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Bacillus subtilis iceren Kiif ve Bakterilere karsi Korucu Biyosidal Uriin
Sems Yonsel. Simbiyotek A.S.

OZET

Bacillus subtilis, Biyosidal Uriinler Yonetmeligi, RG 31.12.2009/27449, EK-A
Listesinde, veterinerlik hijyenine yonelik iiriinler (Uriin Tipi 3) kapsaminda tanimlanmis
bir biyosidaldir. Simbiyotek A.S. tarafindan izole edilen Bacillus subtilis KUEN 1581
susu ile en az 2 10° KOB/g canli hiicre iceren bir formiilasyon gelistirilmistir. Bacillus
subtilis KUEN 1581 dogal ortamda sicaklik, nem, UV 1sinlar1 gibi kosullardan ¢ok az
etkilenmekte, canliligim  koruyabilmekte = ve ancak yikanarak ortamdan
uzaklastirilabilmektedir. Havasiz ve havali ortamlarda yapilan denemeler Bacillus
subtilis’in hayvan barinaklarinin altlik malzemelerindeki fungus ve diger bakterileri
baskiladigin1 gostermektedir. Bacillus subtilis uygulamalar ile altliklarda kotii koku ve
pH degerleri azalmakta, asitlik artmakta ve hayvan barinaklarinda daha saglikli kosullar
saglanabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Bacillus subtilis, biyosidal iiriin, hayvan barmaklari, altlik

SUMMARY

Bacillus subtilis is a biocidal agent of Product-type 3: Veterinary hygiene biocidal
products, according to DIRECTIVE 98/8/EC concerning the placing of biocidal products
on the market. A Bacillus subtilis strain isolated by Simbiyotek A.S. and stored at
KUKENS Culture Collection Centre as KUEN 1581 is used to develop a formulation
with at least 2 10° CFU/g living cells. Bacillus subtilis KUEN 1581 is hardly effected by
heat, moisture or UV in natural habitats, but can easily be removed by washing with
water. Tests run in aerobic and anaerobic conditions show that Bacillus subtilis can
repress fungi or other bacteria in bedding materials. Bad odours are eliminated and pH
value is decreased so that better health conditions in animal housings can be achieved.
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GIRiS

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis Bacillaceae familyasimin Bacillus cinsine ait toprak, su, hava ve
cliriiyen bitki artiklarindan izole edilen ve her yerde bulunabilen bir bakteridir. Gram-
pozitif, ¢iiriik¢ciil bakteri Bacillus subtilis dogadaki besin dongiisiine katkida bulunur.
Biiyiime genellikle oksijen olan ortamlarda olmasina ragmen nitrat varliginda havasiz
ortamlarda da gerceklesebilir. Sicak ve kurak evrelerde Bacillus subtilis endosporlar
olusturarak canliligin1 koruyabilir. Endosporlar 1s1, 151k, donma, kuruma, radyasyon gibi
fiziksel faktorlere, dezenfektanlar ve kimyasal maddelere, mekanik etkilere karsi cok
dayanikhidir. Bacillus subtilis dogada genellikle spor formunda bulunur; ortam sartlari
uygunsa ¢imlenerek vegetatif forma gecer ve bilyiimeye baglar. Biiylime evresindeki
metabolik faaliyetler siiresince Bacillus subtilis ¢esitli maddeler ve enzimler salgilar. Bu
maddelerle Bacillus subtilis ortamdaki diger mikroorganizmalar1 baskilayarak mevcut
besin maddelerinden kendisi yararlanir ve ¢evresine hakim olur. Bu nedenle. Bacillus

subtilis uzun yillardir gida, yem ve tarim sanayinde kullanilmaktadir.

