T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
ZOOTEKNIi ANABILIiM DALI
2016-DR-004

BAKTERIYOSIN VE ORGANIK ASITIN JAPON
BILDIRCINLARINDA BUYUME PERFORMANSI,
INCE BAGIRSAK HISTOMORFOLOJISi VE
MIKROBIYOLOJIiSI iLE YEMLERDEKI
MIKROORGANIZMA SAYISI UZERINE
ETKILERI

Ahmet Onder USTUNDAG

Tez Danismanai: 5
Prof. Dr. Miirsel OZDOGAN

AYDIN-2016






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Zootekni Anabilim Dali Doktora Programi égrencisi Ahmet Onder USTUNDAG
tarafindan hazirlanan “Bakteriyosin ve Organik Asitin Japon Bildircinlarinda
Biiyiime Performansi, Ince Bagirsak Histomorfolojisi ve Mikrobiyolojisi ile
Yemlerdeki Mikroorganizma Sayis1 Uzerine Etkileri” baslikli tez, 16.02.2016
tarihinde yapilan savunma sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri tyelerince

kabul edilmistir.

Unvan1 Ad1 Soyadi Kurumu Imzas1
Baskan : Prof. Dr. Anmet ALCICEK Ege Uni. Ziraat Fak.  ............
Uye : Prof. Dr. Miirsel OZDOGAN ADU Ziraat Fak. ...
Uye : Prof. Dr. Ziimriit ACIKGOZ Ege Uni. Ziraat Fak.  ...............
Uye :Prof. Dr. Ahmet Gokhan ONOL ~ ADU Veteriner Fak.  ............

Uye :Dog. Dr. Gamze BASBULBUL ADU Fen-Edebiyat Fak. ..............

Jiri tdyeleri tarafindan kabul edilen bu doktora tezi, Enstiti Yonetim
Kurulunun.......... sayili kararyla ...../...../2016 tarihinde onaylanmustir.

Prof.Dr. Aydin UNAY
Enstitii Miidiirii






T.C.
ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiillen gercek
deney ve gozlemler cercevesinde tarafimdan elde edildigini, calismada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince, sonu¢ ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

Ahmet Onder USTUNDAG






Vii
OZET

BAKTERIYOSIN VE ORGANIK ASITIN JAPON
BILDIRCINLARINDA BUYUME PERFORMANSI, iNCE
BAGIRSAK HISTOMORFOLOJIiSi VE MiKROBiYOLOJiSI iLE
YEMLERDEKI MIKROORGANIZMA SAYISI UZERINE
ETKILERI

Ahmet Onder USTUNDAG

Doktora Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Miirsel OZDOGAN
2016, 105 sayfa

Yapilan bu ¢alismada; bakteriyosin ve organik asit ilavesinin Japon bildircinlarinin
biliylime performansi, ince bagisak mikroflorasi ve histomorfolojisi ile yemlere
bulastirilmus Listeria monocytogenes in iiremesi tizerine etkileri incelenmistir. 600
adet giinliik yastaki Japon bildircin civcivi (Coturnix coturnix japonica); kontrol,
150 mg/kg bakteriyosin (nisin), 300 mg/kg bakteriyosin, 3 g/kg organik asit
karisimi, 150 mg/kg bakteriyosint+3 g/kg organik asit karisimi ve 300 mg/kg
bakteriyosint3 g/kg organik asit karisimi igeren grup olmak tizere, her birinde 5
tekerriir bulunan 6 gruba ayrilmistir. Her bir tekerriirde 20 hayvan
bulundurulmustur. Deneme 35 giin stirdiirilmiistiir. Deneme siiresince, hayvanlara

icme suyu ve yemler ad-libitum olarak verilmistir.

Listeria monocytogenes kiiltiirii, steril posetteki yem 6rneklerine spreylenmistir ve
0,7, 15, 21 ve 28. giinlerde besi yerlerine ekilerek sayimmi yapilmustir.

Deneme sonunda; katki maddesi ilavesi ile birlikte hayvanlarin performans
verilerinde istatistiksel olarak bir artig goriilmemistir. Ancak, hayvanlarin ince
bagirsak mikrobiyolojisi, histomorfolojisi ve yemlerdeki Listeria monocytogenes
tiremesi tizerine 300 mg/kg bakteriyosin + 3 g/kg organik asit karigimi ilavesinin
daha olumlu etkilerinin oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Sonug olarak, bu katki maddelerinin birlikte kullanilmasi ile daha bagarili sonuglar
elde edilecegi anlasilmaktadir. Ancak, konuyla ilgili yeterli ¢aligma olmadigindan
dolay1 bu konuda daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Bildircin, bakteriyosin, organik asit, ince bagirsak
mikroflorasi ve histomorfolojisi, Listeria monocytogenes.






ABSTRACT

EFFECTS OF BACTERIOCIN AND ORGANIC ACID ON
GROWTH PERFORMANCE, SMALL INTESTINE
HISTOMORPHOLOGY AND MICROBIOLOGY IN JAPANESE
QUAILS WITH MICROORGANISM COUNT IN FEED

Ahmet Onder USTUNDAG

Ph. D. Thesis, Department of Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Miirsel OZDOGAN
2016, 105 pages

In this study, effetcs of bacteriocin and organic acid supplementation on growth
performance, small intestine microflora and histomorphology in Japanese quails
with growth of Listeria monocytogenes contaminated to feed were investigated.
600 one day-old Japanese quail chicks (Coturnix coturnix japonica) were allocated
to 6 groups each with 5 replicates including control, 150 mg/kg bacteriocin (nisin),
300 mg/kg bacteriocin, 3 g/kg organic acid mix, 150 mg/kg bacteriocin+3 g/kg
organic acid mix and 300 mg/kg bacteriocin+3 g/kg organic acid mix group. Each
replicates containing 20 chicks. The trial was lasted in 35 days. During the trial,
water and feed were given as ad-libitum to chicks.

Listeria monocytogenes cultures were added by spraying on feed samples in sterile
bags and were counted by inoculating onto agars at 0, 7, 15, 21 and 28 days.

At the end of the trial; statistically increase was not observed in performance
parameters of chicks with feed additives. However, 300 mg/kg bacteriocin + 3
o/kg organic acid supplementation giving together have been found to be more
positive effects on intestinal microbiology, histomorphology and Listeria
monocytogenes contamination in feed (P<0.05).

Consequently, it is understood that use of these feed additives together will
achieve better results. However, it is needed more study on this issue because of
there is no adequate studies on the subject.

Key Words: Quail, bacteriocin, organic acid, small intestine microflora and
histomorphology, Listeria monocytogenes.
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1. GIRIS

Etlik civcivlerin beslenmesine benzeyen bildircin yetistiriciliginde temel hedef,
etlik pili¢ yetistiriciliginde oldugu gibi yiiksek besi sonu canli agirlik ve bunun
olanaklar elverdigi dl¢iide az yem tiiketimi ile daha fazla yenilebilir et iceren bir
karkasa doniismesidir (Erener vd., 2001a).

Hayvanlarda biiylime hizi ve verim giicli, yemden yararlanma diizeyi ile dogru
orantilidir. Bu nedenle yiiksek verim elde etmek i¢in yemden yararlanma
yetenegini Ust diizeye cikarmak gerekir. Yemden yararlanma yetenegini st
diizeye ¢ikarmak ise sindirim sisteminin sagligina baghdir (Karademir ve
Karademir, 2003).

Son yillarda rasyonlarin sindirim sistemi sagligina olan etkilerinin, monogastrik
hayvanlar i¢in hizla 6nem kazandig ileri siiriilmektedir. Ciinkii sindirim sistemi
sagligmi korumak veya gelistirmek, hayvanlarin saglik durumlari ve verim
ozellikleri igin ilk kosuldur (Karademir ve Karademir, 2003).

Modern entansif kanath {iretim sistemlerinde, yumurtadan yeni ¢ikmig civcivler
anneleriyle temas kurma sansini pek bulamamalarindan dolay1 normal bagirsak
mikroflorasinin  kolonizazyonu yavas olmaktadir (Lee vd., 2006). Geng
kanatlilarin  bagirsak mikroflorast olduk¢a dengesizdir ve patojenlerden
kaynaklanan subklinik enfeksiyonlar gibi c¢esitli dis etkilerden kolayca
etkilenebilmektedir (Yang vd., 2008). Ayrica, sindirim sistemi mikroflorasi
hayvanlar biiylidiik¢e degismektedir ve bagirsak mukozal sistemi biitiinliigiinii
kaybetmeye daha hassas hale gelmektedir (Abdelgader vd., 2013).

Saglikli hayvanlarin bagirsak kanalindaki mikroorganizma poptilasyonu, normal
sartlarda sabit ve denge halinde bulunmaktadir. Ancak stres ve hastalik
durumlarinda mikrobiyal denge bozulmaktadir. Bu sartlarda bagirsak florasi
etkilenerek enfeksiyonlara diren¢ azalmakta, enteropatojenlerin faaliyetleri
artmaktadir. Ayrica, stres altindaki hayvanlarda sindirim hareketleri diizensiz hale
gelmekte ve genellikle sindirim kanalindaki salgilar azalmaktadir. Stres etkisiyle
kortikosteroid hormon salgisi artisinin bir sonucu olarak, miisin maddesinin
salintmi O6nemli derecede azalmaktadir. Bunun sonucunda normal kosullarda

hastalilk  olusturma  becerisine  sahip olmayan potansiyel patojenik



mikroorganizmalar (Escherichia coli ve diger Enterobakterler, Stafilokoklar,
Korinebakteriler gibi) ile normal bagirsak mikroflorasi arasindaki denge hizla
bozulmaktadir. Bunun sonucunda da metabolik yetersizlikler olugsmakta, yemden
yararlanma diismekte ve hayvanin performansi olumsuz yonde etkilenmektedir.
Ayrica bagirsak peristaltigi hizlanmakta, su kaybi ve ishal olma olasili1
artmaktadir (Ustiindag, 2009).

Genel anlamda bagirsaklar; 640° tan fazla bakteri tiirii barindiran, sindirim ve
emilimde gorevli 20 farkli hormon igeren, viicut enerjisinin % 20’ sini harcayan en
biiyiilk immiin organlardir. Bu yiizden bagirsak sagligini etkileyen faktorler
sliphesiz hayvanin genel sagligin1 baskilamakta ve besin maddelerinin
yararlanilabilirligini olumsuz etkilemektir (Choct, 2009).

Hayvanlarin bagirsaklarinda yer alan mikroorganizmalar konake¢i ile birlikte
gelismektedir. Bu birlikte gelisim, siiper organizmalar adi verilen 6zel konakgi-
mikroorganizma kombinasyonlarini olusturmaktadir (Rinttild ve Apajalahti, 2013).

Sindirim sistemi mikroflorasi konak¢inin sindirim sistemi geligimi ve besin madde
yararlanimi ile etkilesime girerek, konak¢inin beslenme, saglik ve biiylime
performansi T{izerine Onemli etkiler gergeklestirmektedir. Bu etkilesim c¢ok
kompleks olup, sindirim sistemi mikroflorasinin kompozisyonu ve aktivitesine
bagli olarak, hayvanin sagliginin ve biiyiime performansinin negatif veya pozitif
etkilenmesine neden olabilmektedir (YYang vd., 2009).

Yemlerden veya olumsuz ¢evre sartlarindan kaynaklanan patojen mikroorganizma
bulagikliginda, hayvanlarda meydana gelebilecek rahatsizliklart ve bunun
neticesinde gida zinciri yoluyla insanlarda olusabilecek zoonotik rahatsizliklari
onlemek amaciyla kanathh endistrisinde birgok yem katki maddesi
kullanilmaktadir (Apata, 2008). Bu yem katki maddelerinden antibiyotikler,
kanatl endiistrisinde 1950’ li yillardan itibaren patojen bakterilerin 6nlenmesinde
ve hayvanlarin performansinin gelistirilmesinde yaygin sekilde kullanilmistir
(Keser ve Bilal, 2010; Ziaie vd., 2011; Kral vd., 2012; Khan ve Naz, 2013). Ancak
antibiyotiklerin bilylimeyi tesvik edici olarak kullanilmasi; antibiyotiklerin disiik
dozlarda ve uzun siire kullanilmasina bagli olarak patojen mikroorganizmalarin
antibiyotige kars1 diren¢ kazanmasi, Yyiiksek oranlarda kullanilmasinda ise et, siit,
yumurta gibi hayvansal tirtinlerde kalint1 birakmasi, insan sagligin1 olumsuz yonde
etkilemesi ve bagirsaktaki patojen mikroorganizmalarin yaninda yararh


http://japr.fass.org/search?author1=T.+Rinttil%C3%A4&sortspec=date&submit=Submit
http://japr.fass.org/search?author1=J.+Apajalahti&sortspec=date&submit=Submit

mikroorganizmalarin da c¢ogalmalarin1 engellemeleri gibi ¢esitli problemlerden
dolayi 1 Ocak 2006 tarihinden itibaren Avrupa Birligi’nde tamamen
yasaklanmigtir (Karademir ve Karademir, 2003; Adil vd., 2010, 2011; Knap vd.,
2011; Housmand vd., 2011).

Antibiyotiklerin yasaklanmasindan sonra, hayvanlarin performansinda meydana
gelebilecek kayiplar sonucu iiretimin devamliligi ve karliliginin olumsuz
etkilenebilecegi ile ilgili endigelerin artmasiyla, antibiyotiklere alternatif katki
maddelerinin arastirtlmast hiz kazanmistir. Ciftlik hayvanlarinin beslenmesinde
kullanilan alternatif yem katki maddeleri arasinda; esansiyel yaglar ve bitki
ekstraktlari, organik asitler, probiyotikler ve prebiyotikler yer almaktadir (Alloui
vd., 2013; Seifi vd., 2013).

Uzun yillardir insan gidalarinin biyolojik korunmasinda kullanilan ve probiyotik
bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler, kanatli hayvanlarin sindirim
sistemi mikrobiota populasyonunun modiilasyonu gibi ¢esitli yararli 6zelliklere
sahip olmasmin disinda, ¢ig et ve yemeye hazir gidalarin korunmasinda da
kullanilabilmektedir (Jozefiak ve Sip, 2013).

Organik asitler, basta insan gidalarinda olmak tizere kanatli yemlerinde de
koruyucu olarak kiif ve diger mikroorganizmalarin kontroliinde olduk¢a yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Carrique-Mas vd., 2007; FEFANA, 2014).

Bu c¢alismada bakteriyosin ve organik asit karigiminin yemlerde kullanilmasi
durumunda  bildircinlarin  performanslari, bagirsak  histomorfolojisi  ve
mikroorganizma sayis1 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmektedir.
Bununla birlikte, yemlere katilan bakteriyosin ve organik asit karisiminin
depolama siiresince, yemlere bulastirilan Listeria monocytogenes sayisi iizerine
olan etkileri de arastirilmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Japon Bildircini

Japon bildircini; Galformes takimi, Phasidae ailesi, Coturnix cinsi ve Japonica
tiriine aittir (Vali, 2008; Ashok ve Mahipal Reddy, 2010). Japon bildircini; 5-6
hafta gibi kisa bir stirede seksiiel olgunluga ulagmasindan dolayi jenerasyonlar
arast siirenin kisaligi (yilda 3-4 jenerasyon), etinin yagsiz, et ve yumurtasinin
kolesterol oraninin diisiik olmasi, yliksek yumurta verimine sahip olmasi (ilk
yumurtlama yilinda 200 adet), daha az yem ve alana ihtiya¢ duymasindan dolay1
bakim maliyetlerinin diisiik olmasi, hastaliklara kars1 direngli olmas1 ve yumurta
ve eti i¢in yetistirilen en kii¢iik tiir olmasi gibi ¢esitli 6zelliklerinden dolay: diinya
capinda oneme sahip bir laboratuvar hayvani olarak kabul edilmektedir (Kayang
vd., 2004; Randall ve Bolla, 2008; Hemid vd., 2010; Abu Tabeekh, 2011; Akinola
ve Sese, 2012).

Yumurtadan ¢iktiklarinda 6-7 g agirliginda olan civcivler, 5-6 haftada kesim
cagina ulagirlar. Bu yasta, disiler ortalama 150 g, erkekler 120 g gelmektedir. Islah
yoluyla gelistirilmis irklarda, disiler 200 g, erkekler ise 170 g’a kadar yiikselmistir.
Yumurtlama donemindeki bir bildircin giinde 15-20 g yem tiiketmektedir. Et
iiretimi amactyla beslenen bildircinlar ise kesim yasina (5-6 haftalik yas) gelene
kadar yaklasik 500 g yem tiiketmektedir (Tiiredi, 1991; Randall ve Bolla, 2008).

Sekil 2.1. Japon bildircinlarinda cinsiyet ayirimi



Bildircinlarda  cinsiyet tayini 3. haftadan itibaren goglis tiiylerinin
pigmentasyonuna bakilarak rahatlikla yapilabilmektedir. Disiler boyun ve gogiis
bolgesi lizerinde siyah benekli agik giimiis rengi tiiylere sahipken, erkekler boyun
ve go6gilis bolgesinde pashi kahverengi tliylere sahiptirler (Sekil 2.1). Ayrica
erkeklerde beyaz kopiiklii bir sivi salgilayan kloakal bir beze bulunur (Randall ve
Bolla, 2008; Ashok ve Mahipal Reddy, 2010).

2.2. Yem-Gida Giivenligi Tliskisi

Gida giivenligi, gida kaynakli hastalik salginlarinin 6nlenmesi i¢in tiim diinyada
kritik bir konu olmaya devam etmektedir (Egan vd., 2007; Jia ve Jukes, 2013). Gida
giivenligi agisindan onemli bir yere sahip olan hayvansal {iretimin ilk amaci, insan
tiiketimine giivenilir gida sunmaktir (Gaggia vd., 2010).

Gidalarin kontaminasyonu; hayvan yemlerinde kullanilan ham maddeleri, yem
uretimi, ciftlik kosullarinin kotiliigli, kesimhaneler ve et isleme tesisleri gibi
iiretim zincirinin herhangi bir asamasinda ger¢eklesebilmektedir (Crump vd.,
2002; Gaggia vd., 2010).

Hayvan yemleri, kiiresel gida endiistrisinde hayvansal kaynakli iiriinlerin tiretimi
icin gerekli altyapinin olusturulmasinda temel rol oynamaktadir. Bu nedenle,
uygun, giivenli ve iyi kaliteli yem ve yem hammaddeleri kullanimi, hayvansal iiretim
agisindan biiylik 6neme sahiptir. Giivenli yem iretimi, gida zincirine giren tehlikeleri
azaltmak ve onlemek i¢in gerekli bir unsur olup, giivenli yem {iretiminin saglanmasi
da ancak giivenli ve kaliteli yem hammaddelerinin kullamilmasi ile mimkiin
olmaktadir (FAO ve IFIF, 2010; Bryden, 2012)

Yem giderleri, tek basina kanath iiretim masraflarinin % 60-75 lik bir kismini
olusturmaktadir. Bu nedenle yemlerin giivenligini etkileyen her faktor iiretimi
olumsuz etkilemektedir (Hartog, 2003; Pervez vd., 2011; Bryden, 2012). Giivenli
yemler, gida giivenligini saglamaya, {retim maliyetlerini diislirmeye, gida
kalitesini muhafaza etmeye veya artirmaya, bilyliime ve iiretimin her asamasinda
yeterli beslenmeyi saglayarak hayvan sagligim1 ve refahini gelistirmeye olanak
saglamaktadir (FAO ve IFIF, 2010).

