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OZET

Bacillus subtilis,Biyosidal Uriinler Yonetmeti, RG 31.12.2009/27449, EK-A Listesinde, veteriiker!
hijyenine yonelik uriinler (Uriin Tipi 3) kapsamindanimlanmg bir biyosidaldir. Simbiyotek /.
tarafindan izole edileBacillus subtilisKUEN 1581 swu ile en az 2 1DKOB/g canl hiicre iceren bir
formulasyon geftirilmistir. Bacillus subtilisKUEN 1581 d@al ortamda sicaklik, nem, U\éinlari gibi
kosullardan c¢ok az etkilenmekte, cargihi koruyabilmekte ve ancak yikanarak ortamdan
uzaklatirilabilmektedir. Havasiz ve havall ortamlarda jap denemeleBacillus subtilisin hayvan
barinaklarinin althk malzemelerindeki fungus vgedi bakterileri baskilagini géstermektedirBacillus
subtilis uygulamalari ile althklarda koti koku ve pH gdeleri azalmakta, asitlik artmakta ve hayvan
barinaklarinda daha @l kosullar salanabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bacillus subtilisbiyosidal trin, hayvan barinaklari, altlik

SUMMARY

Bacillus subtilisis a biocidal agent of Product-type 3: Veterinaygiene biocidal products, according to
DIRECTIVE 98/8/EC concerning the placing of biodigaoducts on the market. Bacillus subtilisstrain
isolated by Simbiyotek A. and stored at KUKENS Culture Collection Centrd<aEN 1581 is used to
develop a formulation with at least 2°10FU/g living cells.Bacillus subtilisKUEN 1581 is hardly
effected by heat, moisture or UV in natural habitdiut can easily be removed by washing with water.
Tests run in aerobic and anaerobic conditions st Bacillus subtiliscan repress fungi or other
bacteria in bedding materials. Bad odours are shteid and pH value is decreased so that bettethheal

conditions in animal housings can be achieved.
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GIRIS

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait toprak, su, hava ve curlyen bitki
artiklarindan izole edilen ve her yerde bulunabbénbakteridir. Gram-pozitif, ¢lrikcul bakteBiacillus
subtilis dogadaki besin dongustine katkida bulunur. Blylime {lkleebksijen olan ortamlarda olmasina
ragmen nitrat variginda havasiz ortamlarda da gercgedédwlir. Sicak ve kurak evrelerdgacillus subtilis
endosporlar olturarak canhigini koruyabilir. Endosporlar 1sisik, donma, kuruma, radyasyon gibi
fiziksel faktorlere, dezenfektanlar ve kimyasal mhelére, mekanik etkilere kar cok dayaniklidir.
Bacillus subtilisdogada genellikle spor formunda bulunur; ortaamtlari uygunsa cimlenerek vegetatif
forma gecer ve blylmeye diar. Blylme evresindeki metabolik faaliyetler simes Bacillus subtilis
¢ssitli maddeler ve enzimler salgilar. Bu maddeléBkeillus subtilisortamdaki diker mikroorganizmalari
baskilayarak mevcut besin maddelerinden kendisiriarir ve ¢evresine hakim olur. Bu nedeBacillus

subtilisuzun yillardir gida, yem ve tarim sanayinde kulfaaktadir.

Yonetmeliklerde Bacillus subtilis
Bacillus subtilis Glkemizde ve Avrupa Biginde gecerli ¢gtli yonetmeliklerde kullanimina izin verilmi
bir mikroorganizmadir:

* YEM KATKI VE PREMIKSLERIN URETIMI, ITHALATI, IHRACATI, SATISI VE KULLANIMI
HAKKINDA TEBL iG, RG 18.12.2002, EK-U Mikroorganizmalar

EU COUNCIL DIRECTIVE 70/524 of 23 November 1970,r€erning additives in feeding-stuffs, Annex
1 Micro-organisms

* TARIMDA KULLANILAN ORGAN IK, ORGANOMINERAL GUBRELER VE TOPRAK
DUZENLEYICILER ILE MIKROBIYAL, ENZIM ICERIKLI VE DIGER URUNLERN URETIMI,
ITHALATI VE PIYASAYA ARZINA DA IR YONETMELIK, RG 04.06.2010/27601, EK-5 Mikrobiyal
gubreler

EU COUNCIL DIRECTIVE 91/414, Concerning the placiofyplant protection products on the market,

Annex |

* BIYOSIDAL URUNLER YONETMELIGI, RG 31 Arallk 2009/27449, EK-A  URUN imi
TANIMLANMI S MADDELERIN LISTES.

