merck, 103785)
eklenerek hazirlanan Baird Parker Agar (Merck, 105406) besiyerine olusturulan
diliisyonlardan iki paralelli ekim islemi gerceklestirilmistir. Petriler 37+2 °C’de 24-
48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda seffaf zonlu, 1-2 mm ¢apli parlak
siyah renkli koloniler (Sekil 3.3) sayilmistir (Burnham ve ark., 2008). Elde edilen
sayim sonugclar1 log KOB/g olarak hesaplanmustir (Ozcelik, 1998; Karahan ve ark.,
2002).

Sekil 3.3. S. aureus kolonileri
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3.3. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
for Windows 22.0 programi kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki fark
kruskall whallis, grup igerisindeki tekrarli Olglimler arasindaki fark friedman ve

wilcoxon testi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. L. monocytogenes Analiz Sonuclar:

Metin igerisindeki veriler logio kob/g olarak hesap edilmistir. Bu deger metin

icerisinde log/g olarak ifade edilmistir.

Kaymak kontrol grubunda (A), depolama siiresince yapilan tiim ekimlerde L.

monocytogenes liremesi gdzlenmemistir.

L. monocytogenes ile kontamine edilen kaymaklarda saptanan bakteri sayilari
Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Nisin ve kekik yagi ilave edilmis kaymaklardaki L. monocytogenes
sayilar (logio KOB/g).

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7
B 5,4240,09%%  7,58+0,09%  7,67+0,065%  7,83+0,06“2
C 5,36£0,21%%  7,68+0,0188  7,73+0,028%  8,07+0,03%
D 5,28+0,00%  7,61+0,16%%  7,83+0,04%°  8,03+0,21%
E 5,47+0,07%%  7,3940,038°  7,59+0,058¢  7,86+0,3352
F 5,460,088 7,34+0,098°  7,46+0,108¢  7,76+0,0952

¢ . Aynr siitunda ( \l/) farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark
bulunmaktadir.

ABC . Ayni satirda ( =) farkli harflerle gdsterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark
bulunmaktadir.

Veriler Aritmetik ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

(B: Bakteri kontrol grubu, C: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, D: 10 mg/kg nisin eklenmis grup, E:
%0,25 kekik yag1 eklenmis grup, F: %0,5 kekik yag1 eklenmis grup)

Bakteri kontrol grubunda (B), 0. giinde 5,42 log/g olarak tespit edilen bakteri
sayis1 3. giinde 2,16 log/g artis gostererek 7,58 log/g sayisina ulagsmistir. Aradaki bu
fark istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0,05). 5. giinde 3. giine bakilarak 0,09

log/g artis olmus ve bu fark istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 7.
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giinde ise 5. giline oranla 0,16 log/g artis olmus ve bu artigin istatistiki olarak énemli
oldugu saptanmustir. 7. giindeki say1 0. giine gore 2,41 log/g artis gostererek 7,83
log/g sayisina ulagsmistir (p<0,05). Bu degerlere bakildiginda depolama siiresince L.

monocytogenes sayisinin 6nemli derecede arttig1 saptanmustir.

Calismamizda 5 mg/kg nisin eklenen grupta (C), 0. giinde 5,36 log/g olan
bakteri sayis1 3. giinde 2,32 log/g artis gostermis ve olusan fark istatistiki olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Depolamanin 5. giiniine bakildiginda 3. giine gore
0,05 log/g artis olmus ancak bu artisin istatistiki agidan 6nemli olmadig1 saptanmistir
(p>0,05). 7. giinde ise 5. giline kiyasla 0,34 log/g artis olmus, bu artisin istatistiki
olarak onemli seviyede oldugu bulunmustur. 7. giindeki artig 0. giine oranla 2,71
log/g olarak saptanmis ve bu fark istatistiki yonden anlamli bulunmustur (p<0,05).
Kaymakta 5 mg/kg dozunda nisin kullaniminin L. monocytogenes iizerine herhangi

bir inhibisyon etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Arastirmamizda 10 mg/kg nisin eklenen grupta (D), 5,28 log/g olarak tespit
edilen say1 3. giinde 2,33 log/g artis gostermis ve bu artis istatistiki agidan 6nemli
bulunmustur (p<0,05). 5. giinde 3. giine kiyasla 0,22 log/g artis olmus ancak bu fark
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 7. giinde ise 5. giine bakilarak 0,20
log/g artis gostererek 8,03 log/g degerine ulasmis ve bu fark istatistiki agidan 6nemli
bulunmustur (p<0,05). Yine 7. giinde 0. giine gore 2,75 log/g artis gbstermis ve bu
farkin istatistiki olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05). Kaymakta 10 mg/kg

nisin kullaniminin L. monocytogenes {izerine etkili olmadig1 belirlenmistir.

Yaptigimiz bu ¢alismada %0,25 kekik yagi eklenen grupta (E), 0. giinde 5,47
olarak tespit edilen bakteri sayis1 3. giinde 1,92 log/g artis gostermistir. Bu artis
istatistiki olarak onemli bulunmustur (p<0,05). 3. giine gore 5. giinde 0,20 log/g artis
gostermis, bu artis 6nemli bulunmamistir (p>0,05). 7. giinde ise 3. ve 5. giinlere
kiyasla 6nemli bir artis ya da azalma goézlenmemistir. 7. giinde 0. giine gore 2,39
log/g degerinde bir artis olmus ve bu artis istatistiki agidan 6nemli bulunmustur
(p<0,05). Bu grupta kullanilan antimikrobiyal madde ve miktar1 L. monocytogenes
tizerine etkili olmamakla beraber 3. depolama giiniinden sonra bakteri sayisindaki