Kanatli yemlerindeki, patojenik bakteriler, fungi ve mikotoksinler, yemlerin
giivenligini olumsuz etkilemekte, insan ve hayvan sagligi acisindan oldukga
onemli bir potansiyel risk olusturmaktadir. Bu bulagmanin ana kaynagi, yem



yapiminda kullanilan tahil daneleri ve hayvansal kaynakli yemlerdir (Maciorowski
vd., 2006; Sapkota vd., 2007; Cegielska- Radziejewska vd., 2013). Bu yem
kaynaklari, biiylime ve hasat zamanlarinda, yem fabrikalarinda iiretim sirasinda,
depolama ve dagitim sirasinda patojen mikroorganizmalarla kontamine
olabilmektedir (Maciorowski vd., 2007; Carrigue-Mas vd., 2007; Davies ve
Wales, 2010; Jones, 2011; Torres vd., 2011; Berge ve Wierup; 2012). Gida
zincirinde mikrobiyal bulagsmayi etkileyen faktorler Sekil 2.2 de verilmistir.

EFSA (2008), yemlerdeki mikrobiyal bulagsma agisindan Salmonella spp. yi ana
tehlike olarak belirtmis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157: H7 ve
Clostridium spp. yi ise diger tehlike unsurlar1 olarak bildirmistir.

Enterik patojen bakteriler, kanatli endiistrisinde klinik hastaliklar ve Olim
oranlarinda artisa neden olmaktadir ve ciddi ekonomik kayiplarin yaganmasinin en
biiyiik kaynagidir (Cizelge 2.1). Ayrica bu patojen bakteriler hayvanlarin sindirim
sistemlerinde taginabilmekte, hatta gida zinciri ile insanlara kadar gegebilmekte ve
gida kaynakli hastaliklara neden olabilmektedir. Bakteriyel enterik patojenlerin
Amerika’da her y1l yaklasik olarak 5 milyon rahatsizliga, 46000 hastanelik vakaya
ve 1458 oliime neden oldugu tahmin edilmektedir (Crump vd., 2002; Gaggia vd.,
2010). Avrupa birligi iilkelerinde salmonellozis, camphylobakteriozis ve listeriozis
insanlarda en fazla goriillen zoonotik enfeksiyonlardir (Wierup ve Héggblom,
2010; Crespo vd., 2013). Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (EFSA) 2011 yihi
raporuna gore Avrupa Birligi {iilkelerinde 2009 yilinda insanlarda 108.614
salmonellozis, 198252 camphylobakteriozis, 1645 listeriozis, 3573 verotoksijenik
Escherichia coli (VTEC), 7595 yersiniozis ve 401 brusellozis vakasi gézlenmistir
(EFSA, 2011).
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Sekil 2.2. Gida zincirinde mikrobiyal bulasmayi etkileyen faktorler (Pestka ve
Casale, 1990)

Bu nedenle yemlerin, hayvanlarin besi performansi diginda {iriin kompozisyonu ve
kesim sonrasi degerler gibi karkas kalitesi iizerine etkilerinin yani sira, meydana
gelebilecek olan mikrobiyolojik kontaminasyona olan etkileri de kanath
tiretiminde olduk¢a 6nemlidir (Jozefiak ve Sip, 2013).



Cizelge 2.1. Yemlerde bulunan potansiyel bakteri kokenli patojenler ve etkileri
(Maciorowski vd., 2007)

Bakteri

Semptom/Hastalhik

Notlar

Cl. perfringens

Cl. botulinum

Listeria spp.
(Listeria monocytogenes)

Escherichia coli

Salmonella spp.

Gastrik dilatasyon
(primatlar), nekrotik
enteritis (kanatlilar),
kangrenli dermatitis

(hindiler)

Botulizm

Septisemi, listeriosis,
yavru atma, ensefalitis ve
g0z enfeksiyonlari

Septisemi, siskin bas
hastalig1 ve airsacculitis
(hava kesesi yangisi)

Enteritis, ishal ve
septisemi

Kotii silolama
sartlarinda bulasabilir.

Kotii silolama
sartlarinda bulasabilir.
Immun sistemi
etkileyen 6 farkli toksin
iretirler.

Koétii silolama
sartlarinda bulagabilir.
Asite dayanikli tiirleri

kaliteli silajlarda
bulunabilir (pH < 4).

Cevresel stres
etmenlerine karst
oldukca dayaniklidir.

Cevresel stres
etmenlerine karst
oldukc¢a dayaniklidir.




2.3. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, baz1 mikroorganizmalar tarafindan ribozomal olarak sentezlenen
ve sentezleyen bakteri tiirlerine yakin veya uzak iligkili bakteri tiirlerine karsi
bakteriyostatik veya bakteriyosidal etkiye sahip olan peptid veya protein
yapisindaki antimikrobiyal bilesiklerdir (Sirsat vd., 2009; Toomula vd., 2011,
Arokiyamary ve Sivakumar, 2012; Yang vd., 2012; Chowdhury vd., 2013; Schyns
vd., 2013; Yusuf ve Hamid, 2013).

Bakteriyosinler, genellikle tiretildikleri bakteri tiirlerinin cins isimleri baz alinarak
isimlendirilmektedir.  Ornegin,  Lactococcus  spp.  tarafindan iiretilen
bakteriyosinler; lactisin ve nisin, Enterococcus spp. tarafindan iiretilen
bakteriyosinler ise entorosin olarak isimlendirilir (Yusuf ve Hamid, 2013).

Protein yapida olan bakteriyosinler, insan viicudunda sindirim organlarindan
salgilanan proteolitik enzimler tarafindan kolaylikla parcalanabildiklerinden dolay1
toksik etki gdstermezler ve insan viicudunda kalinti birakmazlar. Bu nedenle
oncelikle dogal gida koruyucu olarak, gidalarin bozulmasinin ve patojen
mikroorganizmalarin kontroliinde kullanilmaktadir. Son yillarda ise hayvancilikta
antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir (Sekil 2.3). Giliniimiizde
gida koruyucu olarak en ¢ok iizerinde c¢aligilan ve kullanilan bakteriyosin,
Lactococcus lactis tarafindan iiretilen nisindir (Lim ve Kim, 2009; Kos vd., 2011;
Murtaza vd., 2012; Musikasang vd., 2012; Yang vd., 2012).

[ Uriin Yénetimi

[ Insan Saghg

N [ Gida Koruyucu
Insan Sindirim
Sistemi [ Hayvancilik

N

Laktik Asit - "
Katka

Sekil 2.3. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin uygulama
semasi (Toomula vd., 2011)
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[k bakteriyosin, 1925 yilinda A. Gratia tarafindan bulunan ve Escherichia coli
suslarinin trettigi “kolisin”dir (Russell ve Mantovani, 2002; Toomula vd., 2011).
Daha sonra 1928 yilinda yapilmig bir ¢alismada Lactococcuslarin antimikrobiyal
bilesikler {iretebilecekleri bildirilmistir (Rogers, 1928). Bu oOncii g¢alismalari
izleyen diger arastirmalarda, basta Lactobacillus ve Lactococcus olmak iizere;
Staphylococcus, Bacillus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi bakterilerin
sentezledigi ¢cok sayida farkli bakteriyosin tanimlanmistir (Anayol, 2006).

2.3.1. Bakteriyosinlerin Simiflandirilmasi

Klaenhammer (1993), bakteriyosinlerin molekiil agirliklari, sicakliga direngleri,
enzimlere karst duyarliliklari, degistirilmis (posttranslasyonel) aminoasitlerin
varligt ve etki mekanizmalari1 temel almmarak doért ana  grupta
siniflandirilabilecegini bildirmistir. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi, igerdikleri
bakteriyosinler ve bunlari iireten mikroorganizmalar ile birlikte Cizelge 2.2° de

verilmistir.
2.3.1.1. 1. Grup bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, lantionin kdpriileri igeren ve molekiil biiyiikliikleri 5
kDa’dan diisiik olan lantibiyotiklerdir. Lantibiyotiklerin yapilarinda lantionin
(Lan) ve [-metillantionin (MeLan) olarak adlandirilan tiirev amino asitlerin
bulunusu karakteristiktir. Ayrica bu grup iiyelerinde, biyokimyasal &zelliklerini
etkileyen dehidroalanin ve dehidrobiitirin gibi, dehidro amino asitler de

bulunmaktadir.

I. grup bakteriyosinler de kendi iginde, kimyasal yapilari ve mikrobiyal

faaliyetlerine gore I-A ve I-B olmak {izere ikiye ayrilirlar.

I-A: Bu gruptaki bakteriyosinler, net pozitif yiikke ve membran depolarizasyon
aktivitesine sahip olan sarmal yapidaki amfipatik polipeptidlerden meydana
gelmektedirler. Nisin, subtilin, epidermin gibi bakteriyosinler bu grup igerisinde
yer almaktadirlar.

I-B: Bu gruptaki bakteriyosinler negatif yiiklii veya yiiksiizdiirler ve ayrica
globiiler peptid yapisina sahiptirler. Belirli enzimleri inhibe ederek etki
gostermektedirler. Mersacidin, actagardin, cinnamycin bu gruba o6rnek olarak
verilebilir (Chen ve Hoover, 2003; Dimov vd., 2005; Nes vd., 2007; Parada vd.,
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2007; Todorov, 2009; Toomula vd., 2011; Lohans ve Vederas, 2012; Singh vd.,
2013).

2.3.1.2. 11. Grup bakteriyosinler

I1. Grup bakteriyosinler ise lantiyonin kopriileri igermeyen, molekiil agirliklart 10
kDa’dan daha diisiik olan 1sida stabil molekiillerdir. Antimikrobiyal aktiviteleri,
membran aktif molekiil yapisindan kaynaklanmaktadir. Cok sayida bakteriyosin
igeren bu grup, 4 alt gruba ayrilmaktadir (Chen ve Hoover, 2003; Savadogo vd.,
2006).

I1-A: Bu gruptaki bakteriyosinler N- terminal bolgelerinde karakteristik YGNGV
aminoasit dizisini iceren antilisterial etkiye sahip olan bakteriyosinlerdir. Ilk
karakterize edilmis iiyesi pediocin PA-1 den dolay1 bu gruba pediocin benzeri
bakteriyosinler de denmektedir. Bu grup oldukga kalabalik bir gruptur ve yaklasik
50 farkli bakteriyosin karakterize edilmistir (Nissen-Meyer vd., 2009; Kjos vd.,
2011a; Lohans ve Vederas, 2012). I1-A grubu bakteriyosinler de kendi igerisinde
8 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

o Grup I: 24 bakteriyosinden olugmaktadir ve dizi uzunluklar1 25 - 49 amino
asit arasinda degismektedir. Bu bakteriyosinler de kendi icerisinde 1-1,

I-2, 1-3 ve I-4 olmak lizere 4 alt gruba ayrilmaktadir.
o Grup II: Bu alt grupta 8 bakteriyosin bulunmaktadir.

o Grup IlI: 10 bakteriyosin igermektedir. Bu alt grupta dizilim benzerlik
veya farkliliklarina gore I11-1 (8 bakteriyosin) ve I11-2 (2 bakteriyosin)
olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir.

o Grup IV: Bu grupta 4 bakteriyosin bulunmaktadir.

o Grup V: Bu grupta bakteriyosin E50-52 bulunmaktadir.
¢ Grup VI: Bu grupta bakteriyosin L-1077 yer almaktadir.
e Grup VII: Bakteriyosin 37 bu grupta yer almaktadir.

o Grup VIII: Acidocin A ve bakteriyosin OR-7 bu grubun iiyeleridir.
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[1-B: Bu grup dyeler; antimikrobiyal aktivite gosterebilmek igin, birbirini
tamamlayan iki farkli peptit iceren bakteriyosinlerden olugsmaktadir. Anti
bakteriyel aktiviteleri, membran iizerinde olusturduklar1 porlardan ileri
gelmektedir (Kecerova vd., 2004; Todorov, 2009; Kjos vd., 2011a; Toomula vd.,
2011; Singh vd., 2013).

[1-C: Bu gruptaki bakteriyosinler halka yapisina sahip olduklarindan dolay1
halkasal bakteriyosinler olarak da bilinmektedir. Biitiin halkasal yapidaki
bakteriyosinler etkilerini, kiigiik molekiiller igin hedef hiicre zarin1 gegirgen hale
getirerek ve bunun sonunda proton itme giiciiniin bozulmasina neden olarak
hiicrenin 6liimi ile sonuglanmasiyla gosterirler ( Nissen-Meyer vd., 2009; Kjos
vd., 2011a; Toomula vd., 2011).

II-D: Bu grup; pediocin benzeri dogrusal olmayan bir peptit igeren
bakteriyosinlerden olusmaktadir. Bu bakteriyosinler daha onceleri pediocin
benzeri bakteriyosinlerle birlikte 11-C veya II-A grubu igerisinde yer almustir.

2.3.1.3. 111. Grup bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, molekiil agirliklar1 30 kDa’dan daha biiyiik olan ve
1stya hassas proteinlerden olusan peptidik antibiyotiklerdir (Alvarez-Cisneros vd.,
2011; Toomula vd., 2011; Singh vd., 2013).

2.3.1.4. 1V. Grup bakteriyosinler

Bu grup bakteriyosinler, aktiviteleri igin protein olmayan pargalara gereksinim
duymaktardirlar. Glikoproteinleri (lactocin) veya lipoproteinleri (lacstrepcins)
kapsamaktadir (Alvares-Cisneros vd., 2011; Toomula vd., 2011; Singh vd., 2013).

Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi, biyokimyasal ¢esitliligin zenginliginden dolay1
olduk¢a karmasiktir ve yillar boyunca farkli siniflandirma sekilleri Gnerilmistir.
Ornegin, onciisiiz peptitler igin ilave alt gruplar onerilmektedir (Nes vd., 2007).
Ayrica  son  zamanlarda  kesfedilen  glikozillenmis  bakteriyosinlerin
siiflandirilmasi da kararlastirilamamistir (Oman et al., 2011; Stepper et al., 2011).
Bu konudaki tartigmalar, yeni bakteriyosinlerin tanimlanmasiyla birlikte
muhtemelen dniimiizdeki yillarda da devam edecektir. Bu nedenle, ilerde uniform
bir siniflandirma yapilabilmesi i¢in bakteriyosinlerin amino asit dizisi ve yapisal
ozellikleri onem kazanacaktir (Kjos vd., 2011a).
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Cizelge 2.2. Cesitli bakteriyosinler ve tireten mikroorganizmalar

Bakteriyosin

| Ureten Mikroorganizma

l. Grup (Lantibiyotikler)

I-A Grubu Bakteriyosinler

Nisin

Lactococcus lactis

Epidermin Staphylococcus epidermidis
Suptilin Bacillus subtilis ATCC 6633
Gallidermin Staphylococcus gallinarum
Mutacin 111 Streptococcus mutans
Lactosin S Lactobacillus sake
Salvaricin A Streptococcus salivarius
Plantaricin C Lactobacillus plantarum
Streptin Streptococcus pyogenes

I-B Grubu Bakteriyosinler

Mersacidin

Bacillus subtilis HIL Y-85

Actagardin Actinoplanes ssp.

Duramycin Streptomyces cinnamoneus
Mutacin Il Streptococcus mutans
Cinnamycin Streptomyces cinnamoneus
Ancovenin Streptomyces ssp.

I1. Grup

11-A Grubu Bakteriyosinler (Pediocin benzeri bakteriyosinler)
11-A-1

11-A-1-1

Avicin A Enterococcus avium

Bavaricin A Lactobacillus bavaricus M1401

Curvaticin L442

Lactobacillus curvatus L442

Enterocin CRL35

Enterococcus mundtii CRL35

Enterocin HF

E. faecium HS ve TA29

Listeriocin 743A

Listeria innocua 743

Mundeticin E. mundtii ATO6

Mundticin CRL35 E. mundtii CRL35/AT06

Mundticin KS E. mundtii NFRI 7393/AT06

Mundticin L E. mundtii CUGF08

Piscicocin CS526 C. piscicola CS526

Piscicolin 126 C. piscicola JG126

Sakacin P L.curvz_;\tus LTH1174, L.curvatus L442, L.sakei 1151,
L.sakei LTH673, L. curvatus CRL 705

Sakacin X L. sakei 5

11-A-1-2

Pediocin PA-1 P. acidilactici, L. plantarum DDEN 11007, P. pentosaceus
CBTS8

Bifidocin B B. bifidum NCFB 1454

CoaA/Coagulin/CoaA

B. coagulans I,
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11-A-1-3

Leucocin C L. mesenteroides 6
Weissellin A W. paramesenteroides DX
11-A-1-4

Bacteriocin 602 P. polymyxa NRRLB-30509
Bavaricin MN L. sakei MN

Divercin V41 C. divergens V41
Divergicin M35 C. divergens M35

Duracin GL E. durans 41D

Enterocin A E. faecium

Enterocin BC25 E. faecium BC25

11-A-2

Bacteriocin 31 /BacA E. faecalis Y1717
Bacteriocin 1580 B. circulans NRRLB-30644
Carnobacteriocin B2 C. piscicola LV17B
Bacteriocin 43 E. faecium

Bacteriocin RC714 E. faecium RC714
Bacteriocin T8 E. faecium T8

Enterocin SE-K4 E. faecalis K-4

Hiracin JM79 E. hirae DCH5

Penocin A/PenA P. pentosaceus ATCC 25745
11-A-3

11-A-3-1

Bacteriocin MC4-1

. faecalis MC4

Carnocin CP52

. piscicola CP52

Leucocin A

Leucocin B-Talla

. carnosum Talla

Mesentericin 52A

E
C
L. gelidum UAL 187
L
L

. mesenteroides subsp. mesenteroides FR52

Mesentericin Y105

L.mesenteroides Y105

Plantaricin 423

L. plantarum 423

Plantaricin C19

L. plantarum C19

Prebacteriocin SkgA2

L. ruminis ATCC 25644

Sakacin G

L. sakei 2512, L. sakei R1333, L. sakei CWBI-B1365

11-A-3-2

Lactococcin MMFII

L. lactis MMFII

Bacteriocin (P86291.1)

Lactococcus spp.

11-A-4

Carnobacteriocin BM1

C. piscicola LV17B

Curvacin A L.curvatus LTH 1174

Ubericin A S. uberis E

Enterocin P E. faecium 1J-31, E. faecium P13, E. faecium GM-1
Sakacin A L. sakei Lb706

11-A-5

Bacteriocin E50-52

| E. faecium NRRL B-30746
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Cizelge 2.2°nin devam

11-A-6

Bacteriocin L-1077 | L. salivarius 1077

11-A-7

Bacteriocin 37 | P. polymyxa NRRL B-30507
11-A-8

Acidocin A L. acidophilus TK9201

Bacteriocin OR-7

L. salivarius NRRL B-30514

11-B Grubu Bakteriyosinler (iki peptitli bakteriyosinler)

Lactococcin M

L. cremoris 9B4

Lactococcin G

L. lactis LMG2081

Acidocin J1132 (a, B)

Lb. acidophilus JCM1132

Lactacin F

Lb. johnsonii VP111088

Plantaricin A Lb. Plantarum
Plantaricin C Lactobacillus plantarum
Plantaricin S Lb. plantarum LCPO10

Plantaricins EF

Lb. plantarum C11

Plantaricins JK

Lb. plantarum C11

Leucocin H (a ve B)

Leuconostoc sp. MF215B

Termophilin 13

S. thermophilus SPil13

11-C Grubu Bakteriyosinler

Acidocin B Lb. acidophilus M46
Divergicin A C. divergens LV13
Bacteriocin 31 E. faecalis Y117
Enterocin P E. faecium P13

Lactococcin 972

L. lactis IPLA972

11-D Grubu Bakteriyosinler

Lactococcins A ve B

L. cremoris 9B4, L. lactis WM4, L. cremoris LMG2130

Diacetin B L. lactis subsp. diacetylactis UL720
Acidocin 8912 Lb. acidophilus TK8192

Peptide A Lb. acidophilus LF221

Peptide B Lb. acidophilus LF221

Lactobin A Lb. amylovorous LMG P-13139

Lactocin 705

Lb. casei CRL 705

Gassericin B3

Lb. gasseri HCM2124

Plantaricin 1.25a

Lb. plantarum TMW1.25

Plantaricin 1.25p

Lb. plantarum TMW1.25

Divergicin 750

C. divergens 750

Carnobacteriocin A

C. piscicola LV17A

Piscicolin 61 C. piscicola LV61
Leucocin B-TA33a Lc. mesenteroides TA33a
Enterocin B E. faecium T136

Enterocin L50 (EntL50A
ve EntL50B)

E. faecium L50

Enterocin Q

E. faecium L50
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Cizelge 2.2°nin devam

3. Grup

Helveticin J Lb. helveticus 481

Helveticin VV-1829 Lb. Helveticus

Caseicin 80 Lb. casei B80

Enterolysin E. faecalis LMG2333

4. Grup

Lactocin 27 Lactobacillus helveticus LP27
Lacstrepcins Streptococcus lactis

Kaynak: Upreti ve Hinsdill (1975), Kozak vd. (1977), Kettenring vd. (1990), Mertvedt vd.
(1991), Chatterjee vd. (1992), Larsen vd. (1993), Ross vd. (1993), Jiménez-Diaz vd.
(1995); Sahl ve Bierbaum (1998), Chen vd. (1999), Qi vd. (1999), Turner vd. (1999),
Ennahar vd. (2000), Cintas vd. (2001), Chen ve Hoover (2003), Wescombe ve Tagg
(2003), Parisot vd. (2008), Nissen-Meyer vd. (2009), Birri vd. (2010), Cui vd. (2012),
Gotz vd. (2014).

