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ABSTRACT

The main objective of this study was to investigate the effect of nisin and thyme oil on Listeria monocytogenes and
Staphylococcus anrens inoculated in cream. Milk skim was used in the study, a total of 12 groups including L.
monocytogenes and S. aurens 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 0.5% thyme oil were added to groups other than bacterial control group. The same procedure was
applied in the second work package, which is . auress. Microbiological follow-up of the prepared samples on the
0, 3, 5 and 7th storage days was performed. In addition, pH, ORP (Oxidation Reduction Potential) and ay
analyzes were performed. Three replications of the experimental groups formed in both work packages were
carried out and two parallel samples were analyzed from each sample. In the study, it was determined that using
0.5% thyme oil showed a high antimicrobial effect in samples containing I.. monocytogenes and S. anrens (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.
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Nisin ve Kekik Yaginin Kaymaga Inokiile Edilen Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus
Uzerine Depolama Siiresince Etkisi

(074

Bu arastirmanin temel amaci, nisin ve kekik yaginin kaymaga inokile edilen Listeria monocytogenes ve Staphylococeus
anrens Uzerine etkisini incelemektir. Arastirmada siit kaymagi kullanilmis, kontrol 6rnedi de dahil olmak tzere L.
monocytogenes ve S. anreus inokile edilen toplam 12 grup olusturulmus ve ¢alisma iki is paketine ayrilmustir. Birinct 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 %0,5 kekik yag1 eklenmistir. S. aureus olan ikinci is paketinde de ayni
islemler uygulanmistir. Hazitlanan 6rneklerin 0., 3., 5. ve 7. depolama giinlerindeki mikrobiyolojik takibi
yapilmustir. Ayrica pH, ORP (Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli) ve ay analizleri yapilmustir. Her iki is paketinde
de olusturulan deneme gruplarinin 3 tekerriirld tretimi gerceklestirilmis ve her bir 6rnekten 2 paralelli olacak
sekilde analiz gerceklestirilmistir. Arastirmada %0,5 kekik yagi kullaniminin L. monocytogenes ve S. aurens igeren
orneklerde daha fazla antimikrobiyal etki gésterdigi belirlenmistir (p<0,05). Kekik yaginin bakteri gelisimini inhibe
ettigi belirlenmekle birlikte, kekik yaginin keskin aromasinin kaymagin kendine has tat ve kokusunu baskiladig
gbzlenmistir.
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GIRIS

Sit ve triinleri, insanlarin saglikli, dengeli ve yeterli
beslenebilmeleri icin gerekli olan yag, protein, mineral
ve vitaminleri barindirmaktadir (Baysal 2004).
Kaymak, stt yagindan elde edilen yaklastk %060
oraninda yag iceren bir siit drinidir. Afyonkarahisar
basta olmak lzere Erzurum, Kilis, Edirne, Kocaeli,
Istanbul, Ankara ve Bursa illerinde de geleneksel
yontemler ile  kaymak  dretimi  yapilmaktadir
(Hasdogan 2004). Ttrkiye’de 6zellikle manda ve inek
stutlerinden kaymak Uretimi yaygindir. Ancak yag ve
kuru madde icerigi ile kaymak baglama 6zelligi ytiksek
oldugu icin en iyi kaymak manda sttiinden elde edilir
(Ipekcioglu ve Giirler 2017). Avrupa’nin giineydogu
bolgeleri (Sirbistan, Bosna-Hersek, Karadag) ile Tran,
Afganistan ve Hindistan’da da kaymak benzeri
trtinler Gretilmektedir (Pudja ve ark. 2008).

Gida kaynaklt hastaliklar gin gectikge artmakta ve
o6nemli saglik sorunlari haline gelmektedir. Patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar ise en
tehlikeli grupta yer almaktadir (Anyogu ve ark. 2021).
Kaymak icerdigi besin 6geleri, yitksek su orani ve
fermente drin olmamasindan dolayt  patojen
mikroorganizmalarin  dremeleri icin elverisli  bir
ortamdir (Ipekgioglu ve Giirler 2017).

L. monocytogenes dogada yaygin olarak bulunan,
bircok ¢evresel etmene karst diren¢ gdsteren,
buzdolab1 sicakhiginda treyebilen gida kaynaklt
patojen bir bakteridir (Zamuz ve ark. 2021). Bu
Ozellikleri ile L. monocytogenes et, siit ve siit trinleri,
deniz driinleri ve sebzeler gibi cesitli gidalarda dogal
olarak bulunabilmekte ve gelisme gosterebilmektedir
(EFSA 2019). Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kriterler Yonetmeligi'ne gore; L. monocytogenes icin
tolerans yoktur, limit degeri “Bulunmamali/25¢”
seklindedir (Anonim 2011).