artiglarin istatistiki Gneminin olmadigi ortaya konulmustur.
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Kaymaga %0,5 kekik yagi eklenen grupta (F) ise, 0. giinde 5,46 log/g olan
bakteri sayis1 3. giinde 1,88 log/g artis gostermis ve 7,34 log/g degerine ulagmustir.
Bu fark istatistiki olarak énemli bulunmustur (p<0,05). 5. giine bakildiginda 3. giine
gore 0,12 log/g artis olmus ancak bu artig onemli bulunmamustir. 7. glinde ise 3. ve 5.
giine kiyasla istatistiki olarak Onemli artis ya da azalma olmamistir (p>0,05).
Baslangig bakteri yiikiine gore 7. giin sonunda 2,30 log/g’lik artig tespit edildiginden
%0,5 kekik yag1 ilave edilmesinin kaymakta L. monocytogenes iizerine herhangi bir

etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

——>5 mg/kg Nisin ——10 mg/kg Nisin
%0,25 Kekik Yagi —=>—%0,5 Kekik Yagi
= Kontrol Grubu
85
8
75
7
65
6
55

0. GUN 3. GUN 5. GUN 7. GUN

Sekil 4.1. Nisin ve kekik yagi ilave edilen kaymaklarda depolama siiresince L.

monocytogenes sayilarindaki degisimler

4.2. S. aureus Analiz Sonuclar:

Kaymak kontrol grubunda (K), depolama siiresince yapilan tiim ekimlerde S.

aureus tiremesi gdzlenmemistir.

S. aureus ile kontamine edilen kaymaklarda saptanan bakteri sayilar1 Tablo
4.2. ve Sekil 4.2.de verilmistir.
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Tablo 4.2. Nisin ve kekik yagi ilave edilmis kaymaklardaki S. aureus sayilari (logio

KOB/qg).
Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7
L 5,59+0,11%%  568+0,02”%  572+0,00% 5,700,012
M 5,36£0,27%  530+0,16"°  538+0,20"°  5,39+0,20"°
N 5,56£0,09%%  5.47+0,01°°  5,48+0,00"°  5,52+0,04"°
P 5,81£0,08%¢  5,67+0,03"%  568+0,06°%  5,47+0,305°
R 5,75+0,15%¢  5,62+0,21"%  540+0,235¢  5,30+0,185"

3¢ . Ayni siitunda ( \l/) farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark
bulunmaktadir.

ABC . Aymi satirda ( = farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark
bulunmaktadir.

Veriler Aritmetik ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

(L: Bakteri kontrol grubu, M: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, N: 10 mg/kg nisin eklenmis grup, P:
%0,25 kekik yag1 eklenmis grup, R: %0,5 kekik yag1 eklenmis grup)

Bakteri kontrol grubunda (L), 0. depolama giiniinde 5,59 log/g olarak tespit
edilen say1 3. giinde 0,09 log/g artis gostererek 5,68 log/g seviyesine gelmistir ancak
bu artis istatistiki olarak anlamli degildir. 5. giinde 0. giine kiyasla 0,13 log/g artis
olmustur. 0. depolama giiniinden 7. giine kadar 0.11 log/g artis oldugu goriilmiistiir.
Ancak bu artiglar depolama siiresince grup bazinda istatistiki olarak anlamli fark

olusturmamistir (p>0,05).

Aragtirmamizda 5 mg/kg nisin eklenen grupta (M), 0. depolama giiniinde 5,36
log/g olarak saptanan bakteri sayisi 3. giinde 0,06 log/g azalma géstermis, ancak bu
azalma istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). 5. depolama giiniinde 0.
giine bakilarak 0,02 log/g, 7. giinde ise 0,03 log/g artis meydana gelmistir. Elde
edilen artiglar istatistiki agidan anlamli bir fark olusturmamaktadir (p>0,05). Bu
grupta giinler arasinda herhangi bir fark olmadigi anlagilmistir. Kaymakta 5 mg/kg
nisin kullanimmnin S. aureus iizerine 7 gilinlik depolama siiresince gelisimini

baskilayici etki gosterdigi belirlenmistir.
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Kaymaga 10 mg/kg nisin eklenen grupta (N), 0. giinde 5,56 log/g olarak
tespit edilen say1 3. giinde 0,09 log/g azalma gostermistir. 5. giinde 3. giline oranla
0,01 log/g, 7. giinde 0,05 log/g artis gostermistir. 7. depolama giiniinde 0. giine
kiyasla 0,04 log/g azalma oldugu gozlenmistir. Fakat giinler arasindaki bu degisimler
istatistiki agidan 6nemli degildir (p>0,05). 10 mg/kg nisin kullanimi da S. aureus
tierine bakteriyostatik etki gostermistir. Elde edilen sonuglara gore 5 mg/kg ve 10

mg/kg nisin kullanimi arasinda etkinlik olarak bir fark yoktur.

Yapmis oldugumuz ¢alismada %0,25 kekik yag1 eklenen grupta (P), 0. giinde
5,81 log/g olan bakteri sayisi 3. giinde 0,14 log/g azalma gostermis, 5. gilinde
herhangi bir etki géstermemis, 7. giinde ise 0. giine kiyasla 0,34 log/g azalmstir. 0.,
3. ve 5. giinlere oranla 7. depolama giinlinde istatistiki olarak onemli bir azalma

oldugu saptanmustir (p<0,05).