EU COUNCIL DIRECTIVE 98/8, Concerning the placinf miocidal products on the market, List of
existing active substances used in biocidal praduct
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Bacillus subtilis'in cevre, bitki, hayvan ve insan sgligi Gizerindeki etkileri
Bacillus subtilisendistriyel mikrobiyolojide bilhassa gida katleszimler ve dgisik kimyasal maddeler
Uretiminde son 20 yilda en sik kullanilan mikroariganalardan biridirBacillus subtilisin ¢evre, insan,
hayvan, bitki ve mikroorganizmalara etkisi ABD'dee\fe Koruma Kurumunun (EPA) 1997 yilinda ve
AB’de Avrupa Komisyonu S#ik ve Tuketici Koruma Genel Midirgiiniin 2006 yilinda yayinladiklari
iki Nihai Risk Raporunda etraflica irdelenywie zararli olmagy hikmi verilmgtir:

1. Bacillus subtilis Final Risk Assessment, EPA, Falyul997.

2. Review report for the active substarm&cillus subtilis EUROPEAN COMMISSIONHEALTH

& CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 14 JW12906

Endustriyel mikrobiyolojide enzim ve gida Uretime&8ullanilanB. subtilisin kiresel d&illimi ve toksik
olmayan karakteri nedeni ile uygulama yapilan alatd sglk veya cevresel etki gorilmemektedir [EC
2006]. B. subtilis’in insanlarda patojenik veya toksik etkisi yoktursan viicuduna yegerek kolonize
olmaz [Edberg, S.C. 199EC 2006].B. subtilisbitkiler i¢cin patojenik dgildir [Claus, D. and R.C.W.
Berkeley 1986].HayvanlardaB. subtilishastalik yapan bir etmen olarak saptanmgamfLogan, N.A.
1988]. B. subtilisdogal antibakteriyal ve antifungal maddeler Gretmektfidatz, E. and A.C. Demain.
1977; Korzybski, T.,et al. 1978Bacillus subtilisbu 6zelliklerinden dolayl gida, hayvancilik veltar

sektorlerinde kullaniimaktadir.

Bacillus subtilisiceren uriinler

Bacillus subtilis, yem ydnetmeliklerine gore ruhsath Urinlerde pyobk yem Kkatkisi olarak
kullaniimaktadir.B. subtilistarim sektdriinde biyokontrol ajani olarakitiefungal bitki patojenlerine
kargi kullaniimaktadir [McKeen C.D.et al., 1986,[Kimurl. and S. Hirano. 1988, Loeffler W. et al.
1986)].

Gida teknolojisinde kullanilan bircok enziBacillus subtilisten elde edilmektedir. Bundangka dgal
Bacillus kilturleri soya sosu uretiminde kullaniimaktad@odex Alimentarus, CODEX STAN 298R-
2009, Standard for fermented soybean paste].

Biyosidal Uriinler Yonetme#i, EK-A ListesindeBacillus subtilisveteriner hijyenine yonelik biyosidal
ariinler (Uriin Tipi 3) kapsaminda tanimlagtm AB (lkelerinde ruhsatl olan bu tiir Griinlerykan
barinaklarindaki zemin ve altliklarda kompost slaegin iyilestiriimesi, koku giderimi, amonyak
emisyonlarinin azaltilmasi, patojen mikroorganiamal baskilanmasi, hayvanlar icin dahglka bir

ortam olgmasi amaci ile kullaniimaktadir (www.cobiotex.fr).
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Bacillus subtilisKUEN 1581

Simbiyotek AS. tarafindan dgadan izole edilip KUKENSI(U. istanbul Tip Fakiiltesi Mikroorganizma
Kiltor Kolleksiyonlari Merkezi) Katalgunda KUEN 1581 numarasi ile kayit altina alinanBacillus
subtilissuisu kullanilarak hayvan barinaklarinda zemin veldéhn kalitesini iyiletiren biyosidal bir Griin

gelistirilmi stir.