Stafilokoklar insanlarda ve hayvanlarda cesitli
enfeksiyonlara ve intoksikasyonlara neden olan
bakterilerdir. Koagulaz negatif ve koagulaz pozitif
stafilokoklar enfeksiyon olusturabilmekteditler ancak
gida intoksikasyonlarinin en Onemli etmeni S.
aureus’tur (Cheung ve ark. 2021). S. aureus genis pH
ve sicaklik arahgmnda gelisme gosterebilmekte ve
bircok gida maddesinde canliligini koruyabilmektedir
(Abdeen ve ark. 2020). Sit ve stt trtnlerindeki en
o6nemli kontaminasyon kaynagi mastitisli ineklerin
sttleri ile saglikl ineklerden elde edilen temiz stitlerin
birbirine karismast ve isletme hijyenine dikkat
edilmemesidir  (Kuplali  ve ark. 2002). Gida
isletmelerindeki personelden hapsirma, Sksiirme gibi
refleksler ile kontaminasyon meydana gelebilmektedir.
Bununla birlikte enfekte olmus deriden de gidalara
gecebilmektedir (Bergdoll ve Wong 2000).
Bakteriyosinlerin ~ gidalart  korumak  amaciyla
kullanlmalarinin en 6nemli nedenlerden biri GRAS
(Generally Recognized As Safe) maddeler listesinde
yer almasidir. Diger sebepler ise sicaklik ve pH’ya
karst direncli olmalari, patojen mikroorganizmalara
karst antimikrobiyal etki géstermeleridir (Ibrahim ve

ark. 2021). Nisin, lantibiyotikler grubunda bulunan,
laktik asit bakterilerinden biri olan Lactococcus
lactis’in urettigi 1. smuf bakteriyosinler arasinda yer
alan bir bilesiktir (Cheigh ve Pyun 2005). Ulkemizde
peynir, kaymak, irmik, puding, pastdrize stvi yumurta
gibi drtnlerde 3-12,5 mg/kg araliginda degisen
dozlarda kullanimina izin verilmektedir (Anonim
2013). Diger bakteriyosinlere oranla  nisinin
antibakteriyel etki alani daha fazladir. Gram pozitif
bakterilerin neredeyse tamami Uzerinde etkilidir
(Arauz ve ark. 2009). Selat olusturucu ajanlarla birlikte
kullanildiginda gram negatif bakteriler tzerinde de
etkin oldugu belirtilmistir (Boziaris ve Adams 1999).
Nisin gida endistrisinde bakteriyel kontrol igin
degisik dozlarda (100-2000 IU g—1) yaygin olarak
kullanilmakta olup (Khelissa ve ark. 2021) L.
monocytogenes’e  karst  yiksek  etkili  oldugu
belirtilmistir (Zhang ve ark. 2021). Nisin hedef hiicre
zarinda porlar olusturarak hicre icin gerekli mikro
molekiillerin sizmasina sebep olur. Hedef membran
ile ilk temastan nisinin C-terminal bélgesi sorumludur.
Nisin C-terminal bolgesi ile hedefteki
fosfatidilgliserole ~ baglanir, miiteakiben gézenek
olusumu ve ani hicre 6limi gerceklesir (Liu ve ark.
2022).

Kekik, Labiateae ailesine ait odunsu ve aromatik bir
bitkidir. Kekik yag1 ise 60’dan fazla maddeyi yapisinda
bulundurmaktadir. Kekik yaginin en énemli bilesikleri
timol  (%44-60), karvakrol (%2,2-4,2), p-simen
(%18,5-23,5), monoterpen hidrokarbonlar ve c-
terpinen  (%16,1-18,9)’dir (Baranauskiene ve ark.
2003). Bunlardan karvakrol ve timoliin antimikrobiyal
etkinliginin yiksek oldugu bildirilmistir (Benli ve Yigit
2005). Kekik yaginda bulunan fenolik bilesiklerin
mikroorganizmalarin  hlcre  zarindaki  fosfolipit
tabakastni uyarip, hticre icinde bulunan yasamsal
oneme sahip yapilarin gecirgenligini artirarak veya
mikroorganizmalarin enzim sistemlerini bozarak etki
ettigi belirtilmektedir (Helander ve ark. 1998; Lambert
ve ark. 2001).

Bu caligmada, kaymaga inokile edilen Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus iizerine
nisin ve kekik yaginin depolama siiresince etkisi
arastirllmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Arastirma kapsaminda yerel bir siit isletmesinin, inek
sutinden Urettigi kaymaklar kullantlmistir.  Sit
kaymagi orijinal ambalajinda  ve soguk zincir
kirllmadan laboratuvara getirilmis, zaman ge¢meden
isleme alinmustir. Calismada kullanilan kaymaklarin
aragtirmaya konu olan patojenleri icerip icermedigi
kaymak kontrol grubu olusturularak incelenmistir.
Arastirmada Listeria monocytogenes RSKIK 02028 ve
Staphylococcus  aureus ATCC 25923  suslarnt
kullanilmistir.