Bu arastirmada %0,5 kekik yag1 eklenen grupta (R), 0. giinde 5,75 log/g olan
bakteri sayis1 3. giinde 0,13 log/g azalma gostermis ancak bu azalma istatistiki olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). 5. giinde 0. giine oranla 0,35 log/g azalma gostermis
ve 5,40 log/g seviyesine inmistir. Bu azalma istatistiki a¢idan 6nemli bulunmustur
(p<0,05). 7. giinde ise 0. giine bakildiginda 0,45 log/g azalma gostermistir. Bu
azalma 5. giin degeriyle anlamli bir fark olusturmasa da 0. giine kiyasla istatistiki
olarak onemlidir (p<0,05). Bu grupta kullanilan antimikrobiyal madde ve miktar1 S.

aureus sayisini azaltict yonde etki gostermistir.
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—o—5 mg/kg Nisin —-10 mg/kg Nisin
—4—%0,25 Kekik Yagi=%0,5 Kekik Yagi
—=#=Kontrol Grubu

59
58
57 —

5,6
55 - 3
54
s .\)—<
5.2
51

0. GUN 3. GUN 5. GUN 7. GUN

Sekil 4.2. Nisin ve kekik yagi ilave edilen kaymaklarda depolama siiresince S.

aureus sayilarindaki degisimler
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda dogal antimikrobiyal maddeler olan kekik yag: ile nisinin
kaymaga inokiile edilen L. monocytogenes ve S. aureus iizerine farkli dozlardaki ve

farkli depolama giinlerindeki etkinlikleri incelenmistir.

Calismamizda hammadde olarak kullanilan kaymaklar Burdur ilinde iiretim
yapan bir siit isletmesinden temin edilmistir. Kaymaklarin mikrobiyolojik 6zellikleri
elde edildikleri hayvan, isletmelerde uygulanan yontemler, isletmelerin hijyenik

kosullari ile calisan personelin hijyen durumu dahil birgok faktorden etkilenmektedir.

Kaymaklarin yasal olarak piyasaya sunulabilmesi i¢in en diisiik seviyede
pastorizasyon veya pastorizasyonla es deger 1s1l isleme tabi tutulmasi gerekmektedir.
Uygulanan 1s1l islemler mikroorganizmalarin birgogunu inaktif hale getirebilmek i¢in
yeterli olabiliyor gibi disliniilse de ¢ok sayida mikroorganizmaya etki
edememektedir. Hatali yapilan 1s1l islemler, sonrasinda meydana gelen
kontaminasyonlar ve muhafaza asamasinda yapilan bircok hata kaymakta bulunan
mikroorganizma sayisini ve yikiinii arttirmaktadir (Karapinar ve Goniil, 1999).
Bundan dolayr da kaymaklarin mikrobiyal yiikleri farklilik gosterebilmektedir.
Calismamizda tek isletmeden kaymak temin edilip bu risk en az diizeye indirilmeye

calisilmistir.

S. aureus septisemi, menenjit gibi hastaliklara sebebiyet vermekle birlikte
toksik etkisi fazla olan enterotoksin olusturup intoksikasyonlara neden
olabilmektedir. Gidalarda bu bakterinin varhigi gida iiretim yerlerinde ozellikle
personel hijyeni konusunda eksiklik oldugunun gostergesidir. Ciinkii bu bakteri

insanlarin ag1z ve burun mukozalarinda dogal olarak bulunmaktadir (Tunail, 1999).

Siit ve siit mamullerinde S. aureus bulunmas siitiin sagimi sirasinda ya da
sagim sonrasinda gerek inek memesinden gerekse de personel ve ¢evresel

kaynaklardan kontamine oldugunun gostergesidir (Mutluer ve ark., 1993).
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Nisinin diisik pH degerlerinde daha aktif oldugu, diisiik protein ve yag
oranlarina sahip gidalarda ve pH<6,0’da en etkili oldugu bildirilmistir (Benkerroum
ve Sandine, 1988; Broughton, 1990; Okereke ve Montville, 1991). Nisinin
aktivitesinin yiiksek yag oranlarinda biiylik Ol¢iide azaldigi belirtilmistir (Jung ve
ark., 1992). Buna ragmen yag oraninin ve pH’nin nisin lizerine, dolayisiyla da
bakterilerin inhibisyonu iizerine etkisi, 6zellikle kullanilan nisin konsantrasyonuna
bagl olarak degismektedir (Carminati ve ark., 1989; Jung ve ark.,1992). Bruno ve
ark. (1992), pH 6,5’te 2,5 pug/ml nisinin L. monocytogenes suslarinin membran
potansiyelini bozarak 5 log’luk bir azalmaya neden oldugunu saptamiglardir.
Peynirlerde yapilan ¢alismalarda ise nisinin siitteki ve peynirdeki konsantrasyonunun
giderek azalmasindan dolayi etkisinin biiyiik kisminin ilk 24 saat icerisinde olustugu
bildirilmistir (Benkerroum ve Sandine, 1988; Maissnier ve ark., 1992; Jung ve ark.,
1992).

L. monocytogenes’in nisine karsi duyarliliginin saptandig: bir ¢alismada, 10
ug/ml diizeyindeki nisinin L. monocytogenes ATCC 19115, Scott A ve UAL500
suglarmin 10° KOB/ml olan baslangi¢ populasyonunda 6-7 log’lik bir azalma
meydana getirdigi ve ortama tuz ilavesinin nisinin bakterisit etkisini arttirdigi
bildirilmigtir (Harris ve ark., 1991). Tarafimizdan yapilan ¢aligmada bir siit tirlinii
olan kaymak kullanilmis ve kaymaga inokiile edilen L. monocytogenes iizerine 5
mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda kullanilan nisinin etkisi arastirilmistir. 7 giinliik
depolama siiresince yapilan analizlerde bakteri sayisinda herhangi bir azalma
meydana gelmemistir. Bunun nedeni ise kaymaktaki yiiksek yag oranmin (% 60)

nisinin etkisini azaltmasi olabilir.