Yonetmeliklerde Bacillus subtilis
Bacillus subtilis iilkemizde ve Avrupa Birliginde gecerli c¢esitli yonetmeliklerde

kullanimina izin verilmis bir mikroorganizmadir:

* YEM KATKI VE PREMIKSLERIN URETIMI, ITHALATI, IHRACATI, SATISI VE
KULLANIMI HAKKINDA TEBLIG, RG 18.12.2002, EK-U Mikroorganizmalar
EU COUNCIL DIRECTIVE 70/524 of 23 November 1970, Concerning additives in

feeding-stuffs, Annex 1 Micro-organisms

* TARIMDA KULLANILAN ORGANIK, ORGANOMINERAL GUBRELER VE
TOPRAK DUZENLEYICILER ILE MIiKROBIYAL, ENZIM ICERIKLI VE DIGER
URUNLERIN URETIMI, ITHALATI VE PIYASAYA ARZINA DAIR
YONETMELIK, RG 04.06.2010/27601, EK-5 Mikrobiyal giibreler



EU COUNCIL DIRECTIVE 91/414, Concerning the placing of plant protection

products on the market, Annex I

* BIYOSIDAL URUNLER YONETMELIGI, RG 31 Aralik 2009/27449, EK-A URUN
TiPI TANIMLANMIS MADDELERIN LISTESI.
EU COUNCIL DIRECTIVE 98/8, Concerning the placing of biocidal products on the

market, List of existing active substances used in biocidal products.

Bacillus subtilis’in ¢evre, bitki, hayvan ve insan saghg iizerindeki etkileri
Bacillus subtilis endiistriyel mikrobiyolojide bilhassa gida katkisi enzimler ve degisik
kimyasal maddeler iiretiminde son 20 yilda en sik kullanilan mikroorganizmalardan
biridir. Bacillus subtilis’in ¢evre, insan, hayvan, bitki ve mikroorganizmalara etkisi
ABD’de Cevre Koruma Kurumunun (EPA) 1997 yilinda ve AB’de Avrupa Komisyonu
Saglik ve Tiiketici Koruma Genel Miidiirliigiiniin 2006 yilinda yayinladiklart iki Nihai
Risk Raporunda etraflica irdelenmis ve zararli olmadig1 hitkkmii verilmistir:
1. Bacillus subtilis Final Risk Assessment, EPA, February 1997.
2. Review report for the active substance Bacillus subtilis, EUROPEAN
COMMISSION HEALTH & CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-
GENERAL, 14 July 2006

Endiistriyel mikrobiyolojide enzim ve gida iiretiminde kullanilan B. subtilis’in kiiresel
dagilimi ve toksik olmayan karakteri nedeni ile uygulama yapilan alanlarda saglik veya
cevresel etki gorillmemektedir [EC 2006]. B. subtilis’in insanlarda patojenik veya toksik
etkisi yoktur; insan viicuduna yerleserek kolonize olmaz [Edberg, S.C. 1991; EC 2006].
B. subtilis bitkiler icin patojenik degildir [Claus, D. and R.C.W. Berkeley 1986].
Hayvanlarda, B. subtilis hastalik yapan bir etmen olarak saptanmamustir [Logan, N.A.
1988]. B. subtilis dogal antibakteriyal ve antifungal maddeler tiretmektedir [Katz, E. and
A.C. Demain. 1977; Korzybski, T.,et al. 1978]. Bacillus subtilis bu 06zelliklerinden

dolay1 gida, hayvancilik ve tarim sektorlerinde kullanilmaktadir.



Bacillus subtilis iceren iiriinler

Bacillus subtilis, yem yonetmeliklerine gore ruhsatl iiriinlerde probiyotik yem katkisi
olarak kullamlmaktadir. B. subtilis tarim sektOriinde biyokontrol ajani olarak cesitli
fungal bitki patojenlerine kars1 kullanilmaktadir [McKeen C.D.et al., 1986,[Kimura, N.
and S. Hirano. 1988, Loeffler W. et al., 1986)].

Gida teknolojisinde kullanilan bircok enzim Bacillus subtilis’ten elde edilmektedir.
Bundan bagska dogal Bacillus kiiltiirleri soya sosu iiretiminde kullanilmaktadir: [Codex

Alimentarus, CODEX STAN 298R-2009, Standard for fermented soybean paste].

Biyosidal Uriinler Yonetmeligi, EK-A Listesinde Bacillus subtilis veteriner hijyenine
yonelik biyosidal iiriinler (Uriin Tipi 3) kapsaminda tanimlanmistir. AB iilkelerinde
ruhsatli olan bu tiir iirlinler hayvan barinaklarindaki zemin ve altliklarda kompost
siireclerinin iyilestirilmesi, koku giderimi, amonyak emisyonlarinin azaltilmasi, patojen
mikroorganizmalarin baskilanmasi, hayvanlar i¢in daha saglikli bir ortam olusmasi

amaci ile kullanilmaktadir (www.cobiotex.fr).