201



Calisma Gruplarinin Hazirlanmasi

Her bakteri icin 2 adet kaymak kontrol, 2 adet bakteri
kontrol, 5 mg/kg vel0 mg/kg nisin (Merck, Almanya)
e %0,25 ve %0,5 kekik yagt (Origanum onites,
Manolya Dogal Aromatik Uriinler Gida San. ve Tic.
Ltd. Sti. Izmir) eklenerek toplam 12  grup
olugturulmustur. Bakteri kontrol gruplarinda sadece
ilgili bakteri kullanilmistir. Ug tekerriirli ve iki
paralelli olarak yurttilen ¢alismanin 0., 3., 5. ve 7.
depolama  glinlerinde  mikrobiyolojik  analizler
yapilmustir. Ayrica pH degeri (WTW pH 3110 Set 2),
Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli-ORP  (WTW
Sentix ORP Elektrodu) ve su aktivitesi degeri-aw
(Testo FF 650) dlgulmustir.

Kontaminasyon Sivisinin Hazirlanmasi

Ayri calisma gunlerinde olmak tzere -80 °C’de
bulunan suslardan 40 upl alinarak CASO Broth
(Merck, Almanya) besiyerine aktarilmistir. Daha sonra
L. monocytogenes 30 °Cde, S. amrens 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast suslar 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5810
R) edilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak peletlerin
tzerine %0,9’luk steril fizyolojik tuzlu sudan 10 ml
eklenerek vorteks aracihgi ile pelet dagilmistir ve
santrifilj islemi tekrarlanmustir. Bu islem 3 defa
yapildiktan sonra suslarin bulundugu peletler %0,1’lik
peptonlu su icinde siispanse edilerek birlestirilmistir
(Yal¢in ve Arslan 2011).

Orneklere Bakteri ve Antimikrobiyal Madde
Eklenmesi

Aragtirma  kapsamindaki kaymak kontrol grubu
haricindeki her bir calisma grubu tek bir bakteri ile
kontamine edilmigtir. Kontaminasyon dizeyi 0,5
McFarland ile ayarlama ve sonrasinda seri dilisyonlar
yapilarak 5 log KOB/ml olacak sekilde ayarlanmis ve
bakteri adaptasyonu icin 30 dakika beklenmistir. Nisin
gruplarini  olugturmak icin 500 ppm  nisin
¢ozeltisinden C ve M gruplarina 1 gram, D ve N
gruplarina 2 gram eklenmistir. Kekik yag1r gruplarini
olusturmak icin ise E ve P gruplarina 250 ul, F ve R
gruplarina ise 500 pl kekik yagr eklenmistir. TUm
ckleme asamalarindan sonra 6rnekler steril cam baget
ile manuel olarak 2 dakika strecince aseptik sartlarda
aynt kisi tarafindan karstirilarak  homojenizasyon
saglanmistir. Bu agamayt takiben 30 dakika daha
beklenip 0. glin analizleri yapilmistir. Hazirlanan
gruplar depolama stitecince buzdolabinda (+4 °C)
muhafaza edilmistir.

Mikrobiyolojik Analizler

L. monocytogenes  inokile  edilen  6rneklerin
mikrobiyolojik analizleri Yalcin ve Arslan’in (2011),
belirttigi yonteme gbre yapilmustir. Seri dilisyonlar
hazirlanarak PALCAM Agara (Merck, Almanya)
ekimler yapilmis ve petriler 3012 °C’de 24-48 saat
inkiibe edilip siyah haleli ve gri olan koloniler
sayilmistir. S, aurews  inokile edilen 6rneklerin
mikrobiyolojik analizleri Burnham ve ark. (2008),

belirttigi yontem ile yapimistir. Baird Parker Agara
(BPA-Merck, Almanya) ekimler yapilmis ve petriler
3712 °C’de 24-48 saat inktbe edilip seffaf zonlu, 1-2
mm c¢apli parlak siyah renkli koloniler sayilmistir. Her
iki bakterinin sayim sonuglart logl0 kob/g olarak
hesaplanmustir.

Istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen veriler SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) Windows 22.0 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Gruplar arasindaki fark
Kruskall hallis, grup icerisindeki tekrarli Ol¢timler
arasindaki fark Friedman ve Wilcoxon testi ile
incelenmistir.

BULGULAR

Kontrol grubu kaymakta L. monocytogenes ve S. aurens
aragtirilmis ancak  herhangi  bir  bulguya
rastlanmamustir.