Abdala ve ark. (1993), beyaz peynir iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada, pastorize
siite 10%-10° KOB/ml diizeyinde L. monocytogenes Scott A ve 25 pg/ml nisin
ekleyerek trettikleri peynirlerde, nisinin L. monocytogenes Scott A iizerine etkisini
60 giinliik depolama siiresince izlemislerdir. Arastirmacilar bu siire icerisinde L.
monocytogenes’in inhibe olmadigin1 saptamislar ve buna neden olarak da peynirlerin
pH degerlerinin yiiksek olmasindan dolayi nisinin etkili olamadigini belirtmiglerdir.

Bir diger siit iiriinii olan kaymak iizerinde yaptigimiz calismada 5 mg/kg ve 10 mg/kg
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dozlarinda kullanilan nisinin 7 giinliik depolama stiresince L. monocytogenes iizerine

herhangi bir bakterisidal etkisi gozlenmemistir.

Dean ve Zottola (1996), L. monocytogenes V7 susunun yagli (%10) ve az
yagli (%3) dondurmadaki yasam siireci ile nisin ilavesinin bakteri tizerindeki etkisi
arastirtlmistir. Nisin ilavesi yapilmadan iiretilmis olan kontrol grubunda ti¢ aylik (-18
°C) depolama siiresince L. monocytogenes sayisinda bir azalma s6z konusu
olmamustir. Nisin ilavesi yapilmis olan az yaglh dondurma 6rneklerinde ise muhafaza
siiresi sonunda L. monocytogenes varligi saptanmamistir. Yaptigimiz ¢alismada raf
omrii kisa olan siit iiriinlerinden kaymak kullanilmis ve depolamanin 7. gliniine kadar

bakteri tizerinde kullanilan nisin miktarlarinin herhangi bir etkisi gozlenmemistir.

Aktiirkoglu ve Erol (1999), beyaz peynir iiretimindeki nisin kullaniminin L.
monocytogenes iizerindeki etkinligini inceledikleri bir ¢alismada beyaz peynirlerde
30 pg/ml nisin kullaniminin raf dmriiniin 60. giinlinde etkeni tamamen yok ettigi
sonucuna varmislardir. Kaymak orneginde yaptigimiz c¢aligmada 5 mg/kg ve 10
mg/kg nisin kullanim1 7. depolama giiniinde L. monocytogenes iizerinde istatistiki
olarak Onemli bir fark olusturmamistir. Bu miktarlarda kullanilan nisin L.

monocytogenes lizerinde bakterisidal ya da bakteriyostatik etki géstermemistir.

Fransa’da, Boussouel ve ark. (2000), tarafindan yagsiz siitlerle yapilan bir
calismada, 100 ve 200 IU’lik nisin oranlarinin L. monocytogenes iiremesini inhibe
ettigi belirtilmistir. Tarafimizdan yapilan ¢alismada yine bir siit {iriinii olan kaymak
kullanilmis ve antimikrobiyal madde olarak da 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisin
kullanilmigtir. Kullanilan miktarlar 7. depolama giiniine kadar olan siirecte L.

monocytogenes iizerinde onemli bir fark olugturmamaistir.

Schillinger ve ark. (2001), soya fasulyesinden imal edilen tofu tizerine
yaptiklart bir calismada, L. monocytogenes ile kontamine ettikleri iriine, 2000 U
oraninda nisin eklemis ve L. monocytogenes sayisi, 60 KOB/g’dan 10 KOB/g
diizeylerine inmistir. Calismada, 1000 TU oraninda kullanilan nisinin etkenin sayisini
sabit tuttugu, 500 IU oranindaki nisinin ise etkisinin olmadigi bildirilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada kullandigimiz 5 mg/kg ve 10 mg/kg oranlarindaki nisinin,
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depolama siiresince L. monocytogenes iizerinde istatistiki agidan anlamli olabilecek

herhangi bir etkinligi saptanamamustir.

Bhatti ve ark. (2004), homojenize, pastorize ve ¢ig siitlere ilk olarak 10*
KOB/ml oraninda L. monocytogenes ilave etmisler sonrasinda ise ayni orneklere O-
500 IU/ml araligindaki farkli dozlarda nisin ilave etmislerdir. Yapilan g¢alisma
sonucunda L. monocytogenes sayisinin azaldigi tespit edilmistir. Yine bir siit {irlini
olan kaymak iizerinde yaptigimiz ¢alismada ilave ettigimiz 5 mg/kg ve 10 mg/kg

dozlarindaki nisin bakteri iizerinde herhangi bir etki géstermemistir.

Jamuna ve ark. (2005), nisinin ¢esitli Gram pozitif ve Gram negatif gidalarda
bozulmaya sebep olan patojen mikroorganizmalar tizerine etkisini arastirmiglardir.
Sivi besi ortaminda yapilan ¢alismada nisinin 40 1U/ml ve iizeri konsantrasyonlarda
kullanim1 L. monocytogenes, S. aureus, C. sporogenes iizerine etkili olmus; Gram
negatif mikroorganizmalardan E. coli direngli bulunmus, Pseudomonas ise daha
yiilksek konsantrasyonlarda (320 IU/ml) baskilanmistir. Tarafimizdan yapilan
calismada kullanilan 5 mg/kg nisin ve 10 mg/kg nisin miktarlar1 kaymaga inokiile
edilen S. aureus {izerine bakterisidal etki yapmamis ancak bakteri {izerinde

baskilayict etki gostermistir.

Kim ve ark. (2008), siitte sarimsak suyu ve nisinin L. monocytogenes
tizerindeki etkinligini arastirmak i¢in 62,5, 125, 250 ve 500 [U/ml nisin kullanmiglar
ve bu oranlarin giiclii antilisterial etkisinin oldugu sonucuna varmislardir. Bununla
birlikte nisin ile %2,5 ve %5 oranlarindaki sarimsak suyunun birlikte kullanildiginda
antilisterial etkinligin daha da arttig1 tespit edilmistir. Arastirmamizda siit iiriinii olan
kaymaga inokiile edilen L. monocytogenes iizerinde 5 mgkg ve 10 mgkg
dozlarindaki nisininin etkinligi arastirilmis ancak istatistiki olarak 6nemli olacak

herhangi bir sonuca varilamamugtir.