Bacillus subtilis KUEN 1581

Simbiyotek A.S. tarafindan dogadan izole edilip KUKENS (1.U. istanbul Tip Fakiiltesi
Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlar1 Merkezi) Katalogunda KUEN 1581 numarasi
ile kayit altina alinan bir Bacillus subtilis susu kullanilarak hayvan barinaklarinda zemin

ve altliklarin kalitesini iyilestiren biyosidal bir iiriin gelistirilmistir.

MATERYAL VE METOT
Bakteri canli hiicre saymmm
Bakteriler i¢in Plate Count Agar (PCA) ortami kullamilmistir [U.S. Food and Drug
Administration, Chapter 3 Aerobic Plate Count, January 2001]. 1 L steril suya; 5 g
Tryptone, 2,5 g maya oOziitli, 1 g Dekstroz, 15 g Agar tartilir, kaynar suda eritilir,
otoklavda 121°C’de 30 dakika steril edilir, 50°C’ye sogutulur ve petrilere dokiiliir.

Sayim amaclh yapilan ekimlerde, her bir petriye uygun seyreltilen 100 mL o6rnek



koyularak cam bagetle yayilir. PCA petrileri 30-37 “C'de 48-72 saat inkiibe edilir;

inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde olusan koloniler sayilir ve hesaplanir.

Bacillus subtilis, petrilerdeki kolonilerin 6zgiin morfolojisine gore tanimlanmustir.
Salmonella spp. tayini T.C.Tarim ve Koyisleri Bakanligi Bursa Gida Kontrol ve Merkez
Arastirma Enstitiisiinde, BAM 2002, 2007 metoduna gore yaptirilmistir.

Fungus canli hiicre sayim

Funguslar i¢in Potato Dextrose Agar (PDA) ortami kullamilmistir [DIFCO Manual, p:6].
Koloni sayiminda PDA ortamina, %0,15 Safra tuzu [S.Topal, M., Batum ve ark..
Turkish Journal of Biology, 24: 79-93, 2000] ve 100 mg/mL Oxytetracycline [Selective
Mikrobiology for Food & Dairy Laboratories, OXOID, p30] ilave edilir. PDA petrileri
26-28 °C'de 48-72 saat inkiibe edilir [Topal, S. ve ark. Turkish Journal of Biology, 24:
79-93, 2000], inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde olusan koloniler sayilir ve

hesaplanir.

Ornek hazirlama
Altlik v.b. malzemelerden alinan ornekler kiiciik parcalara boliinerek tampon c¢ozeltisi
icine verilir, sallayicida karistirildiktan sonra uygun seyreltmeler yapilarak PCA/ PDA

besi ortamlarina yayma yontemi ile ekim yapilir

Koku paneli

Orneklerin kokusunu sayisal bir degere doniistiirmek igin 5 kisilik panel uygulamasi
yapilmis, en iyi koku 1 ve en kotii koku 6 ile degerlendirilerek skala olusturulmugtur.
Orneklerin ambalaji acildiktan hemen sonra panele katilan kisiler materyali koklamus,

degerlendirmis ve degerlerin ortalamas: alinmistir.

Fermentasyon ve formiilasyon
Simbiyotek A.S. tarafindan yiiriitilen bir TUBITAK-TEYDEB KOBI Ar-Ge Destek

Programi Projesi kapsaminda Bacillus subtilis ile laboratuvar boyutunda fermentasyon



protokolleri ¢alisildiktan sonra pilot boyutta (50 L) fermentasyonlar yapilmis ve boyut
biiyiitme asamasina gegilmistir. Uretim boyutunda (8000 L) yapilan fermentasyonlarda
optimum iiretim protokolleri saptanmus, hedeflenen asgari canli hiicre adedi 10°
KOB/mL ve % 80 spor oranina erisilmistir. Gelistirilen formiilasyonla yapilan raf 6mrii
testlerinde oda sicakliginda 6 ay siirede %50’den daha az canli hiicre kayb1 (KOB/mL)

oldugu saptanmustir.

Asgari 2 10° KOB/g Bacillus subtilis sporu iceren sivi formiilasyon ¢esitli denemelerde
kullanilmig, dogada canlihik ve kullanilacagi ortamlarda etkinlik parametreleri

sianmistir.