2.3.2. Bakteriyosinlerin Biyosentezi
2.3.2.1. Gen dizilerinin organizasyonu

Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenirler. Bakteriyosin tiretimi ve bagisiklik
icin gen kodlamalar1 genellikle operon dizilerinde organize edilmektedir (Sahl ve
Bierbaum, 1998; Chen ve Hoover, 2003). Bugiine kadar kromozomlarda,
plazmidlerde ve transposonlarda olmak {izere ii¢ bakteriyosin operon bdlgesi
bildirilmistir. Cogu bakteriyosin operonlari plasmidlerde yerlesmislerdir. Bu
yerlesimin LAB arasinda bakteriyosinlerin tiirler i¢i ve tiirler arasi filogenetik

yayllmasina yardime1 oldugu diisiiniilmektedir (Dimov vd., 2005).

Lantibiyotik biyosentez operonlari, genellikle prepeptit i¢in genlerin kodlamalarini
(LanA- lan kisaltmasi, farkli lantibiyotik gen dizilerinin homolog genlerini ifade
eder), modifikasyon reaksiyonlarindan sorumlu enzimleri (Lan B, C/Lan M),
proteaz islemi ile oncii peptidin aktive edilmesini (Lan P) ve peptidlerin yer
degistirmesinde gorev alan {ist familya transport proteinler ABC (ATP baglayici
kaset), (Lan T), regulator proteinler (Lan R, K) ve kendini koruma (immunite)
saglayan proteinleri (Lan |, FEG) kapsamaktadir (McAuliffe vd., 2001; Chen ve
Hoover, 2003).
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2.3.2.2. Biyosentetik yol

Cogu bakteriyosin, biyolojik olarak C-terminal propeptidine bagli bir N-terminal
oncii peptid tasiyan inaktif prepeptid olarak sentezlenmektedirler. Lantibiyotikler
icin, propeptid parcalarindaki serin, treonin ve sistin kalintilar1 Lan/MeLan formu
icin kapsamli sekilde translasyon-sonrasi degisime ugramaktadir (Chen ve Hoover,
2003; Todorov, 2009).

Lantibiyotiklerin ~ biyosentezi; prepeptidlerin  degistirilmesi, modifikasyon
reaksiyonlari, 6ncii peptidin proteolitik ayrilmasi ve modifiye edilmis prepeptidin
veya olgun propeptidin stoplazmik membrana gegisini kapsayan genel bir diizene
gore gerceklesmektedir. Prepeptidin ayrilmasi, hiicreden salinimdan dnce, salinim
sirasinda veya salinimdan sonra olabilir. Biyosentetik yola dayali olarak
lantibiyotiklerin  genetik organizasyonlar1 grup I ve grup II olarak
tanimlanabilmektedir (Guder vd., 2000).

Bu smiflandirma lantibiyotiklerin genel smiflandirmasindan farklidir. Ciinkii 1.
grup ve Il. grup lantibiyotikler A grubu veya B grubu lantibiyotikler olabilir.

I. grup lantibiyotiklerin iretiminde, Lan C tiyoeter olusumu ile iligkiliyken,
dehidrasyon reaksiyonu muhtemelen Lan B enzimi tarafindan kataliz edilmektedir.
Degistirilen prepeptid, bir serin proteaz Lan P tarafindan islenir ve ABC-tasiyici
Lan T araciligiyla tagmir. Il. grup lantibiyotikler ise bir tek Lan M enzimi
tarafindan degistirilir (Chen ve Hoover, 2003).

2. grup bakteriyosinler; N- terminal Oncii peptid ve karakteristik ¢ift-glisin
proteolitik islem alani igeren biyolojik olarak inaktif olan prepeptidler olarak
sentezlenirler. Ancak 2C grubu bakteriyosinleri farklidir. Ciinkii bunlar sec-tip N-
terminal sinyal dizilerine sahiptirler ve genel salgilama yoluyla islenir ve salgilanir
(Todorov, 2009). Lantibiyotiklerin aksine, 2. grup bakteriyosinler kapsamli bir
sekilde doniisiim sonras1t modifikasyona ugramaz. Prebakteriyosin ve indiiksiyon
faktortt (IF) prepeptidinin olusumunu takiben, hiicre igerisinden 6zel bir ABC-
tasiyict ve onun yardimer proteininin salgilanmasiyla birlikte dncii peptid islenip
taginarak, bakteriyosin ve IF seklinde hiicre digina salmir (Ennahar vd., 2000).
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2.3.2.3. Doniisiim sonras1 modifikasyon, aktivasyon ve transport

Modifikasyon reaksiyonlarim1 takiben, modifiye olmus prelantibiyotikler,
lantibiyotiklerin aktivasyonunu baglatan 6ncii peptidi salivermek i¢in proteolitik
islemlere ugrar. 1. grup lantibiyotikler icin, Ooncii peptid; serin proteaz, Lan P ve
Lan P’ nin konumuna, yani peptidin tiretildigi hiicreden 6zel ABC tasiyici, Lan T
araciligryla salinmasindan Once ya da sonra yer alabilmesine bagli olarak islenir.
Ornegin, episidin 280 in proteaz Lan P’ si ve Pep5 (Sahl ve Bierbaum, 1998),
hiicre icinde bulundugundan dolay1 proteolitik islemler hiicre icinde olmaktayken,
nisin proteazlari ve epidermin hiicre diginda bulunur ve lantibiyotikler sadece
ABC tasiyici tarafindan salindiktan sonra aktive edilir. Lan B ve Lan C enzimleri
Lan T tasiyict ile birlikte muhtemelen multimerik ortak membranli kompleks
olusturur (Chen ve Hoover, 2003).

Konunun daha iyi anlagilabilmesi i¢in, Sekil 2.5 ve 2.6 da lantibiyotikler ve 2. sinif
bakteriyosinlerin sentezi sematik olarak gosterilmistir.
® ©)]
i

¢ ¢ Bacteriocin
A

@

Prebacteriocin

[als]r[c|r][r[r[x[F]E]c]

(1) Prebakteriyosin olusur; (2) Prebakteriyosin LanB ve LanC tarafindan modifiye edilir,
6zel ABC tastyict LanT ile taginir ve LanP tarafindan iglenerek olgun bakteriyosin halinde
salmir; (3) Histidin protein kinaz (HPK) bakteriyosin varligin1 algiladiginda
otofosforilasyon gerceklestirir; (4) Fosforil grup (P) daha sonra response regiilatore (RR)
transfer edilir; (5) RR diizenlenmis genlerin transkripsiyonunu aktive eder; (6) immunite
proteinleri Lan I ve 6zel ABC tastyici proteinleri LanFEG tarafindan immunite olusturulur.

Sekil 2.5. Lantibiyotiklerin sentezinin sematik diyagrami (Chen ve Hoover, 2003)
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Sentez olaylar1 su sekilde gergeklesir. Prebakteriyosin ve indiiksiyon faktoriiniin (IF) prepeptidi
olusur; prebakteriyosin ve pre-IF ABC tasiyici tarafindan islenerek ve tasinarak olgun bakteriyosin
ve IF seklinde saliir; histidin protein kinaz (HPK) IF varligini algiladiginda otofosforilasyon
gerceklestirir; Fosforil grup (P) daha sonra response regiilatore (RR) transfer edilir; RR diizenlenmis
genlerin transkripsiyonunu aktive eder; immunite olusturulur.

Sekil 2.6. II. sinif bakteriyosinlerin sentezinin sematik gosterimi (Chen ve Hoover,
2003)

2.3.2.4. Biyosentezin diizenlenmesi

Lantibiyotiklerin ve lantibiyotik olmayanlarin biyosentezi genellikle iyi bilinen 2
kisim diizenleyici sistem araciligiyla diizenlenmektedir. Bu sistemler, 2 sinyal
iiretici protein, membran-bagli histidin protein kinaz (HPK) ve bir sitoplazmik
response regulatordiir (RR). Bu sinyal aktarim yolunda, HPK ortamda bakteriyosin
oldugunu algiladiginda, hiicre i¢inde korunmus histidinle otofosforilasyon (fosforil
grup ile birlesme) gergeklestirir. Fosforil grup daha sonra RR alic1 bdlgesinde
korunmus aspartik asite transfer edilir ve olusan molekiil i¢i degisiklikler,
diizenlenmis genlerin transkripsiyonlarini aktive etmek icin RR’yi tetikler. Bu
diizenleyeci genler; yapisal gen, tastyici genler, immunite (bagisiklik) geni ve bazi
durumlarda kendilerini diizenleyici genlerden olugmaktadir. Ancak ¢ogu 2. grup
bakteriyosinler, antimikrobiyal aktiviteye sahip olmayan ve diizenlenmis genlerin
transkripsiyonlarin1 aktive etmek i¢in kullanilan baglatma faktorii (IF) tretirler.
Salgilanan IF, bakteriyosin iiretiminde gorev alan genlerin transkripsiyonunu
tetikleyen sinyal olusumunda rol alir (Chen ve Hoover, 2003).
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2.3.2.5. Etki mekanizmasi

Bakteriyosinler, bakterisidal ve bakteriyostatik etkilere sahiptirler. Bu etkileri
tamimlamak i¢in ¢esitli mekanizmalar Gnerilmistir. Bu mekanizmalar arasinda,
hiicre zarinda por olusumu en iyi sekilde agiklanmis mekanizmadir (Sekil 2.7).

Nisin gibi 1. grup bakteriyosinler (lantibiyotikler), evrensel bir reseptér ve
sitoplazmadan hiicre duvarina peptidoglukanlarin temel alt tasiyicisi olan lipid 1l
molekiiline baglanir ve lipid II ile peptidoglukanlarin birlesmesini Onleyerek
hiicre duvar1 sentezini durdurur. Ayrica lipid II molekiiliiniin N ve C uglarina
baglanarak por olustururlar ve bdylece hedef hiicrenin hizli bir sekilde 6lmesine
neden olurlar.

Genellikle 2. grup bakteriyosinler hedef hiicrenin zarindan gegmeye olanak
saglayan sarmal bir yapiya sahiptir. Bu sayede hiicrede depolarizasyona yol acarak

hiicrenin 6lumiine neden olmaktadir.

Lysostaphin gibi 3. grupta yer alan bakteriyosinler ise, direkt olarak gram pozitif

hedef hiicrelerin hiicre duvarlarina etki ederek hiicrenin 6limiine ve hiicre lizisine
yol agabilmektredir (Chen ve Hoover, 2003; Nes vd., 2007; Alvares-Cisneros vd.,
2011; Mantovani vd., 2011; Jozefiak ve Sip, 2013; Singh vd., 2013; Yusuf ve
Hamid, 2013).

Sitozol

OO0 ¢ Peptidoglukan alt birimi @ ZrurNac G GlcNAc @ Fosfat

ik asit N

Sekil 2.7. Bakteriyosinlerin etki mekanizmasi (Alvares-Cisneros vd., 2011)
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2.3.2.6. Direnglilik sistemi

Uretici hiicrede, lantibiyotik direncliligini saglayan iki sistem tanimlanmustir.
Koruma, immunite proteinleri Lanl ve 6zel ABC-tasiyict proteinleri LanFEG
aracilifiyla saglanmaktadir. Bu 2 immunite sistemi, iretici hiicreyi kendi
bakteriyosinlerine karsi birlikte sinerjik etki ile korumaktadir. Lanl, sitoplazmik
membranm dis kismina baglanarak bakteriyosinin por olusturmasimi &nlemek
suretiyle hiicreyi korur. LanFEG ise bakteriyosin molekiillerini hiicre zarindan dis
ortama tasimak suretiyle membrandaki bakteriyosin konsantrasyonunu kritik
seviyenin altinda tutar (Sahl ve Bierbaum, 1998; Guder vd., 2000; McAuliffe vd.,
2001; Chen ve Hoover, 2003).

2. grup bakteriyosinler i¢in bagisiklik kodlayan genetik belirleyiciler, genellikle
bakteriyosin yapisal gen(ler) olarak ayni operon igerinde yer almaktadir. Bu
korunmus organizasyondan dolayi birgok bakteriyosin igin varsayilan bagisiklik
geni ve gorevi tanimlanmistir. Ornek olarak Enterocin Q” nun bagisiklik proteini
EntqC, lactococcin G’nin bagisiklik proteini LagC dir. Bu bagisiklik proteinleri,
hassas hiicrelerin {izerinde yer alan bakteriyosinler igin hedef reseptor seker
tastyict mannoz fosfotransferaz sistemi (Man-PTS) proteinleri sikica baglayarak
por olusumunu Onlemektedir. Man-PTS, IIA, 1IB, IIC, IID olmak iizere dort
bolgeden olusmaktadir. Ancak bu bolgelerden sadece IIC ve IID bakteriyosinler
i¢in reseptor olarak bulunmaktadir (Kjos vd., 2011a).

2. grup bakteriyosinlerin direnglilik sistemi olusturma asamalar1 Sekil 2.8 de

verilmistir.

¢ ;:Il Swufi Bakteriyosin

HicreDist €

Sekil 2.8. 2. grup bakteriyosinlerin direnglilik sistemi olusturmasi (Kjos vd.,
2011a)
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2.4. Organik Asitler

Organik asitler, R-COOH yapisina sahip olan ve organizmada metabolik olaylar
sonucunda dogal olarak meydana gelen karboksilik asitlerdir. Organik asitler esas
olarak, diiz zincirli monokarboksilik asitleri ve onlarin tiirevlerini (doymamus,
hidroksilik, fenolik ve multikarboksilik) kapsar ve yaygin olarak yag asitleri,
ucucu yag asitleri, zayif asitler veya karboksilik asitler olarak isimlendirilir.
Organik asitler genellikle zayif asitler olmasina karsilik, sulfonik asitler gibi
yapisinda OSOzH grubu igeren asitler, giiclii asitlerdir (Dibner ve Buttin, 2002;
Ricke, 2003; Theron ve Lues, 2011).

Organik asitler zayif asit olduklarindan, bunlarin sadece kiigiik bir kismi hidrojen
iyonlarina (H") ve anyonlarina (A’) ayrismaktadir. Bir asidin kuvveti onun
¢ozlinme katsayisi (K,) ile yakindan iliskili olup, logaritmik olarak pK, seklinde
ifade edilir. pK, degeri biiylidiikge serbest birakilan hidrojen iyonlarinin sayisi
artar ve soz konusu asit o 6l¢iide kuvvetli asit olur (Celikbilek, 2008).

Organik asitler yapilarinda bulundurduklar1 karbon sayist ve karboksil grubu
sayisina gore siniflandirilabilmektedir. Karbon sayisina gore kisa zincirli (1-6 C),
orta zincirli (7-10 C) ve uzun zincirli (>10 C) organik asitler olmak iizere {i¢ gruba
ayrilirken, igerdikleri karboksil grubu sayisina gore de monokarboksilik,
dikarboksilik ve trikarboksilik olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Van
Immerseel vd., 2006; Theron ve Lues, 2011).

Organik asitlerin, saf ve tamponlanmis olmak {izere iki basit formu bulunmaktadir.
Laktik asit, propiyonik asit, asetik asit, sitrik asit ve benzoik asit saf organik asitler
iken, bunlarin sodyum ve kalsiyum tuzlar1 ise tamponlanmig organik asitlerdir
(Theron ve Lues, 2007).

Konunun daha iyi anlasilabilmesi igin Cizelge 2.3 de organik asitlerin
siiflandirilmasi ve pK, degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Organik asitlerin siniflandirilmasi

MONOKARBOKSILIK

Kisa Zincirli

Organik asit, C sayisi Formiilii pKa
Formik Asit, C; HCOOH 3.75
Asetik Asit, C, CH;COOH 476
Pirtivik Asit, Cs CH;COCOOH 2.89
Propiyonik Asit, Cs CH3;CH,COOH 4.88
Laktik Asit, C, CH;3;CH(OH)COOH 3.83
Biitirik Asit, Cy4 CHs;(CH,),COOH 4.83
2-Hidroksi-4-Methylthio CH3SCH3;CH,CH(OH)COOH 3.86
Butanoic Asit (HMB), Cs
Valerik Asit, Cs CH5(CH,);COOH 4.82
Kaproik Asit, Cg CHs;(CH,),COOH 4.88
Sorbik Asit, Cg CH3;CH:CHCH:CHCOOH 4.76

Orta Zincirli
Benzoik Asit, C, C¢HsCOOH 4.20
Gallik Asit, C, CeH>(OH);COOH 4.41
Enantik (Heptanoik) Asit, C; | CH3(CH,)sCOOH 4.89
Kaprilik Asit (Oktanoik), Cg | CH3(CH,)sCOOH 4.89
Sinnamik Asit, Cq C¢HsCHCHCOOH 4.44
Pelargonik Asit, Cq CHs;(CH,);COOH 4.96
Kaprik Asit, Cyg CH3(CH2)8 COOH 4.90

Uzun Zincirli
Laurik Asit, Cy, CH3(CH,);,COOH 5.78
Miristik Asit, Cy4 CH3(CH2)12COOH 4.90
Palmitik Asit, Cg CH3(CH2)14COOH 4.78
Stearik Asit, Cyg CH3(CH,)1,COOH 4,78

DIKARBOKSILIK

Kisa Zincirli
Okzalik Asit, C, (COOH), 1.46
Malonik Asit, C; CH,(COOH), 2.92
Malik Asit, C4 HO,CCH,CHOHCO,H 3.61



http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
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Fumarik Asit, C, HOOCCHCHCOOH 3.03
Suksinik Asit, C, HOOCCH,CH,COOH 4.24
Tartarik Asit, C, COOHCH(OH)CH(OH)COOH 2.93
Glutarik Asit, Cs COOH(CH,);COOH 4.33
Adipik Asit, Cq HOOC(CH,),COOH 4.39
Orta Zincirli
Pimelik Asit, C; HOOC(CH,)sCOOH 4.43
Suberik Asit, Cg HOOC(CH,)sCOOH 4.46
Azelaik Asit, C, HOOC(CH,),COOH 4.47
Sebasik Asit, Cyo HOOC(CH,)sCOOH 4.47
TRIKARBOKSILIK
Akonitik Asit, Cs HOOCCH=C(COOH)CH,COOH 2.97
Sitrik Asit, Cg (HOOCCH,),C(OH)COOH 2.93
izositrik Asit, Cs CeHsO- 3.28

Kaynak: Dibner ve Buttin, 2002; Lide, 2005; Theron ve Lues, 2011; Cornils ve Lappe,
2012; Anonim, 2014a

Organik asitlerin antibakteriyel faaliyetleri ortamin pH s1 ve ayrisma yeteneklerine
bagli olup, bu durum asidin kendi pK, seviyesi ve cevredeki pH degeri ile
belirlenir.  Antibakteriyel aktivite, pH degerinin diismesi ile artmaktadir
(Celikbilek, 2008).