Santos Pires ve ark. (2008), nisin, natamisin ve nisin+natamisin igeren seliiloz
esaslt filmler iireterek dilimlenmis mozzarella peynirindeki S. aureus ATCC 6538, L.
monocytogenes ATCC 15313, Penicillium spp. ve Geotrichum spp. iizerine

antimikrobiyel etkinligini 12+2 °C’de 15 giin siireyle incelemislerdir.
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Nisintnatamisin igeren seliiloz filmler Penicillium spp. iizerine antimikrobiyel etki
gosterirken, nisin iceren seliiloz filmler S. aureus ATCC 6538 iizerine herhangi bir
antimikrobiyel etki gostermemistir. Kaymak {lizerine yaptigimiz ¢alismada S. aureus
ATCC 25923 susu lizerine 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda kullanilan nisinin
etkinligi incelenmistir. Calismamizda kullandigimiz dozlar bakteri sayisini azaltici
yonde herhangi bir etki goztermezken bakteri sayisinin artmasina da izin

vermemistir.

Yilmaz ve Giinalan (2010), tarafindan Kayseri bolgesinde tiiketime sunulan
cig siitlerde S. aureus ve enterotoksin varligi aragtirilmigtir. Stafilokokal
enterotoksinlerin gidalarda sentezlenebilmesi icin 10° KOB/mI seviyesinde S. aureus
bulunmas1 gerekirken, ¢alismada incelenen bazi siit 6rneklerinde bu degerin altinda
tespit edilen mikroorganizma sayisina ragmen enterotoksin varligi tespit edilmistir.
Bu durumun nedeni olarak da; siitlerin tanklarda beklemesi esnasinda S. aureus’un
geliserek cogaldigi, daha sonra cesitli inhibitorik faktorlerin etkisi altinda sayisal
azalma gosterdigi seklinde bir aciklama getirilmistir. Yaptigimiz calismada kaymaga
10° KOB/ml diizeyinde S. aureus eklenmistir. Eger S. aureus iiremesi i¢in uygun
sartlar saglanmis olsa ve ¢aligmamizda antimikrobiyal madde kullanilmamis olsaydi
bakteri say1s1 10° KOB/ml seviyelerine ¢ikabilir ve enterotoksin olusumu i¢in kaynak

teskil edebilirdi.

Pinto ve ark. (2011), tarafindan yapilan bir ¢aligmada nisinin serro peynirinde
S. aureus sayisini azalttigimi ve 100 IU/ml ve 500 IU/ml nisin igeren peynirin
olgunlagmanin 7. giiniinde 4,3 log KOB/ml olan bakteri sayisinin kontrol grubuna
gore 1,2 ve 2,0 log azaldigini tespit etmislerdir. Tarafimizdan yapilan g¢aligmada
kullanilan 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarindaki nisin +4 °C’de 7 giinliik depolama
stiresince S. aureus sayisinda herhangi bir azalma olusturmamis ancak bakteri

gelisimini baskilamistir.

Ultra filtrasyondan gegirilen siitten iretilen peynirler ilizerinde yapilan
calismada, 5 log KOB/g S. aureus inokiile edilen peynir 6rneklerine 0, 1, ve 2 pg/g
dozlarinda nisin ilave edilmistir. 8 °C ve 25 °C’de depolanan 6rneklerin 0, 1, 8, 15,

30, 45 ve 60 giin tizerinden mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. 8 °C’de depolanan
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orneklerde 1 pg/g nisin kullanimi depolamanin ilk giiniinde S. aureus sayisinda
onemli azalma meydana getirirken 2 pg/g nisin kullanimi ise bakteri sayisi 10*
KOB/g diizeyinin altina diisiirmiistiir. 25 °C’de depolanan oOrneklerde ise 15.
depolama giiniine kadar 8 °C’de depolanan 6rneklerle benzer olan bakteri sayis1 15.
giinden sonra artmaya baglamis ve nisinin etkisi azalmistir (Mohammadi ve Jodeiri,
2014). Farkli bir siit iirlinii olan kaymak {izerinde yaptigimiz ¢alismada, 5 mg/kg ve
10 mg/kg dozlarinda kullanilan nisin +4 °C’de depolanan S. aureus lizerine 7 giinliik
depolama stiresince gelisimi azaltict yonde herhangi bir etki géstermemistir ancak

bakteri sayisini da arttirmamastir.

Nisin siit ve siit triinleri disinda bir¢ok gida maddesine ilave edilerek de

bakteri inhibisyonu {izerine etkileri aragtirilmistir.

Nilsson ve ark. (1997), dumanlanmis somon baliklar1 {izerine yaptiklari bir
calismada, CO2 ile 30 IU/ml ve 500 IU/ml arasinda degisen miktarlarda nisin
uygulamalar1 sonucunda L. monocytogenes sayisinda 2 log oraninda bir azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada kaymakta 5 mg/kg ve 10 mg/kg
nisin kullaniminin L. monocytogenes sayisinit azaltict yonde herhangi bir etki

gostermedigi belirlenmistir.

Nykanen ve ark. (2000), deneysel bir ortamda dumanlanmig balik drneklerine
nisin ve nisin ile 1:1 oraninda kombine edilmis %60’lik sodyum laktat ¢ozeltisi
eklenmis ve nisinin L. monocytogenes sayisini diisiirdiigii ancak bu diisiisiin sodyum
laktat kombinasyonu ile daha fazla oldugu bildirilmistir. Nisin ilavesi ile kaymak
tizerinde yaptigimiz c¢alismada kullandigimiz miktarlar depolama siiresince L.
monocytogenes iizerinde bakterisidal bir etki gostermemistir. Kaymakta nisin ile
kombine iriinler kullanilarak yapilacak ¢aligmalarda bakteri lizerinde inhibe edici

etkiler gozlenebilir.