ETKINLIK DENEMELERI

1. Ongoriilen kullamim alanlar1 ve uygulama metodlar
Hayvan barinaklarinda zemin ve altliklarda giibre birikmesi kotii koku, amonyak
emisyonu, patojen mikroorganizmalarin cogalmasi gibi hayvan sagligin1 bozucu
sorunlara yol agcmaktadir. Bacillus subtilis zemin ve altliklarda kiif ve bakterilere karsi

koruyucu, pH diisiiriicii ve amonyak emisyonunu azaltici olarak kullanilabilir.

Bacillus subtilis sporlar1 uygulandiktan sonra ortamda hizla cimlenir ve cogalir.
Bacillus’un metabolik faaliyeti neticesinde pH degeri azalir ve amonyumun amonyak
gaz1 formuna doniistiigi pH degerinin altina inilerek amonyak emisyonu engellenir.
Boylece kotii kokuda azalma olur. pH degerinin azalmasi ve Bacillus subtilis’in Urettigi
bakteriyositlerle bircok patojen mikroorganizma baskilanir, kiiflerin  gelismesi

engellenir. Ortam hayvanlarin saglikli yasamalarina daha elverisli bir hale gelir.

Hayvan barinaklarinda zemin veya cisimlerin yiizeylerine asgari 2 10° KOB/g Bacillus
subtilis sporu iceren formiilasyon %2 oraninda suyla seyreltilerek hazirlanan ¢ozelti
yiizeyi kaplayacak sekilde fircalama, piiskiirtme, veya daldirma yontemi ile

uygulanabilir.



Hayvan barmnaklarinda altliklar i¢in 1 L, asgari 2 10° KOB/g Bacillus subtilis sporu

iceren formiilasyon, 10 L su ile seyreltilir, 250-500 m” alana puskiirtiilerek uygulanabilir.

2. Bacillus subtilis in vivo stabilite testleri
Bacillus subtilis’in giines, yagmur, v.s. gibi iklim kosullarina maruz birakildiginda ne
kadar siire canl kaldigin1 saptamak amaciyla deney yapilmistir. Deney bitkisi olarak
Ortanca secilmistir. Bunun sebebi yaprak yiizeyinin diiz, genis ve sik sik numune
alinmas1 gerektigi icin yeterli yaprak sayisina sahip olmasidir. Alinan Orneklerden

yapilan sayimlar KOB/g olarak hesaplanmistir.

Uygulamaya baslamadan 6nce yaprak numunelerinde bakteri sayimi yapilmis ve 1,3 10°
KOB/g degeri bulunmustur. Uygulamada 3 10° KOB/g Bacillus subtilis iceren
formiilasyon %2 oraninda suya karistirilmis, yapraklara piiskiirtiilerek uygulanmistir.
Uygulama sonucunda yapraklarda 6-9 10° KOB/g mertebelerinde Bacillus subtilis
bulunmustur. Bu degerler hedeflere uygundur. Uygulama yapilan bitkilerden belirli

araliklarla bakteri sayimi icin numune alinmustir.

Sekil 1, 105 giin siiren denemenin sonuglarini vermektedir. Sekilde denemenin yaklagik
20., 50. ve 100. giinlerinde Bacillus subtilis sayilarinin yaklasik birer mertebe diistiigii
goriilmektedir. Denemenin yapildig: siirenin meteorolojik verileri (yagis, sicaklik, riizgar
v.d.) bu gozlemlerle karsilastirilmis ve yagmurun etkili oldugu saptanmistir. Sekilde
giinlilk yagis verileri de verilmistir. Deneme siiresinde ii¢ kez ani ve etkili yagislar
goriilmiis, yagis miktarlar1 giinde 12 mm’ye ulagsmistir. Bu saganaklardan sonra yapilan

analizlerde Bacillus subtilis sayimlarinin yaklasik bir mertebe diistiigii saptanmustir.

Yagis etkisinin olmadigi sera ortaminda bugday bitkisinde bir deneme yapilmustir.
Bugday yapraklarina Bacillus subtilis formiilasyonu %?2 oraninda suyla seyreltilerek
hazirlanan ¢ozelti piiskiirtiilerek uygulanmigtir. Yapraklarda yapilan analizler, Bacillus
subtilis sayilarmin 2 aylik siirede aymi mertebede (5-6 10° KOB/g) kaldigini
gostermektedir (Sekil 2).