MATERYAL VE METOT

Bakteri canli hiicre sayimi

Bakteriler icin Plate Count Agar (PCA) ortami kulinistir [U.S. Food and Drug Administration,
Chapter 3 Aerobic Plate Count, January 2001]. lerilssuya; 5 g Tryptone, 2,5 g maya 6zltl, 1 g
Dekstroz, 15 g Agar tartilir, kaynar suda eritilitoklavda 121°C’'de 30 dakika steril edilir, 50°€’y
sasutulur ve petrilere dokulir. Sayim amacli yapil&inderde, her bir petriye uygun seyreltilen 100 mL
ornek koyularak cam bagetle yayilir. PCA petrigfi37 °C'de 48-72 saat inkiibe edilir; inkiibasyaresill
sonunda petrilerde adan koloniler sayilir ve hesaplanir.

Bacillus subtilis,petrilerdeki kolonilerin 6zgiin morfolojisine gétanimlanmgtir. Salmonellaspp. tayini
T.C.Tarim ve Koyleri Bakanlgl Bursa Gida Kontrol ve Merkez Agterma Enstitisiinde, BAM 2002,
2007 metoduna goére yaptirilgar.

Fungus canl hiicre sayimi

Funguslar icin Potato Dextrose Agar (PDA) ortamldaulmistir [DIFCO Manual, p:6]. Koloni sayiminda
PDA ortamina, %0,15 Safra tuzg.Topal, M., Batum ve ark.. Turkish Journal of Bigyp 24: 79-93,
2000] ve 100 mg/mL Oxytetracycline [Selective Mikiology for Food & Dairy Laboratories, OXOID,
p30] ilave edilir. PDA petrileri 26-28C'de 48-72 saat inkiibe edilir [Topél,ve ark. Turkish Journal of

Biology, 24: 79-93, 2000], inkiibasyon stresi soraupeitrilerde olgan koloniler sayilir ve hesaplanir.

Ornek hazirlama
Altik v.b. malzemelerden alinan ornekler kiguk gadara bolinerek tampon co6zeltisi icine verilir,
sallayicida kastirildiktan sonra uygun seyreltmeler yapilarak PE@BA besi ortamlarina yayma ydntemi

ile ekim yapihr
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Koku paneli
Orneklerin kokusunu sayisal birgire donitirmek icin 5 kgilik panel uygulamasi yapilyen iyi koku
1 ve en kotii koku 6 ile @erlendirilerek skala okturulmustur. Orneklerin ambalaji acildiktan hemen

sonra panele katilangdier materyali koklamy, degerlendirmi ve degerlerin ortalamasi alinstir.

Fermentasyon ve formilasyon

Simbiyotek AS. tarafindan yiriitilen bir TUBAK-TEYDEB KOBI Ar-Ge Destek Programi Projesi
kapsamind®acillus subtilisile laboratuvar boyutunda fermentasyon protokbfiafisiidiktan sonra pilot
boyutta (50 L) fermentasyonlar yapiknwe boyut biiyiitme samasina gecilrgiir. Uretim boyutunda
(8000 L) yapilan fermentasyonlarda optimum Urethotgkolleri saptanmg| hedeflenen asgari canli hiicre
adedi 18 KOB/mL ve % 80 spor oranina ghistir. Gelistirilen formiilasyonla yapilan raf émrii
testlerinde oda sicakinda 6 ay sirede %50'den daha az canh hicre kégB/mL) oldugu
saptanmytir.

Asgari 2 18 KOB/g Bacillus subtilissporu iceren sivi formiilasyon sit# denemelerde kullanilng
dogada canlilik ve kullanilaga ortamlarda etkinlik parametreleri sinagtmi

ETKINLIK DENEMELER i

1. Ongoriilen kullanim alanlari ve uygulama metodlari
Hayvan barinaklarinda zemin ve altlklarda gubrekiiesi koti koku, amonyak emisyonu, patojen
mikroorganizmalarin ggalmasi gibi hayvan ghgini bozucu sorunlara yol acmaktaddacillus subtilis
zemin ve altliklarda kif ve bakterilere kakoruyucu, pH diiiriicii ve amonyak emisyonunu azaltici

olarak kullanilabilir.