L. monocytogenes ile kontamine edilen kaymaklarda
saptanan bakteri sayilart Tablo 1’de verilmistir.
Herhangi bir inhibisyon uygulamast yapimayan B
grubunda depolama sonunda 241 log arti
belitlenmistir. Bunun yaninda 5 mg/kg nisin
uygulanan C grubunda 2.71, 10 mg/kg nisin
uygulanan D grubunda ise 2.75 log ¢ogalma
belitflenmistir. Diger yandan %0,25 kekik yag1
kullanilan grupta 2.39 ve %0,5 kekik yagi ilave edilen
grupta 2.30 log c¢ogalma tespit edilmistir. Her iki
maddenin de calismamizda kullandan dozlarinin
kaymakta L. monocytogenes tzerine inhibisyon etkisi
belirlenmemistir. Gruplar icerisinde L. monocytogenes’e
karst en etkili olan %00,5 kekik yagidir.

L. monocytogenes  kullanilan  gruplarda aw  degeri
depolama siiresince dalgali seyir géstermistir. Tuim
gruplar icerisinde en diisitk degerin 79,051£0,49 ile A
grubunun 3. depolama gliniinde, en yliksek degerin
ise 96,3520,89 ile B grubunun 0. giniinde oldugu
belirlenmistir ~ (Tablo  2). ORP  degetlerine
baktigimizda en disiik degerin 2,4310,24 (D grubu, 0.
gln), en yiksek degerin ise 104,03£2,4 (A grubu, 3.
gtin) oldugu tespit edilmistir (Tablo 3). Tum gruplarda
pH degerlerinin 0. giine kiyasla depolama sonunda
distiigi ve bu disisin istatistiki olarak 6nemli
oldugu (p<0,05) ortaya konulmustur (Tablo 4).

S. aureus ile kontamine edilen kaymaklarda saptanan
bakteri sayilart Tablo 5’te verilmistir. Nisin ve kekik
yagl kayma@a inokile edilen S. aureus’u depolama
stresince inhibe etmistir. Kekik yagr kullanilan
gruplarda bakteri sayisindaki azalmanin istatistiki
olarak 6nemli oldugu (p<<0,05) belirlenmistir (Tablo
5).

S.  awrews  kullanilan  gruplarda aw  degerinin
depolamanin 0. glinti ile son giinii arasindaki farklarin
istatistiki olarak 6nemli oldugu (p<<0,05) belitlenmistir
(Tablo 6). ORP sonugclarini inceledigimizde en dusiik
deger 3,7310,21 (N grubu-10mg/kg nisin, 0. gin), en
yiksek deger ise aynt grubun 5. glintinde 215,67%0,57
olarak tespit edilmistir (Tablo 7). N grubu hari¢ diger
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arastirma gruplarinda pH degerlerinin 0. giine kiyasla
depolama sonunda dustiigi ve bu disistn istatistiki 8).

olarak 6nemli oldugu (p<0,05) bulunmustur (Tablo

Tablo 1. Nisin ve kekik yagt ilave edilmis kaymaklardaki L. monocytogenes sayilart (log10 kob/g)

Grup Depolama Siiresi (Giin)

0 3 5 7
B 5,4210,0942 7,58+0,0984 7,67£0,068 7,83£0,06¢
C 5,3610,2142 7,68+0,0182 7,7310,02B:b 8,07£0,03¢=
D 5,280,004 7,61£0,168 7,83£0,048> 8,03£0,21¢a
E 5,4710,0742 7,39+0,038> 7,5920,058¢ 7,8610,3382
F 5,4610,0842 7,34+0,098> 7,46£0,108¢ 7,7620,098

abe: Ayni siitunda (V) farklt harflerle gésterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
ABC: Ayni satirda (=) farklt harfletle gosterilen 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 yagi
eklenmis grup, F: %0,5 kekik yag1 eklenmis grup)

Tablo 2. L. monocytogenes ile kontamine kaymak gruplarinda a,, degerleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 82,42%0,32¢d 79,05%0,490d 92,5240,214b 86,47%0,26B4
B 96,35%0,894 88,0510,36¢b 89,72+0,458d 84,67£0,43D¢
C 95,63+0,96A2 86,2210,59¢C¢ 88,480,328« 86,67%0,27¢4
D 88,82+0,878> 86,60%0,37C¢ 91,43+0,41Ac 89,4710348¢
E 87,721+0,47Ce 86,63%0,200¢ 93,5240,30A2 91,73£0,288>
F 87,80£0,50P¢ 89,4310,19¢Ca 91,480,398« 93,4710,164

abe: Ayt stitunda (\)) farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
ABC: Aynt satirda (=) farkl harflerle gosterilen veriler arasinda p<<0,05 dlizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmigtir.