Sonug olarak Bacillus subtilis sicaklik, nem, UV 1ginlar1 gibi ortam kosullarindan cok az

etkilenmekte  ve  canliligim  koruyabilmekte  ancak  yikanarak  ortamdan

uzaklastirilabilmektedir.
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Sekil 1 Ortanca yapraklarinda Bacillus subtilis in vivo canlilik denemesi
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Sekil 2 Sera ortaminda bugday yapraklarinda Bacillus subtilis in vivo canlilik denemesi



3. Havasiz ortamda althk materyaline Bacillus subtilis uygulamasi
Hayvan barmnaklarindaki althik materyalinde bakteri faaliyeti ve sikismadan Otiirii
oksijensiz bolgeler olusabilmektedir. Havasiz ortamda meydana gelen metabolik
faaliyetlerde amonyak agiga c¢ikar ve kotii kokulu gazlar olusur. Bacillus subtilis’in

havasiz ortamlarda etkinligini incelemek i¢in denemeler yapilmistir.

Islak altlik malzemesine benzetim amaci ile denemede taze bigilmis ot kullanilmistir. 5
mL, 3 10° KOB/g Bacillus subtilis iceren formiilasyon 500 mL suya tamamlanmis ve
2’ser kg ot materyaline piskiirtiillerek uygulanmistir. Kontrole aym miktarda su
piiskiirtiilmiistiir. Ornekler 2’ser kg olarak ayr1 ayri plastik torbalara doldurulmus ve
sikica sarilarak paketlenmistir. Kisa siire sonra igerisinde havasiz bir ortam olusan
paketler ortam sicakliginda saklanmis, belirli giinlerde birer paket acilarak

mikrobiyolojik analizler ve 1 N NaOH ile asit titrasyonu yapilmistir.

Althk, havasiz ortam
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Sekil 3 Havasiz ortamda Kontrol ve Bacillus subtilis uygulanan altlik paketlerinde

bakteri ve fungus sayimlari ve asitlik degerleri



Althik, havasiz ortam
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Sekil 4 Havasiz ortamda Kontrol ve Bacillus subtilis uygulanan altlik paketlerinde koku

olusumu

Kontrol althk paketlerindeki fungus sayimlari deneme siiresince Bacillus subtilis
uygulanan Orneklere nazaran yaklasik 10 misli daha yliksek degerlerde seyretmistir.
Ayn sekilde bakteri sayimlar1 da kontrolde yaklasik 2 misli daha yiiksek bulunmusgtur.
Bacillus subtilis uygulanan orneklerdeki asitlik deneme sonunda kontrole gore 3 misli
daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglara gore Bacillus subtilis havasiz ortamda fungus

ve diger bakterileri baskilamaktadir (Sekil 3).

Kontrol paketlerindeki altlik materyali deneme siiresi ilerledik¢e daha kotii kokular
olusturmus, Bacillus subtilis uygulanan paketlerin kokusu ise deneme sonuna dogru
daha hos olmustur. Bacillus subtilis havasiz ortamlarda laktik asit {ireten bakterilerin
gelisimini desteklemektedir. Bacillus subtilis uygulamasinda oOlgiilen yliksek asitlik

degerleri de bu olgunun bir kanitidir.



4. Kiimes althginda Bacillus subtilis uygulamalari

Kavuz ve celtik tiirii kiimes altliklarina uygulanan Bacillus subtilis’in bu ortamlarda
olusan kiif ve bakterilerin {izerindeki etkilerini arastirmak hedefi ile Adapazar

bolgesinde bir iiretici kiimesinde denemeler yapilmustir.

Denemede 2 10° KOB/g Bacillus subtilis iceren 1 L formiilasyon 10 L su ile
seyreltilmis, yaklasik 400-500 m” kiimes althigma piiskiirtiilerek uygulanmustir. Kontrole
ayn1 miktarda su piiskiirtiilmiistiir. Uygulamalardan sonra kiimeslere tavuklar alinmis ve
deneme baglamistir. Analiz Parametreleri: koku, pH, mikroorganizma sayimlari ve tiir
tayinleridir (Bacillus subtilis, Salmonella sp., diger bakteriler ve fungus). Ornekler

uygulamadan sonraki 7. ve 21. giinlerde alinmustir.