Bacillus subtilissporlari uygulandiktan sonra ortamda hizla ¢imleeirc@alir. Bacillusun metabolik
faaliyeti neticesinde pH deri azalir ve amonyumun amonyak gazi formuna stiigii pH deerinin
altina inilerek amonyak emisyonu engellenir. Bogl&étlu kokuda azalma olur. pHg@inin azalmasi ve
Bacillus subtilisin Urettigi bakteriyositlerle bircok patojen mikroorganizmaskilanir, kiiflerin gejimesi

engellenir. Ortam hayvanlaringeli yasamalarina daha elvgliibir hale gelir.
Hayvan barinaklarinda zemin veya cisimlerin yiizégte asgari 2 1DKOB/g Bacillus subtilis sporu

iceren formilasyon %2 oraninda suyla seyreltiletedeirlanan c¢ozelti ylzeyi kaplayacaglekilde
fircalama, puskirtme, veya daldirma yontemi ileulggabilir.
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Hayvan barinaklarinda altliklar icin 1 L, asgari@® KOB/g Bacillus subtilissporu iceren formiilasyon,

10 L su ile seyreltilir, 250-500 falana puskiirtiilerek uygulanabilir.

2. Bacillus subtilisin vivo stabilite testleri
Bacillus subtilign gines, yagmur, v.s. gibi iklim kagullarina maruz birakilginda ne kadar sire canli
kaldigini saptamak amaciyla deney yapsginni Deney bitkisi olarak Ortanca seciktii. Bunun sebebi
yaprak yuzeyinin diz, genive sik sik numune alinmasi gergkticin yeterli yaprak sayisina sahip

olmasidir. Alinan drneklerden yapilan sayimlar K@Blarak hesaplansgtir.

Uygulamaya bglamadan énce yaprak numunelerinde bakteri saynminga ve 1,3 16 KOB/g deseri
bulunmytur. Uygulamada 3 fOKOB/g Bacillus subtilis iceren formiilasyon %2 oraninda suya
karistirilmis, yapraklara puskiirtiilerek uygulamgm. Uygulama sonucunda yapraklarda 6-§ KOB/g
mertebelerindeBacillus subtilis bulunmytur. Bu deerler hedeflere uygundur. Uygulama yapilan

bitkilerden belirli araliklarla bakteri sayimi icimumune alinngtir.

Sekil 1, 105 gun siren denemenin sonuglarini vered#kiSekilde denemenin yakjek 20., 50. ve 100.
gunlerinde Bacillus subtilis sayilarinin yaklgk birer mertebe difigii gortlmektedir. Denemenin
yapildgl strenin meteorolojik verileri (@s, sicaklik, rizgar v.d.) bu goézlemlerle éastiriimis ve
yagmurun etkili oldgu saptanmgtir. Sekilde glnlik y&is verileri de verilmgtir. Deneme siresinde (¢
kez ani ve etkili yaislar gérilmi, yagis miktarlari ginde 12 mm’ye wmistir. Bu sganaklardan sonra

yapilan analizlerd8acillus subtilissayimlarinin yaklgk bir mertebe d§tigt saptannstir.

Yagls etkisinin olmadil sera ortaminda lgday bitkisinde bir deneme yapilgtir. Bugday yapraklarina
Bacillus subtilis formilasyonu %2 oraninda suyla seyreltilerek hamah cozelti puskirtilerek
uygulanmgtir. Yapraklarda yapilan analizldBacillus subtilissayilarinin 2 aylik stirede ayni mertebede
(5-6 10 KOB/qg) kaldgini gdstermektedirSekil 2).

Sonug olaralBacillus subtilissicaklik, nem, UVsginlari gibi ortam keullarindan ¢ok az etkilenmekte ve

canliligini koruyabilmekte ancak yikanarak ortamdan uzakibilmektedir.