2.4.1. Organik Asitlerin Etki Mekanizmasi

Organik asitlerin basit yapilar1 ve kii¢iikk molekiil bitytkliikleri, hiicreler boyunca
serbestce hareket edebilmelerine olanak sagladigindan dolayi, organik asitlere
antibakteriyal 6zellik kazandirmaktadir (Theron ve Lues, 2007).

Ancak organik asitlerin tiimiiniin mikroflora iizerinde etkileri yoktur. Gergekte,
spesifik antimikrobiyal etkisi olan organik asitler kisa zincirli (C1-C7) formik,
asetik, propiyonik ve biitirik asitler gibi basit monokarboksilik asitler ile laktik,
malik, tartarik ve sitrik asit gibi genellikle o karbonuna bagli bir hidroksil grubu
iceren karboksilik asitlerdir. Organik asitlerin tuzlar1 da ayrica performans

tizerinde olumlu etkiler sergilemislerdir. Sorbik ve fumarik asit gibi diger asitler,
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bazi ¢ift bag iceren ve antifungal aktiviteye sahip kisa zincirli karboksilik asitlerdir
(Dibner ve Buttin, 2002).

Organik asitlerin ¢evre pH’sma bagl olarak ayrigsmayan formdan ayrisabilen
forma gegebilme yetenegi, onlarin antimikrobiyal etkilerini artirmaktadir. Asit
ayrismamis formda oldugu zaman, mikroorganizmanin yari gegirgen zarindan
hiicre sitoplazmasina serbest bir sekilde gegebilmektedir. Hiicre igine giren
organik asit, anyon ve katyonlarina ayrilir. Anyonik kisim (RCOO-), DNA
yapisin1 bozarak protein sentezini olumsuz olarak etkiler, ayrica bakteriyel hiicre
enzimlerini (dekarboksilazlar ve katalazlar gibi) ve besin transport sistemini de
baskilamaktadir. Katyonik kisim (H+) ise, hiicre ig¢i pH’sim diisiirerek pH’ya
duyarli bakterilerin (Coliform, Clostridium, Salmonella, Listeria tiirleri) hiicre igi
ve dis1 arasindaki pH farkliligini gidermek icin enerji harcamalarina neden olur.
Mikroorganizmanin hiicre i¢i pH dengesini korumak icin asir1 diizeyde enerji
harcamasi biiylimeyi yavaslatmakta hatta Olimle sonuglanmaktadir (Van
Immerseel vd., 2006; Ozkan ve Ac¢ikgdz, 2007; Mazmanoglu, 2008; Huyghebaert
vd., 2011).

aram=neaative
Gram-negative C%PHWDH‘

Sekil 2.9. Organik asitlerin etki mekanizmasi (Anonim, 2014b)

Organik asitlerin antimikrobiyal etkilerinin disinda c¢esitli yararli etkileri de
bulunmaktadir. Organik asitler, trikarboksilik asit dongiisiinde ara {iriinler
olduklarindan sindirim sisteminde enerji kaynagi olarak kullanilirlar. Boylece
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dokularin glukoneojenesis ve lipolisis ile par¢alanmasini énlerler (Suryanarayana
etal., 2012).

Organik asit anyonlar kalsiyum, fosfor, magnezyum ve ¢inko ile kompleks yap1
olusturarak bu minerallerin sindirimini artirirlar. Ayrica proteolitik enzimlerin
aktivitesini yiikselterek proteinlerin sindirimini de artirirlar (Yesilbag ve Colpan,
2006; Adil et al., 2010; Adil et al., 2011; Papatsiros ve Christodoulopoulos, 2011;
Suryanarayana et al., 2012).

2.4.2. Organik Asitlerin Etki Mekanizmasim1 Etkileyen Faktorler

Organik asitlerin antibakteriyal aktivitesi; organik asitin kimyasal formiilli, pKa
degeri, kimyasal formu (esterlesmis olup olmamasi, asit veya tuz olmasi,
kaplanmig olup olmamasi), molekiil agirligi, mikroorganizmanin dogasi, hayvan
tiirli ve yemlerin tamponlama kapasitesi gibi gesitli etmenlerden etkilenmektedir.

Daha yiiksek pKa degerine sahip olan organik asitler daha etkili antibakteriyel
bilesiklerdir ve bunlarin etkinligi genellikle zincir uzunlugunun ve doymamislik
derecesinin artmasiyla birlikte yiikselmektedir.

Organik asitlerin kaplanmasi veya mikrokapsiillenmesi, bunlarin bagirsaga gelene
kadar sindirim sisteminde parg¢alanmasini geciktirerek antimikrobiyal etkilerini
artirmaktadir.

Organik asitlerin bakteriler iizerine etkileri, bakteri tiirlerine gore degisiklik
gostermektedir. Cogu fermentatif bakteri, hiicre disi pH’st olduk¢a asidik
oldugunda, hiicre i¢i pH degerini diistirebilme kabiliyetine sahiptir. Bu sayede
disik pH’ya karsi tolerans gelistirmis olurlar (Van Immerseel vd., 2006;
Huyghebaert et al 2011).

2.5. Bakteriyosinlerin Kanathlarda Kullanimi

Bakteriyosinlerin kanatlilarda patojen mikroorganzimalari ve bunlarin sebep
olabilecegi olumsuzluklar1 azaltmaya yonelik etkilerinin arastirildigi  bazi

calismalar kronolojik sirayla asagida 6zetlenmistir.

Escherichia coli bakterileri tarafindan tiretilen mikrosinlerin yetigkin tavuklarda
Salmonella typhimurium sayisini azalttigi bildirilmistir (Portrait vd., 1999).
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Wooley vd. (1999), etlik pili¢lerde S. typhimurium’ u 6nlemeye yonelik yaptigi
calismada, microcin-24 iireten Escherichia coli AvGOBI18 bakteri tiiriiniin igme
suyuna yaklasik 10° hiicre/ml konsantrasyonunda katilmasiyla birlikte 3 hafta
sonunda tavuklarin sindirim sisteminde S. typhimurium’ a rastlanmadigim
belirtmistir.

Audisio vd. (2000), bakteriyosin iireten Enterococcus faecium J96 nin patojen
Salmonella pullorum’a kars1 etkili oldugunu ve yumurtadan yeni ¢ikmus etlik
civcivlerin yasama giiciinii artirdigini, Enterococcus faecium J96 verilmeyen

civcivlerde ise 4. giinden itibaren 6liimlerin goriildiiglinii bildirmistir.

Strompfova vd. (2003), 3200 AU/ml (0.10-0.25 ml oral doz) Enterococcus
faecium EF 55 tirtinin trettigi saf bakteriyosin ekstrakti katkisimin Japon
bildircinlarimin - digkilarindaki  Escherichia coli, Enterococcus, Lactobacillus,
Staphylococcus sayisini azalttigini bildirmistir.

Gnotobiyotik (bakteri florasi tanimlanmis) bildircinlarda yapilan caligmalarin
sonunda, enterosin A iireten Enterococcus faecium EK 13 tiirii bakterinin sindirim
sistemindeki Salmonella dusseldorf SA31 sayisinda azalma sagladigi ve
Salmonella dusseldorf SA31’den kaynaklanan bagirsak epitel doku bilesenlerinde
(enterositler, goblet hiicreleri, paneth hiicreleri ve endokrin hiicreleri) olusan
zararlar1 azalttig1 bildirilmistir (Laukova vd. 2003; Cigankova vd., 2004).

Ogunbanwo vd. (2004), 3 haftalik yastaki etlik pili¢lerde yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda, Escherichia coli O2:KH6 infekte edilmis hayvanlarin igme suyuna
6400 AU/ml L. plantarum F1 in iirettigi bakteriyosin ve 1.2 x 10° kob/ml L.
plantarum F1 ilave edilmesiyle, Escherichia coli O2:KH6’dan kaynaklanan
olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasinda basarili sonuglar elde etmistir.

Stern vd. (2005), oral yolla Campylobacter jejuni infekte edilmis bir giinliik
yagstaki etlik civcivlerin yemlerine 0.25 g/kg Paenibacillus polymyxa NRRL-B-
30509 tiiriiniin Urettigi bakteriyosin (class Ila; molecular agirligi, 3,864 Da)
ilavesiyle 10 giiniin sonunda, kontrol grubuna nazaran Campylobacter jejuni
sayisinda Onemli bir azalma goézlemlemistir. Ayrica, Paenibacillus polymyxa
NRRL-B-30509 ve Lactobacillus salivarius NRRL B-30514 tiirlerinin tirettikleri
bakteriyosinlerin de (sirasiyla B609 ve OR-7) Campylobacter jejuni sayisini
azalttig1 bildirilmistir (Stern vd., 2006, 2008).
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Cole vd. (2006), 45 giinliik yastaki hindilerde yiiriittiigli ¢aligmada, Paenibacillus
polymyxa NRRL-B-30509 ve Lactobacillus salivarius NRRL B-30514 tiirlerinden
elde ettikleri bakteriyosin B609 ve OR-7’nin sindirim sistemindeki Campylobacter
jejuni sayisini azalttigin tespit etmiglerdir.

Higgins vd. (2008), oral yolla Salmonella enteritidis bulastirilmis 1 giinliik yastaki
civcivlerin igme sularina katilan Lactobacillus igeren probiyotigin etkilerini
arastirmustir.  Calismada, 10° ve 10° kob/civciv probiyotik ilavesi yapilmis
gruplarda Salmonella enteritidis sayisinda azalma oldugu bildirilmistir.

Line vd. (2008), etlik piliglerde yaptig1 caligmalarin sonucunda, enterocin E-760 in
Campylobacter jejuni kolonizasyonunu azalttigini bildirmistir.

Grilli vd. (2009) tarafindan etlik piliglerde yapilan iki ¢aligmanin sonucunda,
Pediococcus pentosaceus FBB61 tarafindan iiretilen pediocin A’ nin, Clostridium
perfringens den kaynaklanan olumsuz etkileri ortadan kaldirmada etkili oldugunu
gozlemlemistir.

Tatsadjieu vd. (2009), ¢ig inek siitii, fermente edilmis inek siitl, sigir eti ve taze
tapiyoka ve toprak érneklerinden izole ettikleri 5 Lactobacillus tiiriiniin iirettikleri
bakteriyosinlerin, kanatlilar igin patojen olan Salmonella enterica ve Escherichia
coli iizerinde dnleyici etkilerinin oldugunu tespit etmistir.

Vila vd. (2009), yemlerine Bacillus cereus var. toyoi ilavesiyle birlikte Salmonella
enterica var. enteritidis bulastirllmis etlik pili¢lerin, sekum kolonizasyonunda
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica probiyotik ilavesiyle birlikte, etlik
piliglerin performansinda da iyilesme gozlendigine dikkat cekmislerdir.

Bakteriyosinlerle ilgili yapilmis bagka bir ¢alismada; etlik pilic yemlerine albusin
B (bakteriyosin) ilave edilmistir. Calismada, albusin B ilaveli grubun canli agirlig
ve canli agirlik artisi, kontrol grubuna gére daha yiiksek bulunurken, gruplar
arasinda yemden yararlanmada herhangi bir fark gézlenmemistir. Jejunum kript
derinligi albusin B ilaveli grupta daha yiiksek bulunmus, villus yiiksekliginde ise
herhangi bir fark gdzlenmemistir. ileumda ise albusin B ilaveli grubun villus
yiiksekligi daha yiiksek bulunmus, kript derinliginde herhangi bir fark
gozlenmemistir. Ayrica albusin B ilaveli grupta, kontrol grubuna gore diskidaki
Enterococcus ve Salmonella sayisinda azalma, Lactobacillus sayisinda artis
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oldugu saptanmustir. Clostridium ve Coliform sayilarinda ise, gruplar arasinda
herhangi bir fark gézlenmemistir (Wang vd., 2011).

Jothi vd. (2012), bir peynir tiirii olan kesikten izole ettikleri en iyi bakteriyosin
tireten Lactobacillus sp VJ 15 ve Lactobacillus sp VJ 32 tiirliniin; bazi1 patojenleri
(Staphylococcus aureus, Klebsiella sp, Pseudomonas sp, Escherichia coli, Proteus
sp, Bacillus sp ve Salmonella sp) onledigini ve tavuklarin canli agirlik ve canli
agirlik artiglarinda kontrol grubuna gore iyilesme oldugunu bildirmislerdir.

Yumurta tavuklarinda yapilan bir calismada, hayvanlarin rasyonlarina 0, 500,
1500, 2500 ve 3000 AU/kg bakteriyosin benzeri madde ilave edilmis ve 34 giinliik
denemenin sonunda yumurta lretimi, yumurta agirligi, yemden yararlanma gibi
performans verilerinde Onemli bir degisme gozlenmemistir. Yumurta
ozelliklerinde ise, sadece bakteriyosin benzeri madde ilaveli gruplarda yumurta
sar1 renginin dogrusal bir sekilde artig gosterdigi bildirilmistir (Guo vd., 2012).

Jozefiak vd. (2013), etlik piligler iizerinde yapmus olduklari ¢alismada, hayvanlara
nisin ilavesi ile birlikte Enterobacter sayisinda azalma gozlemlemistir. Ayrica
nisin iceren yemle beslenen hayvanlarin canli agirlik artiglari, yem tiiketimleri ve

yemden yararlanma oranlarinin daha iyi oldugunu saptamistir.

Etlik pili¢ yemlerine, Ruminococcus albus 7°den fiiretilen bakteriyosinin ilave
edildigi bir ¢alismada; canli agirlik artisi ve yemden yararlanma oranlarinda
kontrol grubuna gore herhangi bir fark gézlenmemisken, sekal Escherichia coli,
Clostridium ve Salmonella sayilarinda bakteriyosin ilavesiyle birlikte diisiis
gbzlenmistir. Ayrica bakteriyosin ilavesi, Lactobacillus sayisin1 da artirmustir
(Chenvd., 2013).

2.6. Organik Asitlerin Kanathlarda Kullaninm

Organik asitlerin kanatlilar {izerine etkilerinin incelendigi birgok ¢aligma
mevcuttur. Bu ¢alismalar kronolojik siraya gore agagida sunulmustur.

Organik asit karigimlarinin mikroorganizmalar {izerine etkilerini belirlemek
amaciyla, in vitro ve in vivo kosullarda yiiriitiilmiis ¢alismalarda, organik asit
karisimi ilavesinin - Camphylobacter jejuni ve Enterobacteriaceae sayisinda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Chaveerach vd., 2002; 2004).
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Van Immerseel vd. (2004), Salmonella enteritidis 76Sa88 inokiile edilmis
tavuklarin yemlerine, kapsiillenmis kisa zincirli organik asit (formik, asetik,
propiyonik ve biitirik asit) ilavesi yapmig ve 8 giin sonunda biitirik asitin sekal
Salmonella enteritidis 76Sa88 sayisini azalttigini tespit etmistir.

Yumurta tavugu yemlerine organik asit karigimi ilavesinin yumurta verimi,
yumurta kalitesi ve serum parametreleri iizerine etkilerinin arastirildigi bir
caligmada; organik asit ilavesinin yumurta verimini, orta ve ¢ok iri bilylikliikteki
yumurta sayisini ve yumurta kabugu kalinligi yanisira, serum kalsiyum, toplam
protein, albiimin ve globiilin miktarlarimi artirdig1 bildirilmistir. Ayrica organik
asit karigiminin ince ve kirik kabuk olusumunu azalttigi gézlenmistir (Soltan,
2008).

Al-Kassi ve Mohssen (2009), etlik pilic yemlerine formik asit, propiyonik asit,
formik+propiyonik asit ve ticari organik asit karigimi ilave etmistir. 42 giinliik
deneme siiresinin sonunda canli agirlik, canli agirlik artisi, yem tiiketimlerinin
biitiin organik asit ilaveli gruplarda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. En iyi
yemden yararlanma oran1 Biotronic ilaveli grupta gozlenmistir. Sindirim
sistemindeki mikroorganizma sayilarinda ise formik asit ilaveli grupta en disiik
toplam bakteri ve Coliform sayisi ile en yiiksek Lactobacillus sayisi gézlenmistir.

Fernandez-Rubio vd. (2009), 10° kob Salmonella enteritidis bulastirilan etlik
piliglere, biitirik asit bazli organik asit ilavesiyle Salmonella enteritidis sayisinda
onemli azalma sagladigini tespit etmistir.

Hassan vd. (2010), etlik pili¢ rasyonlarina % 0.06 Galliacid (kaplanmis fumarik
asit, kalsiyum format, kalsiyum propionat, potasyum sorbat ve hidrojene bitkisel
yag igeren ticari organik asit karigimi), % 0.1 Biacid (sitrik asit, kalsiyum format,
kalsiyum biitirat, kalsiyum laktat, esansiyel yaglar ve tatlandirict igeren ticari
organik asit karigimi) ve %0.02 Eneramycin (Streptomyces fungicidus tarafindan
iretilen polipeptid antibiyotik) ilavesinin hayvanlarin performans ve bagirsak
mikroorganizma gelisimi lizerine etkilerini incelemistir. Deneme sonunda en iyi
canlt agirlik, canli agirlik artisi, karkas agirligi, yem tiiketimi, yemden yararlanma
oraninin Galliacid tiiketen gruplarda gozlendigini bildirmistir. Ayrica Galliacid ve
Biacid tiiketen hayvanlarin; bagirsak Escherichia coli spp. ve Salmonella spp.
sayilarinda diger muamele gruplarma gore Onemli azalma oldugunu tespit

etmislerdir.
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Van Gerwe vd. (2010), Campylobacter jejuni bulastirilmis etlik piliglerin
rasyonlarina orta zincirli yag asiti ilavesi ile birlikte sekal ve fekal Campylobacter
jejuni sayisinda diisiis gozlendigini bildirmistir.

Yapilmis bir bagka etlik pili¢ ¢alismasinda; rasyonlarina % 2 ve 3 oranlarinda
bitirik asit, fumarik asit ve laktik asit ilavesinin besi performans: ve karkas
oOzellikleri tlizerine etkilerini incelemislerdir. Organik asit ilavesi ile en yiiksek
canli agirlik elde edildigi bildirilmistir. Gruplar arasinda yem tiiketimi bakimindan
herhangi bir fark gozlenmemistir. Ancak organik asit ilaveli gruplarda en iyi
yemden yararlanma oranlar1 tespit edilmistir. Karkas kriterlerinde ise, gruplar
arasinda taslik, kalp, karaciger agirligi ile but, incik, gogis, kalga ve boyun
agirliginda herhangi bir fark gozlenmemisken, organik asit ilavesiyle ince bagirsak
boyu ve agirliginda artig gézlendigi bildirilmistir (Adil vd., 2010, 2011).

Kopecky vd. (2012), etlik pili¢ rasyonlarina asetik ve sitrik asit ilavesinin,
performans ve karkas karakteristikleri iizerine herhangi bir etkisinin olmadigini
bildirmislerdir.

Yapilmis olan bir ¢alismada; 4 Lactobacillus ¢esidinin (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gallinarum ve Lactobacillus helveticus)
tirettikleri laktik asit miktarlar1 ve tiretilen laktik asitin C. jejuni tizerine etkileri in
vitro ortamda ve bu 4 ¢esit Lactobacillus’un in vivo ortamda etlik piliglerde C.
jejuni tizerine etkileri incelenmistir. Calismada, en yiiksek laktik asit tiretimini
Lactobacillus crispatus gostermis ve Lactobacillus crispatus tarafindan iretilen
laktik asitin C. jejuni sayisini azalttigi bildirilmistir. Ayrica, 4 Lactobacillus
cesidinin de sekum C. jejuni sayisim kontrol grubuna goére azalttigi saptanmistir
(Neal-McKinney vd., 2012).