Kiimes Althgi, Adapazari
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Sekil 5 Kontrol ve Bacillus subtilis uygulanan kiimes altliklarinda koku ve pH seyri

Kotii koku deneme siiresince artmustir. Kontrol keskin bir kokuya sahipken, Bacillus
subtilis uygulanmis altlik daha az kokmaktadir. pH degerleri Bacillus subtilis uygulanan
altlikta kontrole gore daha diisiiktiir (Sekil 5).



Kumes Althgi, Adapazari
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Sekil 6 Kontrol ve Bacillus subtilis uygulanan kiimes altliklarinda bakteri ve fungus

sayimlari.

Tablo 1 Kiimeste Kontrol ve Bacillus subtilis uygulanan altliklarda Fungus, Bacillus

subtilis, Salmonella spp.ve diger bakteriler [KOB/g]

Uygulama Giin| Fungus Bakteri Iizzltzztss Salz(o)rltge/léc;;p p:
Kontrol 7. Giin| 1,0 10® 3,510" - Var
Bacillus subtilis 7. Giin| 5,7 10° - 1,510" Yok
Kontrol 21. Giin| 9,0 10’ 1,2 10" - Var
Bacillus subtilis  21. Giin| 1,5 10’ 9,110° - Var

Sekil 6 ve Tablo 1°‘de verildigi gibi denemenin 7. giiniinde Bacillus subtilis uygulanmis
altikta bakteri ve fungus sayilar1 kontrole gore daha dusiiktiir. Bacillus subtilis
uygulanan althikta sadece Bacillus subtilis bulunmus, diger bakteriler tespit
edilememistir. 25 g numunede yapilan sayimlarda Salmonella spp. Kontrolde bulunmus

ancak Bacillus subtilis uygulanan altlikta bulunmamustir.



21. giin sonuglarina gore Bacillus subtilis uygulanan altlikta fungus ve bakteri sayimlari
kontrole gore daha diisiik bulunmustur. Ancak 21. giinde Bacillus subtilis uygulanan
altlikta Bacillus subtilis bulunamamis, kontrole gore yaklasik bir mertebe daha diisiik
bakteri saptanmustir. Yine 25 g numunede yapilan sayimlarda Salmonella spp. Kontrolde

ve Bacillus subtilis uygulanan altlikta bulunmustur.

Elde edilen bu sonu¢ Bacillus subtilis’in diger mikroorganizmalar1 baskiladigini
gostermektedir. Ancak deneme siiresinde althiga siirekli taze giibre eklendigi i¢in
Bacillus subtilis’in koruyucu etkisi azalmakta ve diger bakteriler ortama tekrar hakim
olmaya baslamaktadirlar. Bu nedenle kiimes altliklarinda Bacillus  subtilis

uygulamalarinin yukarida verilen dozda 7-10 giinde bir tekrarlanmasi tavsiye edilebilir.

SONUCLAR

Biyosidal Uriinler Yonetmeligi, RG 31.12.2009/27449, EK-A Listesinde Bacillus
subtilis, veterinerlik hijyen iiriinleri (Uriin Tipi 3) kapsaminda tanimlanmistir.
Simbiyotek A.S. tarafindan izole edilerek gelistirilen Bacillus subtilis KUEN 1581
susundan elde edilen, en az 2 10° KOB/g canli hiicre iceren formiilasyonun canhilik ve

etkinlik denemeleri yapilmigtir.

Bacillus subtilis dogal ortamda sicaklik, nem, UV isinlar1 gibi kosullardan c¢ok az
etkilenmekte, canliligim  koruyabilmekte = ve ancak yikanarak ortamdan

uzaklastirilabilmektedir.

Havasiz ve havali ortamlarda yapilan denemeler, Bacillus subtilis’in althk
malzemelerindeki fungus ve diger bakterileri baskiladigim gostermektedir. Bundan
bagka altliklarda kotii koku ve pH degerleri azalmakta, asitlik artmaktadir. Boylece

hayvan barinaklarinda daha saglikli kosullar saglanabilmektedir.
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