Giines ve Cibik (2002), L. monocytogenes ile kontamine ettikleri koftelerde 5
pg/ml nisin kullaniminin 20. dakikasindan itibaren bakteri sayisinda 6nemli bir diisiis

oldugunu belirtmislerdir. Farkli bir 6rnek olan kaymakta 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisin
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kullanilarak yaptigimiz ¢alismada 7 giinlilk depolama siiresince bakteri sayisinda

herhangi bir diisiis saptanamamustir.

Vongsawasdi ve ark. (2012), balik koftesinde nisinin S. aureus itizerindeki
etkinligini incelemislerdir. Deney ortaminda kontamine edilip ve 4 °C’de saklanan
numunelerde baslangi¢ bakteri yogunlugu 7,27 log KOB/g olarak tespit edilmistir.
Kontrol bakteri sayisinin devamli artis gosterdigi ve 12. giin 9,53 log KOB/g’a
ulastig1 ancak nisin (15 ng/ml) eklenen grupta depolama siiresince siirekli azalarak
12. giin 5,70 log KOB/g’a kadar diistiigli belirtilmistir. Kaymak {izerinde yaptigimiz
calismada 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda kullanilan nisin 7. gline kadar olan
depolama siirecinde bakteri gelisimini azaltici yonde bir etki gostermemistir. Ancak

bakteri gelisimini baskiladig1 gézlenmistir.

S. aureus vyiiksek bakteri konsantrasyonuna ulagmasi ve enterotoksin
olusturabilmesi i¢in rekabetgi floraya karsi baskin olmasi gerekir. Enterotoksin A
olusturan S. aureus suslarinin diger toksin olusturan S. aureus suslarina gore uygun
olmayan sartlar altindada enterotoksin olusturabilecegi bildirilmektedir (Alisarli ve
ark. 2002). Calismamizda kullandigimiz S. aureus ATCC 25923 A tipi enterotoksin
olusturmaktadir. Gida intoksikasyonlarinda en ¢ok goriilen toksin tipinin, toksisitesi
en yiiksek olan SEA oldugu, bunu SEB ve SED tiplerinin takip ettigi arastiricilar
tarafindan bildirilmektedir (Yildirim ve ark., 2016). Soejima ve ark. (2007), yagsiz
siite 1-2 log KOB/ml S. aureus inokiile edip calkalayarak 35 °C’de inkiibe
etmiglerdir. Bu kosullarin S. aureus gelisimini ve SEA iretimini hizlandirdigini
bildirmiglerdir. Kaymakta S. aureus ve enterotoksin gelisimin onlemek amaciyla
yaptigimiz deneysel c¢alismada kullanilan 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisinin bakteri
sayisini azaltict yonde bir etkisi olmamis ancak bakteri gelisimini baskilamstir.
Kekik yagimin %0,25 oraninda kullanilmasi 7. depolama giiniinde, %0,5 oraninda
kullanilmasi ise 5. depolama gilinlinden itibaren S. aureus sayisini azaltici yonde etki

gostermistir.

Yagl ve yarim yagl yumusak peynirlerde Salmonella Enteritidis NCTC 4444
ve L. monocytogenes NCTC 11994 ilave edilerek yapilan bir calismada defne, targin,

kekik ve sarimsak oziitleri kullanilmistir. Calisma sonunda az yagli peynirlerde kekik
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oziitiiniin S. Enteritidis e kars1 diger oziitlerin yagl peynirlerde gosterdigi etki kadar
etki sagladigi gorilmiistiir (Smith ve ark., 2001). Yaptigimiz c¢alismada
kullandigimiz  %0,25 ve %0,5 oranlarindaki kekik yagi S. aureus {izerinde
bakterisidal bir etki gosterirken ayni etkiyi L. monocytogenes lizerinde gosteremedigi

belirlenmistir.

Ayar ve Akyliz (2003), olgunlasma esnasinda beyaz peynirin lipolizi tizerine
eklenen nane ve kekik ekstraktlarinin etkisini inceledikleri ¢alismada, kekik
ekstraktinin bakteri, maya ve kiif faaliyetlerini az da olsa engelledigi saptanmustir.
Tarafimizdan yapilan ¢alismada kullandigimiz %0,25 ve %0,5 oranlarindaki kekik
yagmin yine bir silit Urilinii olan kaymaga inokiile edilen S. aureus ve L.
monocytogenes iizerine etkileri incelenmistir. Kullanilan kekik yagi S. aureus
lizerinde depolama siiresince olumlu bir etki gostermis ancak L. monocytogenes

tizerinde istatistiki agidan anlamli olabilecek bir etki gdsterememistir.

Siirk peyniri lizerinde yapilan bir ¢alismada ¢esitli baharatlarin (biber, kekik,
nane, kimyon, hindistan cevizi, yenibahar, karanfil, tar¢in, karabiber, tuz, ve sicak
kirmiz1 biber salgasi) depolama siiresince S. aureus lizerine etkisi arastirilmistir.
Baharatlar peynire yapim asamasinda ilave edilmis, S. aureus inokiile edilerek
depolanmistir. Sonug¢ olarak; S. aureus sayist depolama boyunca azalmistir
(Masatcioglu, 2004). Yaptigimiz ¢alismada kaymaga inokiile edilen S. aureus ve L.
monocytogenes iizerine %0,25 ve %0,5 oranlarinda eklenen kekik yaginin etkisi
arastirilmistir. Kullanilan antimikrobiyal madde ve miktarlar1 S. aureus iizerinde
depolamanin 3. giinlinden itibaren istatistiki agidan dnemli azalma olustururken L.
monocytogenes iizerinde depolama siiresince herhangi bir etki gostermedigi ortaya

konulmustur.