(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, B: Bakteri kontrol grubu, C: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, D: 10 mg/kg
nisin eklenmis grup, E: %00,25 kekik yag1 eklenmis grup, F: %0,5 kekik yagt eklenmis grup)

Tablo 3. L. monocytogenes ile kontamine kaymak gruplarinda ORP degerleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 12,8210,40¢4 104,0312,47 8,73£0,290f 76,770,368
B 33,37£0,4042 20,42£0,33¢f 15,8210,32P4d 22,47£0,398¢
C 17,15£0,59¢¢ 81,17£0,834b 69,60£0,31Ba 12,55+0,32bf
D 2,43+0,240f 47,57£0,48B¢ 44,83+0,65¢ 127,2740,514
E 18,63%0,56¢> 58,600,644 9,60£0,424¢ 57,330,208«
F 10,12£0,38Pe 72,0310,74A¢ 18,3310,26C¢ 36,68+0,278d

abe: Ayt stitunda (\) farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
ABC: Ayni satirda (=) farklt harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 dizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.

(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, B: Bakteri kontrol grubu, C: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, D: 10 mg/kg
nisin eklenmis grup, E: %0,25 kekik yagt eklenmis grup, F: %0,5 kekik yagi eklenmis grup)
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Tablo 4. L. monocytogenes ile kontamine kaymak gruplarinda pH degetleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 6,2610,038> 6,280,028 6,7710,0342 5,5410,03C
B 6,3310,038 5,9010,02¢b 6,5710,024b 5,5610,02P=
C 5,75+0,03A¢ 5,540,038« 5,25+0,03C¢ 4,461+0,02P¢
D 5,661+0,0284 5,78%+0,03A¢ 5,550,04C¢ 5,4310,030>
E 5,7510,04A¢ 5,73%0,034d 5,290,038« 4,76+0,03¢d
F 5,4410,03Ce 5,75%0,044d 5,4710,038d 5,25%0,03D¢

abe: Ayni stitunda (\y) farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

ABC: Aynu satirda (=) farkls harflerle gésterilen veriler arasinda p<<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.

(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, 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)

Tablo 5. Nisin ve kekik yagt ilave edilmis kaymaklardaki S. anreus sayilari (logio kob/g)

Grup Depolama Siiresi (Giin)

0 3 5 7
L 5,59£0,114 5,68£0,024 5,72£0,004 5,70£0,014
M 5,36£0,274b 5,30£0,164b 5,38£0,204b 5,3520,204b
N 5,560,094 5,47£0,01A¢ 5,480,004 5,52£0,044Ab
P 5,810,084 5,67£0,0342 5,680,064 5,47%0,308>
R 5,75+0,154¢ 5,62%0,2142 5,400,238« 5,30£0,18B>

abe: Ay stitunda () farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

ABC: Ayni satirda (=) farklt harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 dizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmigtir.
(L: Bakteri kontrol grubu, M: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, N: 10 mg/kg nisin eklenmis grup, P: %0,25 kekik yagi

eklenmis grup, R: %0,5 kekik yagi eklenmis grup)

Tablo 6. S. aureus ile kontamine kaymak gruplarinda a, degerleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 82,4240,32C¢ 79,05%0,49D¢ 92,5240,214b 86,47%0,268¢
L 94,5210,354 83,37%0,25¢d 91,47%0,2884 83,42%0,38¢d
M 90,7520,49¢¢ 89,2240,30P¢ 94,5520,4042 92,58%0,2782
N 91,80%0,47¢b 92,62%0,2082 94,78%0,3842 90,67%0,290b
P 89,4240,36P4 90,88%0,34¢b 94,50%0,2842 92,50£0,338a
R 89,5240,33Bde 89,5520,468¢ 92,4720,24A¢ 92,7210,464

abe: Ayni stitunda () farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

ABC: Ayni satirda (=) farkli harfletle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.

(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, L: Bakteri kontrol grubu, M: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, N: 10

mg/kg nisin eklenmis grup, P: %0,25 kekik yag: eklenmis grup, R: %0,5 kekik yagi eklenmis grup)
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Tablo 7. S. anrens ile kontamine kaymak gruplarinda ORP degetleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 12,8240,40¢¢ 104,03£2,404b 8,7310,29D¢ 76,77£0,368¢
L 26,12%0,598a 26,03£0,448¢ 92,78+2,27A¢ 18,3010,34¢f
M 19,131+0,52Pd 86,33+1,27Cc 134,95+2,644b 112,621+0,38B4
N 3,73+0,210f 52,15+1,84¢d 215,67£0,574a 209,33£0,758a
P 23,32%0,64¢¢ 10,50%0,37bf 76,65£0,438d 116,5710,28A¢
R 24,78%0,68¢b 114,67£0,7784 5,321+0,230f 171,6210,234b

wbe: Ayt stitunda () farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
ABC: Aynu satirda (=) farklt harflerle gésterilen veriler arasinda p<0,05 dizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.

Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.
(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, L: Bakteti kontrol grubu, M: 5 mg/kg nisin eklenmis grup, N: 10
mg/kg nisin eklenmis grup, P: %0,25 kekik yagi eklenmis grup, R: %0,5 kekik yagt eklenmis grup)

Tablo 8. S. aurens ile kontamine kaymak gruplarinda pH degerleri

Grup Depolama Siiresi (Giin)
0 3 5 7

A 6,26%0,038 6,28%0,02B 6,77£0,034 5,54£0,03¢
L 06,17£0,024b 5,79£0,048¢ 5,45%0,03¢> 4,49%0,070¢
M 5,62£0,05Ad 5,52£0,048¢ 5,33£0,03C¢ 4,7520,04Pd
N 5,44£0,048¢ 5,95+0,024b 5,24+0,03¢d 5,421+0,038>
P 5,65£0,03Ad 5,65£0,04Ad 5,46%0,038> 4,47%0,03C¢
R 5,76£0,034¢ 5,54£0,038¢ 5,47£0,058> 4,90£0,05¢¢

abe: Aymu stitunda () farkli harflerle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
ABC: Ayni satirda (=) farklt harfletle gosterilen veriler arasinda p<0,05 diizeyinde istatistiksel fark bulunmaktadir.
Veriler Aritmetik ortalama * Standart sapma olarak verilmistir.

(A: Herhangi bir uygulama yapilmayan grup, 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 yagi eklenmis grup)

TARTISMA

Kaymaklarin mikrobiyal yiki elde edildikleri hayvan,
isletmelerin  hijyenik kosullari, hatali yapilan 1sil
islemler, dretim sonrasinda meydana  gelen
kontaminasyonlar ve muhafaza asamasinda yapilan
hatalara bagl olarak artmaktadir (Karapinar ve Gontl
1999).

Nisinin digik pH degerlerinde daha aktif oldugu,
dustik protein ve yag oranlarina sahip gidalarda ve
pH<6,0’da en etkili oldugu (Okercke ve Montville
1991) ve aktivitesinin yiiksek yag oranlarinda biyiik
Olctide azaldigt (Jung ve ark. 1992) belirtilmistir. Buna
ragmen yag oranmn ve pH’nin nisin  Gzerine,
dolayisiyla da bakterilerin inhibisyonu tzerine etkisi,
Ozellikle kullanilan nisin konsantrasyonuna baglh
olarak degismektedir (Carminati ve ark. 1989; Jung ve
ark.1992). Ayrica nisinin yaygin kullaniminin L.
monocytogenes’te rastgele ve susa gore degisebilen direnc
gelisimine neden olabilecegi belirtilmistir (Gravesen
ve ark. 2002).

Bruno ve atk. (1992), 2,5 ug/ml nisinin (pH 6,5) L.
monocytogenes suslarinin membran potansiyelini bozarak
5 log’luk bir azalmaya neden oldugunu saptamislardir.
L. monocytogenes’in nisine karst duyarliliginin saptandigt

bir c¢alismada, 10 pg/ml dizeyindeki nisinin L.
monoeytogenes ATCC 19115, UAL500 ve Scott A
suslarinin 10? kob/ml olan baslangic populasyonunda
6-7 log’luk bir diisiis meydana getirdigi ve ortama tuz
flavesinin  nisinin  bakterisit  etkisini  arttirdift
bildirilmistir (Harris ve ark. 1991). Tarafimizdan
yapilan ¢alisgmada 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda
kullantlan nisin 7 giinlik depolama siiresince
kaymaktaki bakteri sayisinda herhangi bir azalma
meydana getirmemistir. Bunun nedeni ise kaymaktaki
yiksek yag oraninin (%60) nisinin etkisini azaltmasi
olabilir.

Boussouel ve ark. (2000), tarafindan yagsiz siitlerle
yapilan bir ¢alismada, 100 ve 200 IU’lik nisinin L.
monocytogenes’t inhibe ettigi belirtilmistir. Bhatti ve ark.
(2004), homojenize, pastorize ve ¢ig siitlere ilk olarak
10* kob/ml oraninda L. monocytogenes ve 0-500 TU/ml
arahigindaki farkli dozlarda nisin ilave etmislerdir.
Yapilan calisma sonucunda L. monocytogenes sayisinin
azaldigint tespit etmislerdir. Kim ve ark. (2008), sttte
sarimsak suyu ve nisinin L. monocytogenes Gzerindeki
etkinligini arastirmak icin 62,5, 125, 250 ve 500 IU/ml
nisin kullanmislar ve bu oranlarin guiglii antilisterial
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etkisinin oldugu sonucuna varmislardir. Abdala ve
ark. (1993), pastorize siite 104-10° kob/ml diizeyinde
L. monocytogenes Scott A ve 25 pg/ml nisin ekleyerek
trettikleri peynirlerde, 60 giinlik depolama siiresince
L. monocytogenes’in inhibe olmadigini saptamuslar ve
buna neden olarak da peynitlerin pH degerlerinin
yiksek olmasindan dolayt nisinin etkili olamadigini
belirtmislerdir. L. monocytogenese karst nisinin etkisinin
aragtirldigt calisma gruplarimizda pH degerlerinin 5-6
araliginda olmasinin  nisinin  bu  bakteriye karst
etkinligini stnirlandirdigt diistiniilmektedir.
Aktirkoglu ve Erol (1999), beyaz peynirde 30 pg/ml
nisin  kullaniminin  depolamanin  60. glniinde L.
monocytogenes’i tamamen yok ettigini ifade etmislerdir.
Yapmis oldugumuz arastirmada ise 5 mg/kg ve 10
mg/kg dozlarinda kullanilan  nisinin 7  gunliuk
depolama stresince L. monocytogenes tizerine herhangi
bir bakterisidal etkisi gézlenmemistir. Uriin tipi, pHt
ve icerigi, depolama ya da kullanidan antimikrobiyal
maddenin doz arttirimu ile gidalarda L. monocytogenes
varliginin degiskenlik gosterebilecegi
dustunilmektedir. Arastirmamizda hem nisinin hem
de kekik yaginin kullanildigi gruplarda su aktivitesi
degerinin  diisiik  olmast  bunun yaninda ORP
degerinin dalgali seyir gdstermesi bu maddelerinin
kaymak ortaminda L. monocytogenes’e karst etkinlik
gOstermesini engellemis olabilir.