Simbiyotek A.S. www.simbiyotek.com



LE+O7 g 15
1,E+06 | @@= - . 12 5§
o
D 1,E+05 seee " . 9 E
D ° £
S 1E+04 _ . 6 5
. [ ) =
1,E+03 = : 3 D
L] >

1,E+02 #mw = = = manin” TI"" == 0

0 30 60 90 120

giin
® KOB/g ® yagmur [mm] ‘

Sekil 1 Ortanca yapraklarind@acillus subtilisin vivo canhlik denemesi
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Sekil 2 Sera ortaminda pday yapraklarind8acillus subtilisin vivo canlilik denemesi

3. Havasiz ortamda altlik materyalineBacillus subtilisuygulamasi
Hayvan barinaklarindaki althk materyalinde baktixaliyeti ve sikgmadan o6tirt oksijensiz bdlgeler

olusabilmektedir. Havasiz ortamda meydana gelen metafadliyetlerde amonyak aga c¢ikar ve koéti

kokulu gazlar olsur. Bacillus subtilidn havasiz ortamlarda etki@ini incelemek icin denemeler

yapilmstir.

Islak altik malzemesine benzetim amaci ile deneasrtade bicilmj ot kullaniimgtir. 5 mL, 3 16 KOB/g

Bacillus subtilisiceren formilasyon 500 mL suya tamamlare 2'ser kg ot materyaline piskurtilerek
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uygulanmgtir. Kontrole ayni miktarda su puskirtiilgtiir. Ornekler Zer kg olarak ayri ayri plastik
torbalara doldurulmyive sikica sarilarak paketlerytii. Kisa sire sonra icerisinde havasiz bir ortam
olusan paketler ortam sicalnda saklanng| belirli glinlerde birer paket acilarak mikrobiyjkoanalizler

ve 1 N NaOH ile asit titrasyonu yapilghr.

Althk, havasiz ortam
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Sekil 3 Havasiz ortamda Kontrol vBacillus subtilisuygulanan altlik paketlerinde bakteri ve fungus

sayimlari ve asitlik dgerleri

Althk, havasiz ortam
S 6
S ___4
S5 ==
e 4 -
4 /I ~o
o ]
K~ /
o 3 )
= !
2
= \
e 1 -/~ -
Q
0 10 20 30 40 50 60
Gln
- @ -Koku Kontrol —#&— Koku B.subtilis

Sekil 4 Havasiz ortamda Kontrol Bacillus subtilisuygulanan altlik paketlerinde koku elumu
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Kontrol altlik paketlerindeki fungus sayimlari deme siresincaBacillus subtilisuygulanan 6rneklere
nazaran yakkak 10 misli daha yiksek derlerde seyretngiir. Ayni sekilde bakteri sayimlari da kontrolde
yaklasik 2 misli daha yuksek bulunmgiwr. Bacillus subtilis uygulanan 6rneklerdeki asitlik deneme
sonunda kontrole goére 3 misli daha yiiksek bulwtotu Bu sonuglara gor8acillus subtilis havasiz

ortamdafungus ve dier bakterileri baskilamaktadi$€kil 3).

Kontrol paketlerindeki althk materyali deneme diréerledikce daha koti kokular glurmus, Bacillus
subtilis uygulanan paketlerin kokusu ise deneme sonuruddaha hg olmustur. Bacillus subtilis
havasiz ortamlardalaktik asit Ureten bakterilerin ggiinini desteklemektedir.Bacillus subtilis
uygulamasinda olculen yikseakitlik dezerleri de bu olgunun bir kanitidir.

4. Kiumes altliginda Bacillus subtilisuygulamalari

Kavuz ve celtik tiri kiimes altliklarina uygulanBacillus subtiliin bu ortamlarda olgan kif ve
bakterilerin Uzerindeki etkilerini agarmak hedefi ile Adapazari bolgesinde bir Uretkiimesinde
denemeler yapilngtir.