Hamed ve Hassan (2013), Salmonella entertidis bulastirilmis Japon bildircinlarinin
icme sularma 3ml/l asetik asit ilave etmis ve bulagsmay1 izleyen 7, 21 ve 28.
giinlerde hayvanlarin sekal igeriklerinde mikroorganizma sayisini belirlemistir.
Deneme sonunda asetik asit ilavesi yapilan gruplarda Salmonella sayisinda 6nemli
bir diisiis gdzlenmistir.

Menconi vd. (2013), yapmus olduklart in vitro ve in vivo ¢alismalarda, organik asit
karisimmin Salmonella typhimurium iizerine etkilerini incelemislerdir. /n vitro
calismada, etlik pili¢c baglatma yemlerine Salmonella typhimurium bulastirilmis ve
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30 dakika ile 6 saat sonra organik asitin etkileri gozlemlenmistir. Deneme
sonunda, organik asit karisimi ilavesi ile Salmonella typhimurium sayisinda
onemli bir azalma oldugu saptanmustir. /n vivo ¢alismada ise etlik piliglere 2 x 10°
kob/ml Salmonella typhimurium bulastirilmig ve 24 saat sonunda organik asitin
etkilerini gbzlemlenmistir. Deneme sonunda organik asit ilavesinin sekum
Salmonella typhimurium sayisini azalttig bildirilmistir.

Ghasami vd. (2014), etlik pili¢ yemlerine organik asit karigimi ilavesinin
hayvanlarin performansi {izerine etkilerini incelemislerdir. 35 giinliik deneme
periyodunun sonunda organik asit karigimi ilavesinin, canli agirlik, canli agirlik
artisi ve yem tiketimi iizerine herhangi bir etkisi gozlenmezken, yemden

yararlanma orani {izerine pozitif etkisinin oldugu saptanmustir.

2.7. Yemlerin ve Gidalarin Korunmasinda Bakteriyosin ve Organik
Asitlerin Kullanim

Yemlere bulasmis patojen mikroorganizma iiremesinin 6énlenmesinde bakteriyosin
ve organik asitlerin kullanildig1 calisma sayisi olduk¢a yetersizdir. Bununla
birlikte, gidalarin korunmasinda bu katki maddeleri olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.

Murry vd. (2004), kanath yemlerinden elde ettikleri besi ortamina, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium ve Clostridium perfringens tiirii bakterileri
bulastirmuglar ve in vitro kosullarda Lactobacillus salivarius ile Lactobacillus
plantarum ilavesinin bu patojenler tizerine etkilerini incelemistir. Deneme sonunda
probiyotik ilavesi ile birlikte biitiin patojen bakterilerde azalma gdzlenmistir.

Molinos vd. (2005), Listeria monocytogenes CECT 4032 bulastirilmis yesil
kuskonmazin yikama suyuna enterocin AS-48 ile birlikte asetik, sitrik, propiyonik
ve laktik asit gibi organik asit ilavesinin Listeria sayisi {iizerine etkilerini
incelemistir. Tek bagina enterocin AS-48 ilavesinin Listeria monocytogenes CECT
4032 iizerinde herhangi bir etkisi gozlenmemistir. Ancak Enterocin AS-48 -
organik asit karigimi ile Listeria monocytogenes CECT 4032 sayisinda azalma
oldugu bildirilmistir.

Marcinakova vd. (2008), ot (Elytrigia repens) silaj1 ile yapmis oldugu ¢alismada,
silajlara bakteriyosin tireten Enterococcus faecium EF9296 tiirii bakteri ilavesinin,
105. giin sonunda Listeria sayisini diigiirdiigiinii bildirmistir.
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Bari vd. (2005), brokoli ve lahana ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda nisin + % 2
sodyum laktat ve nisin + % 0.02 fitik asit katilmasiyla Listeria monocytogenes
sayisinda kontrol ve tek bagina nisin ilavesi yapilmis gruba nazaran daha diisiik
degerler elde etmistir.

Yapilan diger bir ¢alisma sonucunda Wan Norhana vd., (2012), vakumla
paketlenmis karideslere nisin, EDTA ve organik asit kombinasyonu ilavesinin
Listeria monocytogenes sayist iizerine herhangi bir etkisinin olmadigini
bildirmistir.

Salmonella typhimurium bulastirilmis pelet yem, kolza kiispesi ve soya kiispesi
olmak tizere cesitli yem materyallerine formik asit ve formik/propiyonik asit
karisimi ilavesinin, Salmonella typhimurium {izerine etkileri incelenmistir.
Organik asit ilavesi ile biitiin yem materyallerindeki Salmonella sayisinda azalma
oldugu tespit edilmistir (Koyuncu vd., 2013).

Glass vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada % 0.3-0.4-0.5 s1vi sodyum propiyonat ve %
0.4 organik s1vi sodyum propiyonat+sodyum benzoat karisimi ilavesinin, 12 hafta
4 C° de ve 7 hafta 7 C° de tuzlanmus ve dilimlenmis hindi etinde Listeria
monocytogenes sayisinda 6nemli bir diisiis oldugunu bildirmistir.

Yiiriitiilen diger bir ¢calismada, Sansawat vd. (2013), 90 giin siiresince 4 C° 7 C°,
10 C° de depolanmis normal (%1.8) ve az (%1.0) tuzlanmis sosislere, ayni sekilde
Morey vd. (2014), 9 hafta siiresince 4 C° de depolanmis sosislere organik asit
ilavesinin, Listeria monocytogenes sayisini azalttigini tespit etmistir.

Zielinska vd. (2015), ii¢ bakteri tiriiniin (Lactobacillus plantarum K KKP/593/p,
Lactobacillus plantarum C KKP/788/p, Lactobacillus buchneri KKP 907p) ve bu
tirlerin karsimimin yonca silajina ilavesinin, silaj kalitesi ve glivenligine etkisini
arastirmigtir. Calismada, Lactobacillus inokulasyonu, yonca silajinda kiif ve maya
olusumu ile Salmonella spp., Escherichia coli, Coliform, Clostridium perfringens
ve Listeria spp. sayilarinin énemli bir diizeyde diismesini saglamistir.

Yiiriitiilen bu ¢alismada; bakteriyosin ve organik asit karisimi ilavelerinin ayri ayri
veya birlikte verilmesinin, Japon bildircinlarinin biiyiime performansi, ince
bagirsak mikrobiyolojisi ve histomorfolojisi ile birlikte, yemlere bulastirilan
Listeria monocytogenes’in tiremesi iizerine etkilerinin arastirtlmasi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Hayvan materyali olarak 600 adet bir giinliik yastaki erkek ve disi Japon bildircin
(Coturnix coturnix japonica) civeivi kullanilmigtir.

3.1.2. Yem Materyali

Karma yemlerde kullanilan hammaddeler ve katki maddeleri ticari firmalardan
alimms ve Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Deneme Ciftligindeki
yem tnitesinde hazirlanmistir. Arastirmada; kontrol, 150 mg/kg bakteriyosin, 300
mg/kg bakteriyosin, 3 g/kg organik asit karisimi, 150 mg/kg bakteriyosin + 3 g/kg
organik asit karisimi ve 300 mg/kg bakteriyosin + 3 g/kg organik asit karigimi
ilaveli 6 farkli bildircin yemi kullanilmistir. Tiim yemler, NRC (1994)’ te
bildirildigi gibi % 24 ham protein (HP) ve 2900 kcal’lkg ME igerecek sekilde,
izokalorik ve izonitrojenik olarak diizenlenmistir.

Aragtirmada organik asit karigimi olarak sorbik asit, formik asit, asetik asit, laktik
asit, propiyonik asit, sitrik asit, amonyum format, 1,2-propanediol, hindistan
cevizi/hurma ¢ekirdegi yag asiti damitma iiriini ve silikon dioksit karigimlarindan
olusan ticari bir tiriin kullanilmistir. Arastirmada bakteriyosin olarak ise ticari bir
firmadan alinan nisin kullanilmustir. Nisin, Stern vd. (2006)’nin belirttigi gibi
polivinilpirolidon (PVP) ile mikrokapsiillenmistir.

Denemede siiresince kullanilan rasyonlarin bilesimi Cizelge 3.1 de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan rasyonlarin bilesimleri

Hammaddeler Kontrol Bac Bac OA Bac 150  Bac 300

+ +
(%) 150 300 OA OA
Masir 47.9 47.9 47.9 47.7 47.7 47.7
Soya Kiispesi 45.5 45.5 45.5 455 45.485 45.47
Bitkisel Yag 3.7 3.7 3.7 3.6 3.6 3.6
Bakteriyosin - 0.015 0.03 - 0.015 0.03
Organik Asit - - - 0.3 0.3 0.3
Mermer Tozu 14 14 14 14 14 14
DCP 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65
Tuz 0.3 0.285 0.27 0.3 0.285 0.27
DL-Metiyonin 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Vitamin Karisim® 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Mineral Karisim® 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Kimyasal Analiz Sonuclari, %
Kuru Madde 87.55 87.77 8747  87.28 87.31 87.25
Ham Protein 23.97 2406 2383 23.95 24.09 23.86
Ham Seliiloz 4.26 4.16 4.19 4.19 4.21 4.23
Ham Yag 5.78 5.71 5.76 5.68 5.70 5.75
Ham Kiil 5.84 5.88 5.79 5.70 5.74 5.83
Kalsiyum* 0.87 0.87 0.87 0.87 0.87 0.87
Fosfor, Yararl.* 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Metiyonin* 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56
Lizin* 1.33 1.33 1.33 1.33 1.33 1.33
Metabolik Enerji, 2898 2891 2892 2882 2887 2884

kcal/kg*

! Vitamin 6n karisimi her 1 kg yemde; 15000 IU Vit. A, 3000 IU Vit. D, 50 mg Vit. E,
50mg Vit. K3, 3 mg Vit. By, 6 mg Vit. By, 5 mg Vit. Bg, 0.03 mg Vit. By,, 50 mg Vit. C, 25
mg Niasin, 12 mg Cal.D-Pantothenate, 0,075 mg D-Biotin, 1 mg Folik Asit igermektedir.

% Her 1 kg yemde mineral 6n karisimi; 80 mg Mn, 60 mg Fe, 60 mg Zn, 5 mg Cu, 1 mg |,
0.2 mg Co, 0.15 mg Se, 200 mg %60°1lik Kolin klorit igermektedir.

* Hesaplama ile bulunmustur.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneme Plam

Denemede kullanilan civcivler; her birinde 100 hayvan bulunan 6 gruba
ayrilmigtir. Her grup kendi igerisinde 20 civciv igeren 5 tekerriirden olugsmustur
(6x5x20).

Boélmelerine alman civcivlere, ilk iki saat % 5 sekerli su verilmistir. Ayni
zamanda, her gruba yemleri verilmis ve hayvanlarin tiikketimine sunulmustur.
Deneme siiresince hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verilmistir. Deneme 35

glin stirmiustiir.

3.2.2. Deneme Yemlerinin Besin Madde Iceriklerinin Belirlenmesi ve
Metabolik Enerji Degerlerinin Hesaplanmasi

Arastirmada kullanilan tim yemlerin kimyasal analizleri (KM, HP, HK, HY, HS,
Seker ve Nisasta) Adnan Menderes Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve Gida
Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, A.O.A.C. (1997)’ nin bildirdigi
metotlara gore yapilmistir. Karma yemlerin enerji degerleri, TSE tarafindan
oOnerilen asagidaki esitlikle hesaplanmustir (TSE, 1991).

ME kcal/kg = [(Ham Proteinx0.1551) + (Ham Yagx0.3431) + (Nisastax 0.1669) +
(Seker x0.1301) x 239]

3.2.3. Performans Verilerinin Belirlenmesi

Hayvanlarin haftalik canli agirlik tartimlar1 yapilmis, haftalik canli agirlik artiglart
hesaplanmustir.

Yem tiiketiminin saptanmasi i¢in her giin hayvanlara tiiketebileceklerinin % 10
fazlas1 kadar yem verilmis ve verilen yem miktarlarn kaydedilmistir. Haftalik
tartim gilinlerinde yemliklerde kalan yem miktar1 belirlenerek yem tiiketimleri
tespit edilmistir.

Yemden yararlanma oranlar1 ise gruplarin haftalik yem tiiketimlerinin haftalik

canli agirlik artigina boliinmesiyle hesaplanmustir.
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3.2.4. Mikrobiyolojik ve Histomorfolojik Analizler i¢cin Hayvanlardan Ornek
Alma

35 giinliik deneme siiresinin sonunda, her alt gruptan 3 erkek 3 disi bildircin olmak
tizere toplam 180 hayvan (6x5x6) sansa bagli olarak secilmistir. Se¢ilen hayvanlar
numaralandirilarak, canli agirlik tartimlart yapildiktan sonra kesilmistir. Kesilen
hayvanlarin sindirim organlart hemen c¢ikarilmig ve steril bir posete konularak
mikrobiyolojik ve histomorfolojik analizler igin mikrobiyoloji labaratuvarina
gotliriilmiistiir. Mikrobiyoloji ve histomorfoloji analizleri ig¢in 6rnekler es zamanh
olarak alinmis ve islem yapilmustir.

3.2.5. ince Bagirsak Histomorfolojisinin Belirlenmesi

Duodenum, jejunum ve ileumdan doku ornekleri alinarak % 10’luk tamponlu notr
formalinde fikse edilmistir. Fikse edilen ornekler, artan alkol konsantrasyonlari
(%70, %80, %90 ve %100) kullanilarak dehidrasyon isleminden gegirilmistir.
Dehidrasyon isleminden sonra oOrnekler ksilen ile seffaflastirma islemine tabi
tutulmustur.  Seffaflastirma isleminin sonunda, doku Ornekleri parafinde
bloklanarak kesit almaya hazir hale getirilmistir. Hazirlanan her bloktan 100 um
arayla 5 pm kalinh@inda seri olarak 3 kesit alinarak lamlara yerlestirilmistir.
Lamlara yerlestirilen bagirsak ornekleri hematoksilen-eozin boyama metoduyla
boyanmistir (Uni vd., 1998; 1999; 2001; 2003).

Herbir hayvana ait duodenum, jejunum ve ileumdan alinan 6rnekler villus boyu,
villus ¢apt ve kript derinligi goriintii analiz sistemi kullanilarak belirlenmistir.
Villus yiiksekligi, villusun u¢ kismindan villus-kript birlesim yerine kadar
olgtilerek; villus genisligi ise Villusun orta bdlgesinden Olgiilerek belirlenmistir
(Thompson ve Applegate, 2006). Kript derinligi ise bitisik villuslar arasindaki
derinligin dlgiilmesi ile belirlenmistir (Awad vd., 2009). incelenen kesitlerin
gerekli goriilen bolgelerinden Olympus DP72 kamera ile fotograflar g¢ekilerek
kameranin kendi yazilimi ile gerekli 6lgtimler alinmistir. Sekil 3.1 de ince bagirsak

histomorfolojik 6l¢timlerinin gosterimi verilmistir.



V1: Villus yiiksekligi; V2: Villus genisligi; C: Kript derinligi

Sekil 3.1. Ince bagirsak histomorfolojik dlgiimlerinin gdsterimi (Tufan vd., 2015)
3.2.6. Ince Bagirsak Mikrobiyolojisinin Belirlenmesi

3.2.6.1. Besi ortamlarimin hazirlanmasi

Caligmada besi ortami olarak, toplam mikroorganizma sayisinin belirlenmesi
amaciyla Plate Count Agar, Koliformlarin belirlenmesi igin Chromocult Coliform
Agar ve Lactobacilluslarin belirlenmesi igin ise Rogosa Agar kullanilmigtir. Besi
yerleri, Erkmen (2011) tarafindan belirtilen yontemlere gore hazirlanmistir (Sekil
3.2).

Sekil 3.2. Besi yerlerinin hazirlanmasi ve petrilere dokiilmesi
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3.2.6.2. ince bagirsak iceriginin alinmasi

Kesilen hayvanlardan alinan ince bagirsak ornekleri, steril nester ile uzunluguna
kesilerek icerik steril 6ze yardimiyla alinmis ve hassas terazide 5 mg tartilarak
vida kapakli cam tiiplere konulmustur.

3.2.6.3. Mikrobiyolojik analiz yontemi

Cam tiiplere alinan ince bagirsak igerikleri serum fizyolojik ilave edilerek 1:9
orani ile 10™-10°° arasinda seyreltmeleri yapilmustir. Seyreltmeleri yapilan drnekler
karistiricida yaklagik 1 dakika kadar homojen sekilde karistirilmis ve her tiipten
5’er ul alimarak Plate Count agar, Coliform agar ve Rogosa agar iceren petrilere 3
paralel olacak sekilde ekimler yapilmustir. Ekim yapilan petriler 37 °C ye
ayarlanmis etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda,
Plate Count agarda iireyen koloniler sayilarak toplam mikroorganizma sayist,
Coliform agarda tireyen koloniler sayilarak Coliform sayisi ve Rogosa agarda
tireyen koloniler sayilarak Lactobacillus sayisi elde edilmistir. Elde edilen bu
veriler baslangigta yapilan sulandirma oranlari ile garpilarak gram basina diisen
bakteri sayilart hesaplanmistir.

3.2.7. Deneme Yemlerinde Mikroorganizma Gelisiminin Belirlenmesi
3.2.7.1. Yem orneklerine Listeria monocytogenes Kiiltiirii bulastirilmasi

Oda sicakliginda muhafaza edilen her bir gruba ait yem orneklerinden 150 g
tartilarak steril torbalara konmustur. Listeria monocytogenes kiiltiirii, yem
orneklerine steril spreyler ile 50’ser ml spreylenmis ve steril spatulayla yemler
karistirilarak bakteri kiiltiiriiniin homojen olarak karismasi saglanmistir.

3.2.7.2. Yem orneklerinin besi ortamina ekilmesi

Listeria monocytogenes kiiltiirii  bulastirlmis  yemlerin, 107-10° arasinda
seyreltmeleri yapilmustir. Seyreltmeleri yapilan orneklerden 10’ar pl alinarak,
Listeria monocytogenes sayisini belirlemek amactyla PALCAM Listeria selective
(Merck, Darmstadt, Germany) supplement ile karigtirilan PALCAM Listeria agara
(Merck, Darmstadt, Germany) 3 paralel olacak sekilde ekilmis ve 37 °C de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra iireyen koloniler sayilmus

ve sulandirma oranlart ile ¢arpilarak her bir gram yem Ornegindeki Listeria
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monocytogenes sayisi belirlenmistir. 48 saat sonunda olusan koloniler 0. giin
olarak kayit edilmis ve bu islemler 7, 15, 21 ve 28. giinlerde tekrar edilerek bu
giinlerdeki koloni sayilarn tespit edilmistir. Mikrobiyolojik analiz siiresince
Listeria monocytogenes bulastirilmis deneme yemleri oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

3.2.8. istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen veriler SAS 8 paket programi kullanilarak GLM (General
Linear Model) prosediiriine gore ANOVA (Analysis of Variance) ile test edilmistir
(SAS, 1999). Ortalamalar arasindaki farklar ise LSD ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak belirlenmistir. Ortalamalar arasindaki istatistiksel farklar, p<0.05
seviyesi esas aliarak belirlenmistir.

Ince bagirsak ve yem orneklerindeki mikroorganizma sayilari normal dagilis
gostermedigi i¢in istatistiksel analiz yapilmadan 6nce gruplara ait mikroorganizma
say1lar1 logy, tabanina gore transformasyona tabi tutulmustur. Bu veriler arasindaki
farklar LSD ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak belirlenmistir.