Bitkisel antimikrobiyal maddeler Gr (+) bakterilere
Gr (-) bakterilerden daha etkilidir (Yalgin ve Uyanik
2019). Calismada kullanilan dozlarin Gram (+) bakteri
olan L. monocytogenese karst etki etmedigi ancak diger
bir Gram (+) bakteri olan S. aurens’a karst istatistiki
6neme sahip (p<0,05) azalma sagladigi belirlenmistir.
Rasooli ve ark. (2006), 250 ppm dozundaki kekik
esansiyel yaginun, kiltir ortaminda L. monocytogenes’s 20
dk. icerisinde 7 log diizeyinden tespit limitinin altina
distirdigint ifade etmislerdir. El-Zehery ve ark.
(2021), kekigin Listeria monocytogenes (ATCC 19116)
susunda kiltir ortaminda 24.5 mm’lik inihibisyon
zonu olusturdugunu belirtmistir. Fenolik bilesiklerin
L. monocytogenese karst etkinliginin doza, bakteri
susuna ve urinin yapistna gbre degisebilecegi
belirtilmistir (Zamuz ve ark. 2021). Karvakrol, timol,
nisin ve dgenolin farkhh doz ve kombinasyonlarinin
sttte kontrol grubuna gbre L. monocytogenes sayisinda
degisik diizeylerde azalma sagladigt ifade edilmistir
(Alves ve ark. 2016). Gidalardaki bakteri gelisimini
kontrol altina almak icin ¢oklu bariyer teknolojisi
kullantlmaktadir (Zamuz ve ark. 2021). Butil gallat ile
kombine edilen nisinin 5 ayrt L. monocytogenes susunu
inhibe ettigi belirtilmistir (Li 2017). Arastirmamizdaki
maddelerin doz kombinasyonlarinin farkli etkinlik
goOsterecegi varsayilmaktadir.

Jamuna ve ark. (2005), nisinin faklt Gram (-) ve Gram
(+) mikroorganizmalar tzerine etkisini
incelemislerdir. Nisinin 40 IU/ml ve {zeri
konsantrasyonlarda sivi besi yerinde kullanimi L.
monocytogenes, S. aureus, C. sporogenes Uzerine etkili
olmus; Gram (-) baktetilerden E. ¢/ direncli
bulunmus, Psexdomonas ise daha yiksek (320 IU/ml)

konsantrasyonlarda inhibe edilmistir. Arastirmamizda
kullanilan nisin miktarlar1 kaymaga inokiile edilen .
anrens Uzerine bakterisidal etki yapmamis (p>0,05)
ancak bakteri tizerinde baskilayict etki géstermistir.
Pites ve ark. (2008), natamisin, nisin ve
nisin+natamisin iceren seliloz esasht filmler ureterek
dilimlenmis mozzatella peynirindeki S. aureus ATCC
6538 tizerine antimikrobiyel etkinligini 1242 °C’de 15
gin sireyle aragtirmuglardir. Nisin igeren selilloz
filmletin S. aurens ATCC 6538 tizerine antimikrobiyel
etki gostermedigini ifade etmislerdir. Pinto ve ark.
(2011), nisinin serro peynirinde 100 IU/ml ve 500
1U/ml dozlarinda kullaniminin 5. aurens  sayisint
olgunlasmanin 7. gininde sirastyla 1,2 ve 2,0 log
azalttigini  tespit etmislerdir. Ultra filtrasyondan
gecirilen sttten uretilen ve 8 °Cde depolanan
peynitlerde, 2 pg/g nisinin S. awrens sayisint 4 log
azaltug belirtilmistir (Mohammadi ve Jodeiri 2014).
Calismamizda kullanilan nisin dozlarinin +4 °C’de 7
gunlik depolama siresince kaymakta S. aureus
sayisinda herhangi bir azalma olusturmadigt ancak
bakteri gelisimini baskiladigt belirlenmistir. Nisinin S.
anrens’a karst etkinliginin az olmast, dozuna ve
kaymaktaki yag oranina baglanabilir.