Rasooli ve ark. (2006), iki kekik ¢esidi olan Thymus eriocalyx ve Thymus x-
porlock esansiyel yaglarmin Listeria monocytogenes gelisimi iizerindeki
antibakteriyal etkisini incelemislerdir. Bu iki kekik (thyme) c¢esidinin de L.
monocytogenes’e karsi yiiksek antibakteriyal etki goOsterdigi tespit edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz bilyali kekik olarak da bilinen kekik ¢esidi Origanum
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onites’ten elde edilen yag depolama siiresince L. monocytogenes iizerinde

antimikrobiyal herhangi bir etki gostermemistir.

S. Enteritidis, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus ve Penicillium
spp. ile inokiile edilmis dilim kasar peynirleri iizerine, %2 oraninda kekik ve
sartmsak Oziitii igeren peynir alti suyu proteini (PASP) esasli antimikrobiyel
yenilebilir filmlere natamisin veya nisin ilave edilmistir. Olusturulan 6rnekler 15 giin
siireyle buzdolab1 sicakliginda depolanmistir. Depolama siiresi sonunda kekik yagi
iceren PASP filmle ambalajlanmis kasar peyniri 6rneklerinde E. coli O157:H7
sayisinda 1.48 log KOB/g, S. aureus sayisinda ise 2.15 log KOB/g azalma
saptanmigtir. L. monocytogenes sayisinda en fazla azalma sirasiyla nisin, sarimsak
veya kekik yagi iceren film ile ambalajlanmis Orneklerde goriilmiistiir (Sarikus,
2006). Bir siit tirtinii olan kaymakla yaptigimiz ¢alismada 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisin
kullanim1 hem S. aureus hem de L. monocytogenes sayisinda azalma meydana
getirmemistir. Ancak %0,25 ve %0,5 dozlarinda kullanilan kekik yagi L.
monocytogenes tizerinde herhangi bir etki géstermezken S. aureus sayisinda 0,45 log

KOB/g azalma meydana getirmistir.

Ayana ve Turhan (2009), tarafindan kasar peynirindeki S. aureus gelisimini
engellemek icin %1,5 oraninda zeytin yapragi oziitli igeren metilseliiloz esash
filmler, dilimlenmis kasar peyniri érneklerine uygulanmistir. Ornekler 4+0,3 °C’de
14 giin silireyle depolanmistir. Zeytin yapragi Oziitiiniin antimikrobiyel etkisi
sonucunda, S. aureus inokiile edilmis ve metilseliiloz esash film ile kaplanmis kasar
peyniri dilimlerinde S. aureus sayis1 %24,5 oraninda azalmistir. Kaymaga inokiile
edilen S. aureus iizerine yaptigimiz ¢alismada %0,25 ve %0,5 oranlarinda kekik yagi
kullanilmis ve 6rnekler 7 giin siireyle depolanmustir. %0,25 dozunda kullanilan kekik
yag1 orneklerinde depolamanin 7. giiniindeki bakteri sayis1 0. giine oranla 0,34 log
KOB/g azalma gostermistir. %0,5 dozunda kullanilan kekik yagi 6rneklerinde ise

ayni etki 5. depolama giliniinden itibaren gozlenmistir.
Yumusak bir peynir ¢esidi olan Domiati peynirine eklenen ¢orek otu yagi,
depolama siiresince toplam bakteri iizerinde belirgin bir etki gostermezken, S.

aureus, E. coli yiikleri tizerinde inhibisyon etkisi gdstermis ve bu mikroorganizma
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sayilarinda diisiis olmasini saglamistir (Hassanien ve ark., 2013). Calismamizda
kullandigimiz %0,25 ve %0,5 oranlarindaki kekik yagi kaymaga inokiile edilen S.
aures tizerinde bakterisidal bir etki gosterirken L. monocytogenes iizerinde belirgin

bir etki tespit edilememistir.

Pannerin (geleneksel bir tereyagi tiirii) raf Omriinii arttirmak i¢in dogal
koruyucu ajan olarak baharatlarin potansiyelini belirlemek amaciyla yapilan
calismada; kakule, tarcin, karanfil, kimyon, hindistan cevizi, biber, tuz, star anason,
defne yapragi, zerdecal ve vanilya test edilmistir. En iyi antimikrobiyal etki karanfil
yaginda saptanmistir. Karanfil yagi uygulanmis pannerlarmm raf omrii 40 giin
uzamistir (Havanur ve Adi, 2014). Calismamizda dogal antimikrobiyal maddelerden
bir tanesi olan kekik yagi kullanilmistir. Kaymaga inokiile edilen S. aureus iizerinde
%0,25 oraninda kullanildiginda 7. depolama giinlinde bakteri sayisinda 0,34 log
KOB/g azalma gostermis, %0,5 oraninda kullanildiginda ise ayni etkiyi 3. depolama
giiniinde gostermistir. Bir diger bakteri ¢esidi olan L. monocytogenes iizerinde ise
depolama siiresince istatistiki olarak anlamli olabilecek herhangi bir etki

belirlenememistir.