42

4. BULGULAR

Bildircin karma yemlerine karistirilan 150 ve 300 mg/kg bakteriyosin, 3 g/kg
organik asit karigimi ile organik asit karigimi-bakteriyosin karigimlarinin besi
performansi, ince bagirsak histomorfolojisi ve mikrobiyolojisi ve yemlerdeki
Listeria monocytogenes iiremesi {iizerine etkilerine iliskin sonuglar asagida

verilmistir,
4.1. Canh Agirhk

Bakteriyosin, organik asit karigimi ve bakteriyosin+organik asit karsimlarinin
bildircinlarin canli agirligi lizerine etkileri Cizelge 4.1.1°de, grafiksel olarak ise
Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Bakteriyosin ve organik asitin bildircinlarin canli agirliklar™ iizerine
etkileri (g/hayvan)

Gruplar Dg‘:;e 1 Hafta | 2 Hafta | 3.Hafta | 4. Hafta | 5. Hafta
Kontrol 8.04:0.04 | 229:15 | 63172 | 1025060 | 138.705.1 | 169.5:6.0
Bacl50 8.03:0.05 | 23520 | 63.3:2.2 | 1025:8.3 | 1392613 | 171.0472
Bac300 8.04:0.02 | 236426 | 635:1.3 | 102.7:3.8 | 139.154.3 | 170.4:3.6
OA 8.03:0.04 | 239123 | 638195 | 1025:53 | 139.1334 | 170.4:6.4
Bacl50 + OA | 8.03£0.02 | 23.2£0.9 | 635:2.3 | 102.142.3 | 138.841.6 | 170.263.7
Bac300 + OA | 8.04£0.03 | 23.12.6 | 64.0£1.9 | 103.743.7 | 141.3:33 | 1716£48

P Degeri 0.634 0.475 0.821 0.687 0.304 0.573

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin, OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

* Ortalama + standart sapma.

B Kontrol EBacl50 EiBac300 HOA [EBacl50+0A EBac300+0A
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Deneme Sonu

Sekil 4.1. Gruplarm haftalik canli agirlik degisimleri
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Cizelge 4.1 incelendiginde, canli agirlik ortalamalar1 bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak herhangi bir fark gozlenmedigi tespit edilmistir (P>0.05).
Ancak sayisal olarak, deneme gruplart kontrol grubuna goére daha yiiksek

bulunmustur. Deneme siiresince sayisal olarak en yiiksek canli agirhig
Bac300+OA grubu gostermistir.

4.2. Canh Agirhik Artisi

Haftalik canli agirlik tartimlar1 sonucunda belirlenen gruplara ait canli agirlik

artislar1 Cizelge 4.2°de, 0-5 haftalik canli agirhik artiglarina iliskin sonuglari ise
Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Bakteriyosin ve organik asitin bildircinlarin canli agirlik artiglart™
tizerine etkileri (g/hayvan/giin)

Gruplar 0-1 Hafta | 1-2 Hafta | 2-3 Hafta | 3-4 Hafta | 4-5Hafta | 0-5 Hafta

Kontrol 14.8+1.6 40.3+7.8 39.4+4.2 36.2+2.7 30.8+1.7 161.445.9
Bac150 15.442,0 39.9+1.6 39.2+9.0 36.7+9.0 31.8+7.6 | 163.0+7.3
Bac300 15.6+2.6 30.8+2.8 39.2+3.7 36.5+2.2 31.3+2.2 162.4+3.6
OA 15.94+2.3 39.9+8.8 38.7+7.2 36.6+3.4 31.3+4.1 162.4+6.4

Bac150 + OA | 15.1+0.9 40.4+2.3 38.6+3.6 36.7+2.7 31.4+3.1 | 162.2+3.7
Bac300 + OA | 15.1+25 40.9+3.3 39.7+4.2 37.6+1.6 30.3+0.7 | 163.6+3.1
P Degeri 0.472 0.789 0.790 0.652 0.605 0.573

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin, OA: 3g/kg organik asit karigimu;

Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

* Ortalama + standart sapma.
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Eontrol Bacl3s0 Bac300 04 Bacl30+04 Bac301+04A

Sekil 4.2. Gruplara ait 0-5 haftalik canli agirlik artis1 degisimleri
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Cizelge 4.2’de goriildiigli gibi deneme siiresince gruplar arasinda haftalik canli
agirlik artislarinda istatistiksel bir fark goériilmemistir (P>0.05). Ancak, sayisal
olarak bakteriyosin ve organik asit ilaveli yemlerle beslenen gruplar, kontrol

grubuna gore daha yiiksek canli agirlik artig1 gostermiglerdir.

4.3. Yem Tiiketimleri

Bildircinlarin deneme siiresince haftalik tartimlarla belirlenen gruplara ait haftalik

yem tiiketimleri Cizelge 4.3’de, 0-5 haftalik doneme iliskin degisimleri ise Sekil

4.3.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Bakteriyosin ve organik asitin bildircinlarin yem tiiketimleri* {izerine
etkileri (g/hayvan/giin)

Gruplar 0-1 Hafta | 1-2 Hafta | 2-3 Hafta | 3-4 Hafta 4-5 Hafta 0-5 Hafta
Kontrol 20.0+2.9 58.0+0.7 | 123.1+1.1 | 135.3+11.7 | 146.8+18.0 | 483.3+20.7
Bac150 20.2+2.8 58.7+1.9 | 125.1+3.4 | 135.6+17.0 | 145.3+19.7 | 481.8+17.6
Bac300 20.0+3.7 58.9+1.7 | 123.7+3.0 | 131.3+22.7 145.2426.5 | 479.1+17.2
OA 19.9+1.9 58.5+1.5 | 123.6+4.0 | 128.4+30.6 | 145.2+13.1 | 475.5+26.5
Bacl50 + OA | 19.7+14 57.9+0.7 | 124.1+4.4 | 130.2+19.4 | 146.1£19.5 | 478.1+29.2
Bac300 + OA | 18.6£1.7 57.6x1.4 | 123.3+2.8 | 129.0+4.1 144.5+8.3 472.9x13.7

P Degeri 0.400 0.190 0.420 0.624 0.860 0.508

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin, OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karigimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

*Ortalama + standart sapma.
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Gruplara ait haftalik yem tiiketimi degerleri arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir fark tespit edilemezken (P>0.05); Ozellikle organik asit ve
bakteriyosin+organik asit karigimlari ile beslenen gruplarin kontrol grubuna gore
yem tiiketimlerinde sayisal olarak bir azalma gozlenmistir.

4.4. Yemden Yararlanma Orani

Bildircin yemlerine karigtirilan bakteriyosin ve organik asit karigiminin, gruplarin
haftalik yemden yararlanma oranlari iizerine etkisi Cizelge 4.4’de, 0-5 haftalik
doéneme iligskin yemden yararlanma oranlarina etkisinin grafiksel ifadesi ise Sekil
4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Bakteriyosin ve organik asitin bildircinlarin yemden yararlanma*
oranlari tizerine etkileri (g/Q)

Gruplar 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta | 0-5 Hafta
Kontrol 1.36+0.25 | 1.48+0.28 | 3.15+0.32 | 3.75+0.33 | 4.76+0.39 | 2.99+0.11
Bac150 1.3240.22 | 1.48+0.78 | 3.36+0.96 | 3.76+0.92 | 4.68+0.63 | 2.96+0.13
Bac300 1.30+0.27 | 1.48+0.12 | 3.18+0,34 | 3.62+0.68 | 4.67+1.02 | 2.9540.10
OA 1.2840.23 | 1.54+0.43 | 3.28+0.54 | 3.53+0.91 | 4.69+0.61 | 2.934+0.18

Bac150 + OA | 1.31+0.13 | 1.44+0.78 | 3.23+0.28 | 3.55+0.48 | 4.70+0.82 | 2.95+0.19
Bac300 + OA | 1.26+0.24 | 1.41+0.97 | 3.13+0.29 | 3.43+0.21 | 4.76+£0.23 | 2.89+0.97
P Degeri 0.546 0.430 0.539 0.486 0.853 0.319

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin, OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

*Qrtalama + standart sapma.
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Sekil 4.4. Gruplara ait 0-5 haftalik yemden yararlanma orani degisimleri
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Gruplarin yemden yararlanma oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmamustir  (P>0.05). Ancak, 0-5 haftalik tiim deneme doneminde,
bakteriyosin, organik asit karisimli ve bakteriyosin+organik asit karigimli yemlerle
beslenen gruplarin, kontrol grubuna gore sayisal olarak daha iyi yemden
yararlanma degerlerine sahip olduklar1 gorilmistiir.

4.5. Ince Bagirsak Histomorfolojisi

Farkli bakteriyosin seviyeleri, organik asit karisimi ve bakteriyosin+organik asit
karigimi igeren yemlerle beslenen erkek ve disi bildircinlarin bagirsaklarindan
alman duodenum, jejunum ve ileum O&rneklerinin histomorfolojik sonuglari
strastyla Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7°de verilmistir.

Gruplarin duodenum histomorfolojisi verileri incelendiginde; villus uzunlugu
bakimindan, ne erkek ne de disiler agisindan gruplar arasinda istatistiksel bir fark
tespit edilememistir (P>0.05).

Duodenum villus genisliginde, gruplardaki disi bildircinlar arasinda istatistiksel bir
fark gozlenmezken, erkek bildircinlarin villus genislikleri arasindaki fark 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Muamele gruplarindaki erkek bildircinlarin duodenum
villus genisliklerinin, kontrol grubundan daha yiiksek oldugu saptanmistir
(P<0.05). Fakat muamele gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli

bulunmamustir.

Erkek bildircinlarin duodenum kript derinlikleri bakimindan en yiiksek deger
Bac300+OA grubunda, en diisilk deger ise kontrol grubunda goézlenmistir
(P<0.05). Disi hayvanlarda ise en yiiksek degerler Bac300+OA ve Bacl150+OA
grubunda gozlenmis, en diigik degerler sirasiyla kontrol, Bacl50 ve OA
gruplarinda tespit edilmistir (P<0.05).

Bildircinlarin jejunumlarma iliskin 6zellikler incelendiginde; erkek bildricinlarda
Villus uzunluklart bakimindan, kontrol ve Bac300+OA grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (P<0.05), diger muamele gruplari arasinda
onemli bir farkin olmadig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda en yiiksek jejunum villus
uzunlugu degeri Bac300+OA grubunda, en diisiik deger ise kontrol grubunda
tespit edilmistir (P<0.05). Disi bildircinlarda ise erkek hayvanlara benzer sekilde,
en yiiksek jejunum villus uzunlugu degeri Bac300+OA grubunda, en diisiik
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uzunluk degeri kontrol, Bac150, Bac300 ve organik asit gruplarinda gozlenmistir.
Ancak, bakteriyosint+organik asit karisimli yemleri tiiketen gruplarin villus
uzunluklarinin diger gruplardan istatistiksel olarak daha fazla oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Ayn1 sekilde, bakteriyosin-organik asit karisimli gruplarda, bakteriyosin
diizeyinin artisina bagl olarak villus uzunlugunun arttigi ve istatistiksel olarak
6nemli (P<0.05) oldugu goriilmiistiir.

Erkek bildircinlarin jejunum villus genislikleri bakimindan, en yiiksek deger
Bac300+OA grubunda, en diisik deger ise kontrol ve Bacl50 grubunda
gbzlenmistir (P<0.05). Aym zamanda, Bac300, OA ve Bacl50+OA gruplar
arasindaki farklarin istatistiksel olarak onemli olmadigi ve bakteriyosin+organik
asit karisimi igeren gruplar arasinda ise istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugu
goriilmiigtiir. Disi hayvanlarda ise en yiiksek villus genigligi degeri Bac300+OA
ve Bac150+OA grubunda gozlenmekle birlikte, en diistik villus genisligi degerleri
kontrol, Bac150 ve OA gruplarinda belirlenmistir (P<0.05).

Jejunum kript derinligi incelendiginde; gruplardaki hem erkek hem de disi
hayvanlarda jejunum kript derinlikleri en fazla Bac300+OA grubunda, en diisiik
degerler ise kontrol grubunda belirlenmistir (P<0.05).

Bildircinlarin - ileum  verileri incelendiginde; villus uzunlugu bakimindan
Bac300+OA ve Bacl50+0OA grubunda erkek hayvanlarin villus uzunlugunun,
diger gruplara gore daha fazla oldugu, kontrol grubunun ise en kisa villus
uzunluguna sahip oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Disi hayvanlarda ise, Bac300+OA
grubunun en uzun villusa, kontrol grubunun ise en kisa villusa sahip oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). Muamele gruplari arasinda ise, erkeklerde Bac150, Bac300 ve
OA gruplarinin villus uzunluklart ile digilerde Bac300, OA ve Bacl50+OA

gruplarinin villus uzunluklar1 birbirine yakin degerler gostermistir.

Erkek bildircinlarda en fazla ileum villus genisligi, Bac300+OA ve Bac150+OA
gruplarinda iken (P<0.05), en diisiik villus genisligi kontrol, Bac150, Bac300 ve
organik asit karisimli yemleri tiikketen gruplarda tespit edilmistir. Disilerde ise en
fazla villus genisligi degeri sadece Bac300+OA grubunda goézlenirken (P<0.05),
en diisiik villus genisligi degeri kontrol grubunda belirlenmistir (P<0.05). Ote
yandan, kontrol ve Bac300+OA gruplar1 harig, diger gruplar arasinda villus
genislik degerleri bakimindan fark goriilmemistir.
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Erkek ve disi bildircinlarda en fazla ileum kript derinligi Bac300+OA grubunda,
en az kript derinligi ise kontrol grubunda goriilmistiir (P<0.05). Bakteriyosin ve
organik asit ilavesinin birlikte kullamildigi gruplarda, kript derinliginin diger
gruplardan daha fazla oldugu gozlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.5. Bakteriyosin ve organik asitin duodenum histomorfolojisine* etkileri

(um)
Duodenum

Gruplar Cinsiyet Uzvu'lll'l‘f:g . Villus Genislizi | Kript Derinligi
Kontrol 638.1+31.8 140.9+3.9P 61.7£4.9°
Bac150 657.5+36.2 143.5+3.5° 64.6+2.4°
Bac300 649.4+:28.3 143.7+3.6% 65.1+2.9
OA Erkek 655.5£31.9 144.8+3.9 64.9+2 .6
Bac150 + OA 657.4+14.3 144242 9 64.5+2.2P
Bac300 + OA 653.9+£17.1 144.942.72 67.8+3.4%

P Degeri 0.384 0.022 0.001
Kontrol 642.9+35.1 142.2+4.2 61.7+4.3°
Bac150 633.5+33.9 142.142.4 63.7+2.6"
Bac300 649.8+37.2 142.143.6 64.6£2.7°
OA Disi 642.9437.5 142.343.2 63.7+2.2%
Bac150 + OA 644.9+14.6 143.343.2 65.8£3.2®
Bac300 + OA 650.2+11.5 1442433 66.7+2.0°

P Degeri 0.697 0.390 0.001

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin; OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karigimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

a-c: Aym siitundaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05)

* Ortalama =+ standart sapma.
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Cizelge 4.6. Bakteriyosin ve organik asitin jejunum histomorfolojisine* etkileri (um)

Jejunum

Gruplar Cinsiyet U;/J:ll:lséu Villus Genisligi | Kript Derinligi
Kontrol 374.3+18.3° 77.424.1° 47542 3°
Bac150 377.6£14.5® 78.5+2.8% 52.0+£2.5¢
Bac300 381.2+14.7%® 80.7+2.6™ 55.242.6%
OA Erkek 380.6+8.8% 80.9+3.9% 55.642.5°
Bac150 + OA 385.7+13.8%® 81.6+3.8" 58.4+2.3P
Bac300 + OA 393.4+11.9° 84 .4+2 .82 64.3+2.32

P Degeri 0.027 0.001 0.001
Kontrol 372.4+18.4° 77.1+£2.6° 47.0+£2.1°
Bac150 375.4+£14.4° 78.8+4.3° 51.7+1.7°
Bac300 379.8£10.2° 81.1+3.4° 54.242.6°
OA Disi 378.749.9° 79.243.6™ 54.942.7°
Bac150 + OA 383.6+10.9° 81.4+3.1% 57.7+£2.5"
Bac300 + OA 388.3423.9° 83.2+2.8° 63.742.4°

P Degeri 0.001 0.001 0.001

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin; OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0OA: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karigimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigima.

a-e: Ayni siitundaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05)

* Ortalama =+ standart sapma.

Cizelge 4.7. Bakteriyosin ve organik asitin ileum histomorfolojisine* etkileri (um)

lleum

Gruplar Cinsiyet UZVuIIIlIll:Ingu Villus Genisligi | Kript Derinligi
Kontrol 327.7+11.4° 81.5+3.0° 62.3+2.9°
Bac150 333.446.8° 82.4+2.7® 63.5+2.4°
Bac300 337.2+5.2% 83.6£2.1% 64.142.7°
OA Erkek 337.6+6.8 82.6+2.9% 63.8+3.0°
Bac150 + OA 340.3+4.0% 84.6+2.1° 66.3+2.5°
Bac300 + OA 34424717 85.8+2.5°% 72.4+3.3%

P Degeri 0.001 0.017 0.001
Kontrol 326.9+8.6° 81.2+42.7° 61.9+3.7°
Bac150 332.6+7.4° 81.9+3.5® 62.442 8™
Bac300 336.6+8.2™ 82.3+2.0® 63.542.7™
OA Disi 337.8+3.9% 81.6£2.9% 62.7+2.5°
Bac150 + OA 339.6%5.8" 83.842.6% 65.6£2.3°
Bac300 + OA 345.0+7.3° 84.3+2 42 70.1£3.6

P Degeri 0.001 0.040 0.001

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin; OA: 3g/kg organik asit karigimu;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+0OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

a-d: Aym siitundaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05)* Ortalama + standart sapma.
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DUODENUM
Erkek Disi Erkek Disi

Kontrol

BAC150 BAC150+0OA

BAC300+OA

Sekil 4.5. Deneme gruplarina ait duodenum villus goriintiileri



JEJUNUM
Erkek Disi Erkek Disi

Kontrol
BAC150 BAC150+0OA
BAC300 BAC300+0OA

Sekil 4.6. Deneme gruplarma ait jejunum villus goriintiileri

[S)]
[y
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Erkek Disi

Kontrol

BAC150

BAC300

Sekil 4.7. Deneme gruplarina ait ileum villus goriintiileri

iLEUM

OA

AC150+0A

AC300+0A

Erkek

Disi
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4.6. Ince Bagirsak Mikrobiyolojisi

Erkek ve disi bildircinlarin ince bagirsaklarindan alinan igeriklerde yapilan
mikrobiyolojik analizlere iligkin degerlendirme sonuglari Cizelge 4.8’de
verilirken, grafiksel olarak Sekil 4.8’de ve Sekil 4.9’de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Bakteriyosin ve organik asitin bildircinlarin ince bagirsak
mikrobiyolojisi* tizerine etkileri (logyo kob/g)

Gruplar Cinsiyet Mikl:lc—)cc)ﬁlgzrgizma Coliform Lactobacillus
Kontrol 2.19+0.60 1.28+0.72° 1.70£0.70
Bac150 2.41+£1.03 1.33+0.63° 1.56+0.91
Bac300 2.524+0.93 1.97+0.59° 2.04+1.19
OA Erkek 2.51+0.48 2.07+0.822 1.76+1.02
Bac150 + OA 2.08+1.25 1.44+1.04%® 2.06+0.95
Bac300 + OA 2.50+0.63 1.28+0.52° 1.30+0.61

P Degeri 0.658 0.022 0.408
Kontrol 2.21+0.62% 0.92+0.58 2.13+0.67
Bac150 2.56+0.83% 1.45+0.87 1.81£1.10
Bac300 1.94+0.63° 1.41+0.56 1.37+1.23
OA Disi 2.34+0.74™ 1.51+0.57 1.85+1.01
Bac150 + OA 2.17+1.29" 0.98+0.64 1.70+0.81
Bac300 + OA 3.05+0.61% 1.21+0.75 2.03+0.98

P Degeri 0.012 0.301 0.627

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin; OA: 3g/kg organik asit karigimi;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

a-b: Aym siitundaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05)

* Ortalama =+ standart sapma.