Gida intoksikasyonlarinda en ¢ok gortlen toksin
tipinin, toksisitesi en yiiksek olan SEA oldugu, bunu
SEB ve SED tiplerinin takip ettigi bildirilmektedir
(Yidirim ve ark. 2016). Arastirmada kullandigimiz S.
anrens  ATCC 25923 A tipi  enterotoksin
olusturmaktadir. Soejima ve ark. (2007), yagsiz siite 1-
2 log kob/ml S. aurens inokile edip calkalayarak 35
°Cde inklibe etmislerdir. Bu kosullatin S. awress
gelisimini  ve SEA  dretimini  hizlandirdigini
bildirmiglerdir. Kaymakta enterotoksin treten 5.
anreus gelisimini 6nlemek amaciyla yaptigimiz deneysel
calismada kullanilan 5 mg/kg ve 10 mg/kg nisinin
bakteri sayisint azaltict yonde bir etkisi olmamis ancak
bakteri gelisimini baskilamustir. Kekik yagmnin 90,25
oraninda kullanilmasi 7. depolama giintinde, %0,5
oraninda kullandmast ise 5. depolama glntinden
itibaren S.  amrews sayisii  azaltct  yonde  etki
gostermistir.  Gram (+) bakterilere karst etkinligi
bilinen (Ustiindag ve Yalgin, 2017) nisinin her ikisi de
Gram (+) olan L. monocytogenes ve S. aurens’a karsi
kaymak ortaminda etkisiz kaldig1 belirlenmistir.

SONUGC

L. monocytogenes  eklenen  gruplarda  kullanilan
antimikrobiyal maddeler ile miktarlarinin depolama
stresince bakteri tizerinde herhangi bir baskilayict
etkisi gbzlenmemisgtir. Bunun tersine depolama
sonunda  bakteri  sayistun  arttgr  (p<0,05)
belitlenmistir. 5. awrens  eklenen gruplarda ise
kullanilan nisin miktarlarinin olumlu etkisi olmamig
ancak %00,25 kekik yag1 7., % 0,5 kekik yag1 ise 5.
depolama glntiinde 0. glne oranla inhibisyon
saglamistir. Olusan bu etkilerin ise istatistiki acidan
o6nemli (p<0,05) oldugu sonucuna varlmistir. Tim
deneme gruplarinda yapilan a,, ORP ve pH analiz
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sonuclarina  bakildiginda  bakterilerin ~ Griin - ve
depolama  sartlarina  gére yagamsal farkhiliklar
gosterdikleri tespit edilmistir.

Kaymagin raf dmriniin kisa olmasindan dolay1 7 giin
olarak  belitlenen  depolama  stresi, sonraki
calismalarda  daha uzun  tutularak  kullanidan
maddelerin ve miktarlarinin etkinligi arastirilabilir.
Ayrica daha ylksek dozlarin kullanimimnin nasil etki
edecegine yonelik c¢aligmalar da yapilabilir. Ancak
nisinin gidalarda kullanimi  igin belitlenen limit
degerlerin asilmamast gerekmektedir. Kekik yagt icin
ise belirlenen limit deger yoktur. Kaymak gibi kendine
Ozgll tat ve aromaya sahip bir Urlinde, baskin tat ve
kokuya sahip bir maddenin kullanimi, kaymagin
tiiketilebilirligini olumsuz yonde etkileyebilir.

Cikar Catigmasi: Yazarlar bu yazt icin gercek,
potansiyel veya algilanan ctkar catigmasi olmadigini
beyan etmiglerdir.

Yazarlarin Katki Orani: Yazarlar makaleye esit
oranda katki saglamis olduklarint beyan etmislerdir.

Etik izin: Bu calisma “Hayvan Deneyleri Etik
Kurullarinin - Calisma  Usul ve Esaslarina Dair
Yoénetmelik” Madde 8 (k) geregi HADYEK iznine
tabi degildir.

Finansal Destek: Bu calismada herhangi bir
kurumdan maddi destek alinmamistir. Yazatlar 6z
kaynaklari ile calismayr finanse etmislerdir. Beyan
edetiz.

Tesekkiir: Bu calismada desteklerini veren Dr. Ali
SOYUCOKa tesekkirlerimizi sunariz.

Agiklama: Bu caligma ilk isim yazarin tezinden
Uretilmistir. Bu calisma daha 6nce herhangi bir
kongre/sempozyumda sunulmamustir. Yayinlanmast
icin herhangi bir dergiye goénderilmemistir. Beyan
ederiz.
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