Eritme peynirinde baz1 patojen bakteriler iizerine ¢esitli baharatlarin etkisinin
arastirildig1 bir ¢alismada; eritme peyniri igerisine %1’lik ve %3’likk kekik, nane,
anason, dereotu ve sarimsak tozu baharatlari ilave edilip, patojen mikroorganizma
olarak S. aureus (ATCC 25923) ve E. coli (ATCC 25922) kullanilmistir. +4° C’de 90
giin depolama sonucunda S. aureus iizerine en etkili baharatlarin nane (%3) ve
dereotunun, E. coli {izerinde ise kullanilan biitiin baharat ¢esitlerinin etkili oldugu
belirlenmistir (Glimiis ve Bursa, 2015). Tarafimizdan yapilan c¢alismada kaymaga
inokiile edilen S. aureus ve L. monocytogenes iizerine %0,25 ve %0,5 oranlarinda
eklenen kekik yagmin etkisi arastirilmistir. 7 giinlik depolama siiresince L.
monocytogenes {iizerinde herhangi bir etki gozlenmezken S. aureus sayisinda 3.

giinden itibaren 0,35 log KOB/g azalma gozlenmistir.

Mersin ugucu yag1 eklenmis yenilebilir film kaplamalarin kasar peynirinin
depolanmasinda antimikrobiyal etkisinin incelendigi bir ¢aligmada kontrol

(yenilebilir film olmayan), mersin yagi eklenmemis ve mersin yagi eklenmis
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yenilebilir film olmak tizere 3 grup olusturulmus ve %2 diizeyinde mersin yagi ilave
edilmistir. Kontrol grubundaki orneklerde S. aureus sayisinin 90 giin depolama
siiresi sonunda 6,23 log KOB/g’dan 7,50 log KOB/g’a yiikseldigi goriilmiistiir.
Yenilebilir film ilave edilmis gruplardan mersin yagi ilave edilmeyen oOrneklerde
6,23 log KOB/g olan say1 4,03 log KOB/g’a; mersin yagi ilave edilen 6rneklerdeki
say1 ise 6,23 log KOB/g’dan 3,33 log KOB/g’a kadar azalmistir (Saygili, 2015).
%0,25 ve %0,5 oranlarinda kekik yag1 eklenerek kaymaga inokiile edilen S. aureus
tizerindeki etkinliginin incelendigi ¢alismamizda, %0,25 kekik yag1 eklenen
orneklerde 7. giinde ve %0,5 kekik yagi eklenen Orneklerde 5. giinde baslangig
bakteri sayisina gore 0,34 log KOB/g azalma oldugu goézlenmistir.

Sarimsak ve zencefil tozunun Ayibin (Etiyopya peyniri) kimyasal, mikrobiyal
ve duyusal 6zellikleri tlizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada sarimsak tozu, zencefil
tozu ve bunlarin karisimlar1 %0, %1, %3 ve %5 oranlarinda ilave edilmistir. Genel
olarak baharatlarin mikrobiyal ve biyokimyasal oOzelliklerde etkili oldugu ve
geleneksel siit lirtinlerinin gelistirilmesinde énemli role sahip oldugu tespit edilmistir
(Regu ve ark., 2016). Yaptigimiz ¢alismada %0,25 ve %0,5 oranlarinda kullanilan
kekik yagi L. monocytogenes iizerine herhangi bir etki olusturmazken S. aureus
tizerinde 3. depolama giiniinden itibaren bakterisidal etki gostermistir. Ancak kekik
yaginin kaymaga eklenmesi ile kaymagin kendine 6zgii tat ve kokusunu Onemli

derecede baskilanmustir.

56



6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada kaymaga inokiile edilen L. monocytogenes ve S. aureus iizerine
5 mg/kg ve 10 mg/kg nisin ile %0,25 ve %0,5 oranlarinda eklenen kekik yaginin 7
giinliik depolama siiresince etkisi arastirilmistir. Her bir bakteri i¢in bakteri kontrol
gruplar1 da dahil olmak iizere 6 grup, toplamda 12 grup olusturulmustur. Kaymak
kontrol grubunda alinan kaymaktan kaynakli herhangi bir tireme olup olmadigi

aragtirtlmis ancak bulguya rastlanmamagtir.

L. monocytogenes eklenen gruplarda kullanilan antimikrobiyal maddeler ile
miktarlarimin ~ depolama  siiresince  bakteri {izerinde herhangi bir etkisi

gozlenmemistir.

S. aureus eklenen gruplarda ise kullanilan nisin miktarlarinin olumlu etkisi
olmamis ancak %0,25 kekik yagi eklenen grupta 7. depolama giiniinde 0,34 log
KOB/g azalma olmustur. %0,5 kekik yagi eklenen grupta ise 5. depolama giiniinde 0.
giine oranla 0,35 log KOB/g azalma meydana gelmis ve bu azalma 7. giinde 0,45 log
KOB/g diizeyine ulagsmistir. Olugan bu etkilerin ise istatistiki agidan énemli oldugu

sonucuna varilmistir.

Kullanilan {irlinlin raf Omriiniin kisa olmasindan dolayr 7 giin olarak
belirlenen depolama siiresi daha sonra yapilacak olan c¢aligmalarda daha uzun
tutularak kullanilan maddelerin ve miktarlariin etkinligi arastirilabilir. Bakteriler
tizerinde goriilen etki daha uzun depolama siirelerinde daha anlamli farkliliklar
ortaya ¢ikarabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica daha yiiksek dozlarm kullaniminin

nasil etki yapacagina yonelik calismalar da yapilabilir.

Kullanilan maddelerin miktarlar1 arttirilarak da daha olumlu etkiler
gozlenebilir. Ancak nisinin gidalarda kullanimi ic¢in belirlenen limit degerlerin
astlmamas1 gerekmektedir. Kekik yagi i¢in ise belirlenen limit deger yoktur ancak
kullanilan miktarin artirilmasi duyusal yonden gidalar {izerinde olumsuz etkiler

olusturabilir. Ozellikle kaymak gibi kendine 6zgii tat ve kokuya sahip bir iiriinde,
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yine baskin tat ve kokuya sahip bir maddenin kullanimi1 kaymagin tiiketilebilirligini

olumsuz yonde etkileyebilir.
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