Denemede 2 POKOB/g Bacillus subtilisiceren 1 L formiilasyon 10 L su ile seyreltifmyaklasik 400-
500 nf kimes altlgina piskirtilerek uygulangtr. Kontrole ayni miktarda su puskiirtiilgbiir.
Uygulamalardan sonra kiimeslere tavuklar alsnveideneme amistir. Analiz Parametreleri: koku, pH,
mikroorganizma sayimlari ve tir tayinleridBgcillus subtilis, Salmonella spdiger bakteriler ve fungus).
Ornekler uygulamadan sonraki 7. ve 21. giinlerderagtir.

Kiimes Althgi, Adapazari
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Sekil 5 Kontrol veBacillus subtilisuygulanan kiimes altliklarinda koku ve pH seyri
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Kot koku deneme siiresince argtim Kontrol keskin bir kokuya sahipkeBacillus subtilisuygulanmg

althk daha az kokmaktadir. pH ghrleri Bacillus subtilisuygulanan althkta kontrole gére dahasiktir
(Sekil 5).

Kumes Alth g1, Adapazari
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Sekil 6 Kontrol veBacillus subtilisuygulanan kiimes altliklarinda bakteri ve fungusratar!.

Tablo 1 Kiimeste Kontrol vBacillus subtilisuygulanan altliklarda FunguBacillus subtilis Salmonella

spp.ve dier bakteriler [KOB/g]

Uygulama Glin Fungus Bakteri Eﬁgltlilllijss Sallingg;azllézpp.
Kontrol 7.Gin 1,016 3,5 10° - Var
Bacillus subtilis 7. Gun 5,7 16 - 1,510 Yok
Kontrol 21. Gijn 9,0 10 1,2 10° - Var
Bacillus subtilis 21. Gun 1,5 1 9,116 - Var

Sekil 6 ve Tablo 1‘de verilgi gibi denemenin 7. guinindgacillus subtilisuygulanms altlikta bakteri ve
fungus sayilari kontrole gére dahasdktir. Bacillus subtilisuygulanan althkta sadedgacillus subtilis
bulunmy, diger bakteriler tespit edilemesgtir. 25 g numunede yapilan sayimlar8almonellaspp.
Kontrolde bulunmgiancakBacillus subtilisuygulanaraltlikta bulunmanstir.

21. gin sonuglarina goacillus subtilisuygulanan altlikta fungus ve bakteri sayimlari kolet gore

daha dgik bulunmgtur. Ancak 21. glndeBacillus subtilis uygulanan altliktaBacillus subtilis
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bulunamany, kontrole gére yakkak bir mertebe daha dilk bakteri saptanrmstir. Yine 25 g numunede

yapilan sayimlard&almonellaspp. Kontrolde v@acillus subtilisuygulanaraltlikta bulunmugtur.

Elde edilen bu sonuBacillus subtilisin diger mikroorganizmalari baskilagini gostermektedir. Ancak
deneme slresinde a#a surekli taze glbre eklergdlicin Bacillus subtilisin koruyucu etkisi azalmakta ve
diger bakteriler ortama tekrar hakim olmayaslamaktadirlar. Bu nedenle kiimes althklarir8acillus

subtilisuygulamalarinin yukarida verilen dozda 7-10 glinidéekrarlanmasi tavsiye edilebilir.

SONUCLAR

Biyosidal Uriinler Yonetme#i, RG 31.12.2009/27449, EK-A Listesindacillus subtilis veterinerlik
hijyen uriinleri (Uriin Tipi 3) kapsaminda tanimlagtm Simbiyotek AS. tarafindan izole edilerek
gelistirilen Bacillus subtilisKkUEN 1581 sgundan elde edilen, en az 2°1ROB/g canli hiicre iceren
formulasyonun canlilik ve etkinlik denemeleri yapitir.

Bacillus subtilisdogal ortamda sicaklik, nem, U¥inlari gibi kaullardan ¢cok az etkilenmekte, cargihi
koruyabilmekte ve ancak yikanarak ortamdan uzakibilmektedir.

Havasiz ve havall ortamlarda yapilan denemd@acillus subtilisin althk malzemelerindeki fungus ve
diger bakterileri baskilagini gostermektedir. Bundan ¢ka altliklarda koti koku ve pH derleri
azalmakta, asitlik artmaktadir. Boylece hayvanrzddarinda daha ghkli kosullar saglanabilmektedir.
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