35 ginlik deneme periyodunun sonunda, erkek hayvanlarin toplam
mikroorganizma sayilart bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir fark tespit edilmemis, disi hayvanlarin toplam mikroorganizma sayilari
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark tespit edilmistir
(P<0.05). Disi hayvanlarda en yiiksek toplam mikroorganizma sayisi1 Bac300+0OA
grubunda, en diisiik toplam mikroorganizma sayis1 Bac300 grubunda gozlenmistir.
Kontrol, Bac300, OA ve Bac150+OA gruplari arasinda toplam mikroorganizma
sayilar1 bakimindan bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4.8. Erkek hayvanlara ait ince bagirsak mikrobiyolojisi degisimleri
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Sekil 4.9. Disi hayvanlara ait ince bagirsak mikrobiyolojisi degisimleri

Ince bagirsak Coliform sayilar1 bakimindan, erkek hayvanlarda gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Disi hayvanlarda gruplar
arasinda herhangi bir fark tespit edilememistir. Erkeklerde en yiiksek Coliform
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say1st OA ve Bac300 grubunda gézlenmisken, en diisitk Coliform sayisi kontrol ve
Bac300+0A grubunda tespit edilmistir.

Disi ve erkek hayvanlarin ince bagirsaklarindaki Lactobacillus sayilarinda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilememistir.

4.7. Deneme Yemlerindeki Mikroorganizma Gelisimi

Laboratuvar kosullarinda Listeria monocytogenes bulastirilmig bildircin karma
yem numunelerinden 0,7, 15, 21 ve 28. giinlerde tespit edilen Listeria
monocytogenes sayilart Cizelge 4.9’de grafik olarak gosterimi ise Sekil 4.9°de

verilmistir.

Cizelge 4.9. Bakteriyosin ve organik asitin deneme yemlerindeki Listeria
monocytogenes sayisi tizerine™ etkileri (1og;o kob/g)

Listeria monocytogenes (log,, kob/g)

Gruplar Olciimler
0. Giin 7. Giin 15. Giin 21. Giin 28. Giin

Kontrol 0.81+0.05 2.45+0.08° 2.78+0.02% 3.03+0.03? 3.67+0.14%
Bac150 0.77+0.10 1.35+0.04° 1.42+0.08° 1.59+0.02° 1.34+0.03%
Bac300 0.69+0.13 1.17+0.08° 1.21+0.09° 1.44+0.09% 1.27+0.27°
OA 0.74+0.06 1.26+0.25P 1.09+0.13%® 1.54+0.13° 1.63+0.12°
Bacl50 + OA | 0.70+0.02 1.11+0.05° 1.02+0.03% 1.33+0.35™ 1.33+0.01%
Bac300 + OA | 0.65+0.07 1.10+0.03" 0.87+0.04¢ 1.09+0.07° 1.31+0.08™

P Degeri 0.429 0.001 0.001 0.001 0.001

Bac150: 150mg/kg nisin; Bac300: 300mg/kg nisin; OA: 3g/kg organik asit karigim;
Bac150+0A: 150mg/kg nisin + 3g/kg organik asit karisimi; Bac300+OA: 300mg/kg nisin
+ 3g/kg organik asit karigimi.

a-e: Ayni siitundaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05)

* Ortalama =+ standart sapma.

Yemlerdeki Listeria monocytogenes sayisi, 0. giinde gruplar arasinda herhangi bir

farklilik géstermemistir.

Denemenin 7. giiniinde yapilan sayimda ise gruplar arasindaki fark Onemli
bulunmustur (P<0.05). Kontrol yemindeki Listeria monocytogenes sayisinin, diger
yem gruplarindaki Listeria monocytogenes sayisindan daha fazla oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). Kontrol yemi harig, diger yem gruplar1 arasinda istatistiksel
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olarak herhangi bir fark gozlenmemekle birlikte, sayisal olarak en diisiik deger
Bac300+0A grubunda tespit edilmistir.

4
3,75
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3 e
275 e —e— Kontrol
2.5 —
2,25 -
2 —#&— Bac 300
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. glin 15 giin 21. giin 28. glin

Sekil 4.10. Deneme yemlerine ait Listeria monocytogenes sayisi degisimleri

Laboratuvar ¢aligmasinin 15. giiniinde; kontrol yemine gore, bakteriyosin, organik
asit karigimi ve bakteriyosin+organik asit karigimlari iceren yemlerde, Listeria
monocytogenes sayist azalmustir (P<0.05). Caligmanin bu periyodunda gruplar
arasinda en disiik Listeria monocytogenes sayisi Bac300+OA grubunda

gozlenmistir.

21. giin ekiminde, yemlerdeki Listeria monocytogenes sayilari arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0.05). Gruplar arasinda kontrol grubunun en yiiksek
degere sahip oldugu goézlenmistir. Bu donemde en diisiik degerler Bac300+OA
grubundan elde edilmekle birlikte, Bac300+OA, Bac150+OA ve Bac300 gruplari
arasinda istatistiksel bir fark gozlenmemistir. Dolayisiyla, organik asit karigiml
bakteriyosin seviyelerinin Listeria monocytogenes iizerinde daha etkili oldugu
ifade edilebilir (P<0.05).

Laboratuar ¢alismasinin 28. giiniinde de, en yiiksek Listeria monocytogenes sayisi
kontrol grubunda gozlenmis, diger gruplardaki Listeria monocytogenes sayilari
kontrol grubundan daha diisiik bulunmustur (P<0.05). Katki maddesi ilavesi
yapilmis gruplar incelendiginde ise, yemlerdeki 150 ve 300 mg/kg bakteriyosin
katkilar1 ile Bacl50+OA ve Bac300+OA katkilarimin Listeria monocytogenes
iizerine baskilayici etkilerinin, yalniz organik asit karistmina gore daha fazla

oldugu soylenebilir.
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5. TARTISMA

5.1. Performans Verileri

Bakteriyosin, organik asit karisimi ve bakteriyosin+organik asit karisimlarindan
olugsan katkilarin bildircinlar iizerindeki etkilerinin incelendigi bu c¢alismada;
gruplardaki hayvanlarin canli agirlik, canli agirlik artisi, yem tiiketimi ve yemden
yararlanma oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir.
Denemeye ait 6liim oranlar1 verilmemis olmakla beraber, Bac150 grubunda % 2,
diger deneme gruplari igin ise % 1 olarak tespit edilmistir. Bakteriyosinlerle ilgili
onceki caligmalarin birgogunun, patojen mikroorganizmalar iizerine in vitro
kosullarda antimikrobiyal etkilerini arastirmaya yonelik oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, kanatli yemlerine direkt olarak karistirilarak hayvanlarin
performans: ve bagirsak mikroflorasi tizerine etkilerini arastirmaya yonelik olan
caligmalar ise oldukg¢a smurhidir. Etlik piligler ile iliskili 6nceki bir ¢alismada;
yemlere 2.5 mg/kg albusin B ilavesinin, hayvanlarin performans verileri tizerine
bir etkisinin olmadigi bildirilmistir (Chen vd., 2013). Bu ¢alismaya benzer bir
sonucu, Jozefiak vd. (2011 ve 2012) calismalarinda bildirmistir. Bu ¢alismalarda
etlik pili¢ yemlerine sivi ve liyofilize divercin AS7 ilavesinin performans verileri
bakimindan bir etkisinin olmadigi ortaya konmustur. Bu sonuglarla, yiiriittigiimiiz

calismanin bulgulart benzerlik gostermektedir.

Ogunbanwo vd. (2004) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, 4x10” kob Escherichia
coli bulastirilmis 3 haftalik yastaki etlik pili¢lerin igme suyuna Lactobacillus
plantarum F1 (1.2x10° kob/ml) ve Lactobacillus plantarum F1 in iirettigi
bakteriyosin (6400 AU/ml) bir hafta siireyle ilave edilmistir. Deneme sonunda,
Escherichia coli bulagtirllmis gruba gore bakteriyosinli su tiiketen hayvanlarin
performanslari sayisal olarak daha yiiksek bulunmustur.

Yapilmis diger bir ¢alismada ise Clostridium perfringens bulastirilmis etlik
piliclerin yemlerine P. pentosaceus FBB61 (10" kob/g) katkismm yani sira
denemenin 0-14 ve 15-42 giinliik periyotlarinda sirasiyla 60 ve 40 AU/g pediocin
A ilave edilmistir. Deneme sonunda pediocin A katkisiyla 0-14 giinlik dénemde
canlt agirlik ve canli agirlik artisinda 6nemli bir artis gozlenirken, yem tiiketimi ve
yemden yararlanma oraninda herhangi bir fark tespit edilememistir. Denemenin
ikinci periyodu olan 15-42 giinliik donemde ise performans verileri bakimindan
gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilemedigi bildirilmistir (Grilli vd.,
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2009). Bununla birlikte, benzer bagka c¢alismalarda ise etlik pili¢ yemlerine
bakteriyosin katkisinin, hayvanlarin performanslarinda artisa neden oldugu ifade
edilmistir (Wang vd., 2011; Jothi vd., 2012; J6zefiak vd., 2013).

Yiritilen bu ¢aligmada, organik asit karigimi ilave edilen grupta canli agirlik,
canli agirlik artisi, yem tiiketimi ve yemden yararlanma oran1 bakimindan sayisal
olarak kontrol grubuna gore daha iyi sonuglar elde edilmis olmasina ragmen, bu
farklilik istatistiksel olarak Onemli bulunmamustir. Elde edilen bu sonuglar,
organik asit ilavesinin bildircinlar iizerine etkilerinin arastirildigir 6nceki bir grup
calismanin (Erener vd., 2001b; Sacakli vd., 2006; Cakir vd., 2008; Bonos vd.,
2010; Fazilat vd., 2014) sonuglar1 ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Diger
taraftan, etlik pili¢lerde organik asit ilavesinin canli agirlik, canli agirlik artisi,
yem tiiketimi ve yemden yararlanma oranlari {izerine bir etkisinin olmadigini
bildiren galismalar da bulunmaktadir (Ceylan vd., 2003; Leeson vd., 2005; Gunal
vd., 2006; Hernandez vd., 2006; Mahdavi ve Torki, 2009; Houshmand vd., 2011;
Aghazadeh ve TahaYazdi, 2012; Kopecky vd., 2012; Seifi vd., 2015).

Bildircin ve etlik piligler iizerine yapilmis diger bazi arastirmalar incelendiginde,
organik asit ilavesi ile hayvanlarin performansinda farkli sonuglar elde edildigi
dikkati ¢ekmektedir. Ghosh vd. (2007), Salmanzadeh (2013) ve Peyman vd.
(2014) tarafindan bildircinlarla yiiriitilen ¢alismalarda, yemlere organik asit
ilavesinin yem tiiketimini degistirmeksizin canli agirlik, canli agirlhik artis1 ve
yemden yararlanma oranlarin1 olumlu ydnde etkiledigi belirlenmistir. Benzer
sekilde Salmanzadeh vd. (2014a), bildircin yumurtalarina in ovo biitirik asit
ilavesinin, yumurtadan ¢ikis yiizdesi ve ¢ikis agirligi yaninda deneme sonu canli
agirhigr ve yemden yararlanma orani iizerinde pozitif bir etkiye sebep oldugunu,
yem tiiketiminde ise herhangi bir etkiye sahip olmadigini rapor etmislerdir.
Bununla birlikte, onceki ¢alismalardan farkli olarak, bildircin yemlerine 1.2 g/kg
malik asit ilavesinin, canli agirlik ve yem tiiketimini artirmasina karsin, yemden
yararlanma orani {izerine herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (Ocak vd.,
2009). Ayni sekilde bildircinlarla ilgili baska bir ¢caligmada ise, iki farkli diizeyde
protein ve enerji igeren yemlere (% 24 protein, 2900 kcal ME/kg enerji ve %22
protein ve 2750 kcal ME/Kg enerji) biitirik asit ilavesinde; %24 proteinle beslenen
bildircinlarda organik asitin herhangi bir etkisi gozlenmezken, %22 protein ve
diisiik enerjiyle beslenen bildricinlarda organik asit ilavesinin canli agirlik, canli
agirlik artisi, yem tiiketimi ve yemden yararlanma oranlarimi iyilestirdigi ortaya
konmustur (Abdel-Mageed, 2012).
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Etlik pilicler iizerine yapilan baz1 ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Corduk vd. (2008) ve Ghasemi vd. (2014) tarafindan yapilan iki farkli ¢calismada
etlik pili¢ yemlerine organik asit ilavesinin canli agirlik, canli agirlik artist ve yem
tilketimi lizerine bir etkisinin olmadigi, ancak yemden vyararlanma oranini
iyilestirdigi bildirilmistir. Adil vd. (2011) ve Sultan vd. (2015), organik asit
ilavesinin etlik pili¢lerin yem tiiketimini degistirmeden canli agirligim1 ve yemden
yararlanma oranini iyilestirdigini bildirmistir. Benzer bir baska caligmada ise,
organik asit ilavesi etlik piliclerin canli agirligini 6nemli derecede artirirken, yem
tiiketimi ve yemden yararlanma oranini etkilememistir (Fallah ve Rezaei, 2013).

Bildircin ve etlik piliglerin performanslart {izerine organik asitlerin olumlu
etkilerinin aksine, olumsuz etkilerinin oldugunu bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir. Islam vd. (2008), etlik pili¢ yemlerine % 0.5 diizeyinde asetik asit
ilavesinin canli agirlik ve yemden yararlanma oranini negatif yonde etkiledigini,
yem tiiketimini ise etkilemedigini bildirmistir. Yine benzer sekilde, A¢ikgoz vd.
(2011) de yapmus olduklar1 ¢alisma sonucunda, etlik pili¢lerin igme sularina
formik asit ilavesinin canli agirh@ disirdigiini, yem tiketimi ve yemden
yararlanma orani {izerine herhangi bir etkisinin olmadigini gézlemlemistir.

Bakteriyosin ve organik asitlerin birlikte kullanilarak etkilerinin aragtirildig
kanatlh ¢alismalarina pek rastlanilmamustir. Yemlerde bakteriyosin, organik asit ya
da karigimlarinin  kullanildigi 6nceki calismalarda, kanathilarin performans
kriterlerine iligkin farkli sonuglarin goriilmesinde, kiimesteki hijyen durumu ve
stres kosullarinin bulunup bulunmadigi, kullanilan katki maddesinin miktar1 ve
kullanim periyodu gibi bir¢ok faktoriin etkili oldugu bildirilmektedir (Merkley,
1985; Fuller, 1989; Sogaard ve Jessen, 1990; Erdogan, 1995). Jézefiak vd. (2011),
rasyon kompozisyonunun ve hayvanlarin genel saglik durumlariin yani sira
sindirim sistemi mikroflorasinin durumunun da bakteriyosinlerin yararliligini
etkileyebilecegini bildirmistir. Benzer sekilde organik asitlerin de kullanilan
organik asitlerin ¢esidi ve dozu ile tek veya kombinasyon halinde kullanilip
kullanilmamasi ve kullanim siiresi gibi faktorlere bagli olarak etkinliginin
degisebilecegi bildirilmistir (Nir ve Senkoylii, 2000).
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5.2. Ince Bagirsak Histomorfolojisi

Bagirsak epitelyum biitlinliigli, besin maddelerinden maksimum diizeyde
yararlanma ac¢isindan olduk¢a Onemli olup, villus morfolojisinde meydana
gelebilecek degisiklikler direkt olarak besin madde yararlanilabilirligini
etkileyebilmektedir. Ciinkii villuslar, besin madde emilimi i¢in anahtar rol
oynamaktadir (Loh vd., 2010; Salmanzadeh vd., 2014b). Villus uzunlugunun
yiiksek olmasi ve bagirsakta meydana gelen cok sayida hiicre mitozu, villus
fonksiyonlarinin devreye girdiginin gostergeleridir (Langhout vd., 1999; Yasar ve
Forbes, 1999; Shamoto ve Yamauchi, 2000). Villus uzunlugunun ve genisliginin
artmasina paralel olarak emilim igin yiizey alaninin artmasi, besin maddelerinden
yararlanimi artirmaktadir (Caspary, 1992). Kript ise, villus fabrikas1 olarak kabul
edilmektedir ve kript derinliginin fazlaligi, hizli bir doku dongiisiiniin ve yeni
doku olusumuna yiiksek bir talebin oldugunu isaret etmektedir (Choct, 2009).

Yiiriitilen bu galigmada, yemlere karistirilan bakteriyosin ve organik asit karigimi
ilavelerinin erkek ve disi bildircinlarda duodenum villus uzunluklarina etkisi
goriilmemistir. Duodenum villus genisliklerinde, disi hayvanlarda gruplar arasinda
bir farklilik gdzlenmemis olmakla birlikte, erkek hayvanlarda katki maddesi
ilavesi ile birlikte villus genisliginde artis meydana geldigi tespit edilmistir.
Duodenum kript derinlikleri bakimindan erkeklerde en yiiksek degerler
Bac300+0OA grubunda, disilerde ise Bacl50+OA ve Bac300+OA grubunda
goriilmiistir. Ayni zamanda, biitiin muamele gruplarindaki erkeklerin duodenum
kript derinliklerinin, kontrol grubundakilere gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Erkek ve disi hayvanlarin jejunum ve ileum villus boylari, villus genislikleri ve
kript derinlikleri dikkate alindiginda, Bac300+OA grubunda en yiiksek degerlerin
elde edildigi belirlenmistir. Probiyotik ve bakteriyosin ilavesinin, kanath
hayvanlarda ince bagirsak histomorfolojisi lizerine etkilerinin arastirlldigi ¢esitli
calismalar mevcut olmakla birlikte, bu ¢alismalarda farkli sonuclar elde edilmistir.
Sandikci vd. (2004), yemlerine Saccharomyces cerevisiae ilavesi yapilan
bildircinlarin, duodenum, jejunum ve ileum villus genislikleri ile duodenum ve
ileum villus yiiksekliklerinde bir farklilik olmadigini, ancak jejunum villus
yiiksekliginde diislis oldugunu bildirmistir. Rezaeipour vd. (2012) de etlik pili¢
yemlerine Saccharomyces cerevisiae ilavesinin etlik piliglerin ince bagirsak
histomorfolojisi tizerine bir etkisinin olmadigini bildirmistir. Olnood vd. (2015
a,b) yaptiklart ¢aligmalar sonucunda benzer sonuglar elde ettiklerini bildirmistir.
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Probiyotiklerle yapilan bu c¢aligmalarin sonuglarmma benzer sekilde, etlik pilig
yemlerine bakteriyosin (albusin B) ilavesinin jejunum ve ileum villus uzunluklar
ve kript derinlikleri tizerine etkisinin olmadigini belirten galismalar da mevcuttur
(Wang vd., 2011). Bu sonuglarin aksine, etlik piliglerle yapilan birgok ¢alisma
sonucunda, etlik pilic yemlerine probiyotik ilave edilmesi ile ince bagirsak
histomorfoloji parametrelerinde énemli derecede gelismeler oldugu bildirilmistir
(Thanh vd., 2009; Loh vd., 2010; Cao vd., 2013; Salim vd., 2013; Song vd., 2014).

Yiiriitiilen bu c¢alismada, organik asit ilaveli yemi tiiketen hayvanlarin villus
uzunlugu ve genisligi ile kript derinliklerine iligkin sonuglari, kontrol grubuna gére
daha yiiksek degerler gostermekle birlikte, genellikle 300 mg/kg bakteriyosin
ilaveli grup ile benzer sonuglar gostermistir. Organik asitlerin, kanatlilarda ince
bagirsak histomorfoloji parametreleri {izerine etkilerinin arastirildigi onceki
caligmalarda da, yemlere organik asit ilavesinin bu parametreler tizerinde olumlu
etkilerinin oldugu bildirilmistir (Cakir vd., 2008; Bahnas, 2009; Housmand vd.,
2012; Naseri vd., 2012; Salmanzadeh, 2013; Salmanzadeh vd., 2014a; Peyman
vd., 2014).

Patojenler, kimyasal maddeler ve stres gibi faktorler bagirsak mikroflorasi ve
bagirsak epitelyumu {izerine zararli etkiler yapmaktadirlar. Bunun sonucunda,
epitelyum gegirgenliginin degismesine bagli olarak, zararl bilesikler ve patojenler
hiicre icine rahatlikla gecebilmekte, besin madde sindirimi ve emilimini
diistirebilmektedir. Ayrica bu kosullar, bagirsak mukozasinda kronik yangilara
neden olabilmekte ve bunun sonucunda villus yiiksekliginde azalmalara yol
acabilmektedir (Paul vd., 2007). Villus yiiksekliginin kisalmasi ile birlikte,
mukozal laktaz ve siikraz, laktaz ve alkalin fosfataz, alkalin fosfataz ve
disakkaridaz, toplam laktaz florizin hidrolaz gibi enzim aktivitelerinde azalmalar
ve mukozal protein konsantrasyonunda azalmalar gozlendigi ifade edilmektedir
(Zijlstra vd., 1997; Dudley vd., 1998; Lopez-Pedrosa vd., 1998; Park vd., 1998).
Bu faktorlerin disinda, iireaz iireten bakteriler (Staphylococcus ve Pseudomonas
vb.) tarafindan iiretilen amonyagin, villus histolojisine olumsuz etkisinin oldugu
ve gastrik mukozal DNA sentezi ile hiicre g¢ogalmasini azalttigi da ileri
striilmektedir (Samanya ve Yamauchi, 2002).

Bakteriyosin ve organik asit gibi 6nemli metabolitlerin, patojenlerin ve iireaz
tireten mikroorganizmalarin bagirsak epitelyumunda ¢ogalmalarini baskilayarak,

bagirsak yangilariin ve bagirsak mukoza enfeksiyonlarmin olusmasini
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Onleyebilecekleri bildirilmistir (Paul vd., 2007). Ayrica, basta biitirik asit olmak
iizere kisa zincirli yag asitlerinin, bagirsak epitelyumu icin enerji kaynagi oldugu,
enterosit gelisimi ve gogalmasini artirdigi bildirilmistir (Czerwinski vd., 2012; Pan
ve Yu, 2014). Yiiriitiilen bu ¢aligma sonunda, bakteriyosin ve organik asit ilaveleri
ile ince bagirsak histomorfoloji parametrelerinde gozlenen olumlu etkiler de bu
bildirigleri desteklemektedir.

5.3. Ince Bagirsak Mikrobiyolojisi

Yiriitiilen bu ¢alismada; bakteriyosin, organik asit karisimi, bakteriyosin+organik
asit karisimli  yemlerle beslenen disilerin ince bagirsaklarindaki toplam
mikroorganizma sayilar1 bakimindan deneme gruplari igerisinde Sadece
Bac300+OA grubu ile kontrol grubu arasinda fark tespit edilmistir. Bununla
birlikte, erkek bildircinlarda muamelenin etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir.  Gruplara iliskin  sonuglar  incelendiginde, farkliliklarin
muameleden kaynaklanmadigi diistiniilmektedir. Ciinkii bakteriyosin katkis1 ve
diizeylerine  yonelik sonuglar, bakteriyosin+organik asit karisimlarinda
gozlenmemistir. Yapilmis Onceki ¢alismalarda; Jozefiak vd. (2012), etlik pili¢
yemlerine divercin AS7 ilavesinin ileum ve sekumda, Jézefiak vd. (2013) ise nisin
ilavesinin ileumda toplam bakteri sayisi1 {izerine herhangi bir etkisinin olmadigim
bildirmistir. Etlik piliclerde yapilan bir bagka ¢alismada ise yemlere karistirilan iKi
farkli probiyotik preparatinin (Lactococcus lactis CECT 539 ve Lactobacillus
casei CECT 4043) diski orneklerindeki toplam mezofilik bakteri sayisinda
herhangi bir degisiklige neden olmadigi bildirilmistir (Fajardo vd., 2012).

Yiriitiilen bu ¢alismada ise organik asit karisimui ilavesinin erkek ve disilerde ince
bagirsaktaki toplam mikroorganizma sayilari iizerine herhangi bir etkisi tespit
edilmemistir. Ince bagirsaktaki toplam mikroorganizma sayilarina, organik
asitlerin etkisinin arastirildigi 6nceki benzer arastirma sonuglari ile bu ¢aligmanin
sonuglart benzerlik gostermektedir (Corduk vd., 2008; Czerwinski vd., 2010;
Acikgdz vd., 2011; Seifi vd., 2015). Diger taraftan, organik asitlerin etkilerinin
oldugunu bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Ceylan vd. (2003), etlik pili¢
yemlerine organik asit ilavesiyle ince bagirsak aerobik bakteri sayisinda azalma
oldugunu bildirirken, benzer bir bagka g¢aligmada ise toplam canli bakteri
sayisinda azalma meydana geldigi belirtilmistir (Gunal vd., 2006).
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Yiiriitilen bu c¢alismada;  bakteriyosin, organik asit karisimi  ve
bakteriyosin+organik asit karisimli yemlerle disi hayvanlarin ince bagirsak
Coliform bakteri sayilarinda herhangi bir farklilik tespit edilmemisken, erkek
hayvanlarda ise 300 mg/kg bakteriyosin katkisi ile organik asit karigimi katkisinin
Coliform sayilarini artirdigi gozlenmistir. Laukova vd. (2015) tarafindan yapilan
calismada da, tavuklarin sularina enterocin-M iireten Enterococcus faecium AL41
tirii bakteri ilavesiyle, yiriitilen bu c¢aligmanin sonuglarina benzer sekilde
kanatlilarin digkilarindaki Coliform grubu bakterilerin sayisin1 14. ve 21. giinlerde
artirdig gézlenmistir.

Yiriitiilen ¢aligmada; Lactobacillus sayilart {izerine, muamelenin herhangi bir
etkisinin olmadig1 ortaya ¢ikmustir. Ancak, kanatlilarin sindirim kanalinda
bakteriyosin veya probiyotik katkilarinin etkilerini saptamaya yonelik onceki
caligmalarin bir¢ogunda, bu katki maddeleri sindirim kanalindaki Lactobacillus
sayisini artirirken, Coliform bakteri sayisini azalttigi gozlenmistir (Denev, 2006;
Yakhkeshi vd., 2012; Kral vd., 2014; Loh vd., 2014). Yiiritilen bu ¢aligmanin
sonuclarindan farkli olarak, yiiksek seviyede divercin ilavesinin taslik, ileum ve
sekumda Lactabacillus sayisini, ileum ve sekumda toplam anaerobik bakteri
sayisint  ve ileumda Coliform sayisini azalttigi, disiik veya yiiksek divercin
ilavesinin taslik ve sekumdaki Coliform sayisina etkisinin olmadig1 bildirilmistir
(Jozefiak vd., 2010). Bakteriyosinlerle ilgili yirttiilmiis diger ¢alismalarda ise,
etlik piliclerde ve yumurtac1 tavuklarda bakteriyosin ilavesinin, Lactabacillus
sayisinda artisa yol actigi, Coliform sayilarinda herhangi bir farkliliga neden
olmadigi belirtilmistir (Wang vd., 2011; Chen vd., 2013; Wang vd., 2015). Diger
taraftan, probiyotik ilavesi ile etlik pili¢ diskilarinda Lactabacillus ve Coliform
sayilarinda istatistiksel bir fark olmadigim bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir
(Fajardo vd., 2012).

Organik asitlerle ilgili 6nceki calismalar incelendiginde; Lactabacillus ve
Coliform bakterileri iizerine etkileri oldugu goze carpmaktadir. Konuya iliskin
onceki bir caligmada, etlik pili¢ yemlerine karigtirilan asetik, formik ve sitrik asit
sekumdaki Lactabacillus sayisim1 azaltirken, Coliform sayisinda artisa neden
olmustur (Ghazalah vd. 2011). Yine baska calismalarda, yemlere karistirilan
organik asitin, ince bagirsak Lactabacillus sayisinda azalmaya yol agtig
bildirilmistir (Pirgozliev vd., 2008; Ozduven vd., 2009).
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Kanatlilarla ilgili onceki c¢alismalarda, yemlere organik asit karistirilmasinin
Lactabacillus ve Coliform sayisi iizerine herhangi bir etkisinin olmadig
bildirilmistir (Gheisari vd., 2007; Bonos vd., 2011; Cengiz vd., 2012; Giennenas
vd., 2014; Seifi vd., 2015). Yine baska bir grup calismada; etlik pilic yemlerine
sitrik asit ilavesinin, Lactabacillus sayisinda 6nemli bir degisiklige yol agmadigi,
ancak Coliform sayisinda 6nemli bir diisiis meydana getirdigi ifade edilmistir
(Aydin vd. 2010; Hashemi vd., 2012).

Bununla birlikte, kanatli yemlerine organik asit karisiminin ilave edilmesi,
ileumda Lactabacillus sayisim belirgin sekilde artirdigi ve Coliform sayisini ise
diistirdtigii bildirilmistir (Akyurek ve Yel, 2011). Ancak, bir diger ¢alismada ise
organik asit karigimmin Lactabacillus ile birlikte Coliform sayisinda da artisa
neden oldugu ortaya konmustur (Akyurek vd., 2011).

Yas, cinsiyet ve bagisiklik sistemi gibi hayvana iliskin gesitli faktorler, sindirim
kanalinda bulunan mikrofloray1 etkilemektedir. Yapilan c¢alismalar ile her
hayvanin sindirim kanalinda gevre, yetistirme ve besleme kosullar1 gibi faktorler
tarafindan degistirilebilen kendine has bakteri topluluguna sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, sindirim sirasinda gergeklesen c¢esitli metabolik olaylar da
bu bakteri toplulugunu degistirebilmektedir. Biitiin bu faktorlerin etkisi ile aym
kiimeste yetisen ve ayni yemi tiiketen hayvanlar arasinda bile mikroflora
farkliliklarinin olabilecegi belirtilmektedir (Zhu vd., 2002; Gabriel vd., 2006).
Yiiriitillen bu ¢alismada ve kanatlilarin ince bagirsak mikroflorasi iizerine gesitli
katki maddelerinin etkilerinin incelendigi onceki ¢aligmalarda birbirinden farkli
sonuclarin ¢ikmasi, yem katki maddelerinin disinda cesitli faktorlerin de sindirim
kanali mikroflorasi iizerinde etkili oldugunu destekler niteliktedir.

5.4. Deneme Yemlerindeki Listeria monocytogenes Sayisi

Yemlerde meydana gelebilecek olan patojen bakteri iiremesi ve yogunlugunun
arastirtldig1 ¢esitli ¢alismalarda; yemlerin hammadde asamasinda (Whyte vd.,
2003; Jones ve Richardson, 2004; Maciorowski vd., 2007; Paramithiotis vd., 2009;
Konosonoka vd., 2012), yem iiretiminin Ozellikle Ogiitme ve karistirma
asamasinda (Davies ve Wales, 2010; Wierup ve Haggblom, 2010; Jones, 2011;
Torres vd., 2011) ve ticari hazir yemlerin depolanmasi veya kullanimi sirasinda
(Molla vd., 2010; Marin vd., 2011; Cegielska-Radziejewska vd., 2013; Tessari vd.,
2014) Salmonella, Listeria, Clostridium ve Enterobacter gibi patojen bakterilerle
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kontamine olabildigi bildirilmistir. Bu sonuglar yemlerde patojen bakteri
bulasikliginin hayvan besleme ve dolayisiyla gida giivenligi acgisindan ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir.

Yiriittigiimiiz bu ¢alismada; Listeria monocytogenes bulastirilmis olan karma
yemlere bakteriyosin ve organik asit karisimi ilavesiyle yemlere mikroorganizma
ekiminin 0. giiniinde gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilememis olmasina
karsin 7, 15, 21 ve 28. giinlerde yapilan mikrobiyolojik sayim sonuglari
incelendiginde en yiiksek Listeria monocytogenes sayisinin kontrol grubunda
oldugu gortlmistiir. Ancak, muamele gruplar1 igerisinde bakteriyosin seviyesi
artisginin, 7, 15, 21 ve 28. glinlerde Listeria monocytogenes sayisini azalttigi tespit
edilmistir. Fakat deneme siiresince sadece 15. giinde Bac300 grubu, Bacl50
grubuna gore istatistiksel olarak daha etkili bulunmustur. Denemenin diger
giinlerinde yapilan mikrobiyolojik sayim sonucunda, bakteriyosin ilavesi yapilan
gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunmamastir.

Bakteriyosinlerin yem hammaddeleri veya karma yem {izerindeki antibakteriyel
etkilerinin aragtirildigi ¢caligmalara rastlanilmamakla birlikte, silajla yapilan ¢esitli
calismalar bulunmustur. Bu c¢aligmalarda, silajlara bakteriyosin iireten
mikroorganizma ilavesinin, Listeria monocytogenes sayisinda azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (Marcinakova vd., 2008; Zielinska vd., 2015).
Bakteriyosinler ile yapilmis ¢ogu calismanin, gidalardaki patojen bakterilerin
Onlenmesi amaciyla yiiriitildiigii gorilmiistiir. Bakteriyosin veya bakteriyosin
iireten bakterilerin; siit (Bizani vd., 2008; Chanos vd Williams, 2011; Cosentino
vd., 2012; Fatima ve Mebrouk, 2013; Han vd., 2013; Garcia vd., 2015), peynir
(Mahmoudi vd., 2012; Malheiros vd., 2012; Yang vd., 2012; Fernandez, vd., 2014;
Hassanzadazar vd., 2014), yogurt (Benkerroum vd., 2003; Aslim vd., 2004; Tufail
vd., 2011; Zaeim vd., 2014) ve ette (Enan, 2006; Dortu vd., 2008; Ruiz vd., 2009;
Laukova ve Turek, 2011; Sant’Anna vd., 2013; Osés vd., 2015; Zanette vd., 2015)
Listeria monocytogenes sayisini  azalttigi  bildirilmektedir. Ydritilen bu
calismadan ve konu ile ilgili yapilmis onceki g¢aligmalardan elde edilen bu
sonuglar, bakteriyosinlerin hiicre zarinda por olusturma, DNA, rRNA ve tRNA’ya
kars1 niikleaz aktivitesi gosterme gibi gesitli mekanizmalar araciligiyla Listeria
monocytogenes lizerinde antilisterial etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Akkog
vd., 2009).



66

Yiriitilen bu ¢alismada, organik asit karisimi iceren yemlerdeki Listeria
monocytogenes sayisinda kontrol grubundakine gére 6nemli bir diisiis gdzlenmesi
ve bu sonuglarin, organik asitlerin yemlerdeki Salmonella, Clostridium,
Enterobacter bulagiklig1 iizerine etkilerinin arastirildigi (Carrique-Mas vd., 2007;
Casagrande vd., 2013; Koyuncu vd., 2013; Sbardella vd., 2015) ve gidalarin
korunmasinda Listeria monocytogenes sayisina etkilerinin incelendigi diger
caligsmalarin (Glass vd., 2013; Sansawat vd., 2013; Morey vd., 2014) sonuglariyla
benzerlik gdstermesinin, organik asitlerin hiicre i¢i pH’sin1 diisiirmek ve DNA
yapisin1 bozmak gibi ¢esitli mekanizmalarla patojenler iizerine antibakteriyel
etkiye sahip olmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Ricke, 2003).

Yiriitiilen bu ¢alismada, Listeria monocytogenes ‘e karsi en iyi antibakteriyel etki
bakteriyosin ve organik asit karigiminin birlikte ilave edildigi gruplarda
gbzlenmistir. Bu  bulgular1  destekleyecek yemle ilgili literatiire ise
rastlanilmamugtir. Fakat bakteriyosin ve organik asitin ¢esitli gidalarin korunmasi
tizerine etkilerinin incelendigi calismalar mevcuttur. Yapilan bu caligsmalarin
sonucunda, bakteriyosin ve organik asitin birlikte kullanilmasimin gidalardaki
patojen bakteriler iizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Bari vd., 2005;
Molinos vd., 2005; Wan Norhana vd., 2012). Bakteriyosin ve organik asit
karigiminin yemlere birlikte ilave edilmesi ile antibakteriyel etkinin artmasi, bu iki
katki maddesinin Listeria monocytogenes iizerine sinerjik etkiye sahip olduklarini
gostermektedir.
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6. SONUC

Yapilan bu ¢alisma ile iki farkli bakteriyosin seviyesinin ve organik asit karigimi
ile bakteriyosin+organik asit karigiminin, Japon bildircinlarinda biiyliime
performansi, ince bagirsak mikrobiyolojisi ve histomorfolojisi iizerine olan
etkilerinin yan1 sira Listeria monocytogenes bulastirilmis yemler tizerindeki
antimikrobiyal etkileri de incelenmistir. Yemlere bakteriyosin ve organik asit
ilavesinin tek tek veya birlikte ilave edilmesinin bildircinlarin biiylime performansi
tizerine istatistiksel olarak herhangi bir etkisi bulunmamustir. Ayni sekilde, sozi
gecen bu katki maddelerinin ince bagirsak mikroflorasi iizerine de direkt olarak bir
etkisi tespit edilmemistir. Yiriitiilen bu ¢alismada katki maddelerinin herhangi bir
etkisinin  goriilmemesinin, = denemede  kullanilan  katki  maddelerinin
yarayisliliginin, yas, bagisiklik sisteminin gelismisligi, sindirim kanali mikroflora
durumu, sindirim sisteminin kisaligi gibi hayvana bagli faktorler ile bakim-
besleme gibi c¢evresel faktorlerden etkilenmesine bagli  olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica stres faktorlerinin olmadigi ve hijyen kosullarinin
optimum seviyede saglandigi durumlarda katki maddelerinin besi performansi
iizerine etkilerinin sinirlt oldugu anlasilabilmektedir.

Ince bagirsak histomorfoloji parametreleri dikkate alindiginda ise genellikle bu
katki maddelerinin tek tek kullanimindan ¢ok birlikte kullanilmasinin daha olumlu

sonuclar verdigi ortaya konmustur.

Ince bagirsak mikroflorasi iizerine olan etkilerinden farkli olarak, deneme
yemlerine Listeria monocytogenes bulastirildiginda, denemede kullanilan katki
maddelerinin antibakteriyel etkisinin daha carpict bir sekilde ortaya c¢iktigi
gbzlenmektedir. Bakteriyosin ve organik asit karisiminin birlikte kullanilmasi ile
bu etkinin daha fazla oldugu anlagilmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda,
denemede kullanilan katki maddelerinin yemlerin korunmasinda rahatlikla
kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Bagirsak histomorfolojisine ve deneme yemlerinde Listeria monocytogenes
gelismine iligskin elde edilen bu sonuglar 151¢1nda, bakteriyosin ve organik asit
ilavesinin birlikte kullanilmasinin, tek basina kullanilmalarma gore daha olumlu
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bakteriyosin ve organik asit karsiminin birlikte
kullanilmasi ile daha iyi sonuglarin alinmasi, bu katki maddelerinin sinerjik etkiye
sahip olduklarim1 gostermektedir. Bununla birlikte, bu katki maddelerinin



68

hayvanlarda ve yemlerdeki etki mekanizmalarmin daha iyi bir sekilde
anlasilabilmesi icin farkli konsantrasyonlarda, farkli ortam ve kosullarda, farkli
bakteri tiirleri ile yapilacak daha fazla sayida arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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