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ÖZET

Bu çalışmada, rasyona ilave edilen kekik ve anason yağları ile antibiyotiğin, broylerlerde toplam sekal koliform bakteri sayısı üzerine olan etkileri araştırılmıştır. Araştırmada hayvan materyali olarak günlük yaşta toplam 110 adet Ross–308 etlik civciv kullanılmıştır. Rasyonlara ilave edilen esans yağlar ve antibiyotik araştırma gruplarını oluşturmuştur. Buna göre, hiçbir katkı maddesi katılmayan grup Kontrol grubunu, 10 mg/kg avilamisin katılan grup Antibiyotik, 100 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 100, 200 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 200, 400 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 400, 100 mg/kg anason yağı katılan grup Anason 100, 200 mg/kg anason yağı katılan grup Anason 200, 400 mg/kg anason yağı katılan grup Anason 400, 100 mg/kg kekik+anason yağı katılan grup Kekik+Anason 100, 200 mg/kg kekik+anason yağı katılan grup Kekik+Anason 200 ve 400 mg/kg kekik+anason yağı katılan grup Kekik+Anason 400 grubunu oluşturmuştur. Deneme 35 gün sürmüştür. En yüksek koliform bakteri sayısı kontrol grubunda (8.57 kob/g) tespit edilirken, bunu Kekik 100 (8.51 kob/g), Kekik 200 (7.78 kob/g), Anason 100 (7.17 kob/g), Kekik + Anason 100 (7.07 kob/g), Kekik 400 (6.95 kob/g) ve Anason 200 (6.95 kob/g), Kekik+Anason 200 (6.94 kob/g), Anason 400 (6.90 kob/g) ve Antibiyotik grubu (6.90 kob/g) ile Kekik+Anason 400 (6.69 kob/g) grupları izlemiştir (p<0.01). Sonuç olarak, broylerlerde antibiyotiklerin yerine  doğal ve güvenli antimikrobi-yel etkili katkı maddeleri olarak kekik ve anason yağlarının kullanılabilecekleri kanaatine varılmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Kekik, Anason, Antibiyotik, Koliform Bakteri, Broyler.
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THE EFFECT OF THYME AND ANISE OILS AND ANTIBIOTIC ON TOTAL CECUM COLIFORM BACTERIA NUMBER

ABSTRACT

In this study, the effect of thyme and anise oils and antibiotic on total cecum coliform bacteria was investigated in broilers. A total of 110 broilers (Ross-308) at the age of one day were used (each group include 10 broilers). The essential oils and antibiotic added the diets constituted the basis of the experimental groups. These groups were as follow: Control group (no added antibiotic, thyme and anise oils) 10 mg/kg avilamycin added was Antibiotic, 100 mg/kg Thyme oil added was Thyme 100,  200 mg/kg Thyme oil added was Thyme 200,  400 mg/kg Thyme oil added was Thyme 400, 100 mg/kg Anise oil added was Anise 100, 200 mg/kg Anise oil added was Anise 200, 400 mg/kg Anise oil added was Anise 400, 100 mg/kg Thyme+Anise oil added was Thyme+Anise 100, 200 mg/kg Thyme+Anise oil added was Thyme+Anise 200, 400 mg/kg Thyme+Anise oil added was Thyme+Anise 400 group with corresponding inclusion levels. Experiment carried out 35 day. The highest total cecum coliform bacteria number was found in control group (8.57 cfu/g) followed by Thyme 100 (8.51 cfu/g), Thyme 200 (7.78 cfu/g), Anise  100 (7.17 cfu/g), Thyme+Anise 100 (7.07 cfu/g), Thyme 400 and Anise 200 (6.95 cfu/g), Thyme+Anise 200 (6.94 cfu/g), Antibiotic and Anise 400 (6.90 cfu/g), and Thyme+Anise 400 group (6.69 cfu/g)  (p<0.01). The results show that, thyme and anise oils may be use as a potential natural and safe antimicrobial supplement for poultry.
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1.GİRİŞ

Broyler beslemede en kısa sürede, en az yemi tüketerek, en yüksek canlı ağırlık hedeflenmektedir. Hedef canlı ağırlığa en kısa sürede ulaşabilmek için broyler yemlerinde enerji, protein ve diğer besin maddelerinin dengeli tutulmasının yanı sıra verim arttırıcı çeşitli yem katkı maddeleri de kullanılmak-tadır.

Verim arttırıcılar iki amaca yönelik olarak kullanılırlar. Birinci amaç, sindirim sisteminde has-talıkların kaynağını oluşturan ve gıda zinciri ile in-sanları da tehdit edebilen Salmonella ve Koliform grubu gibi bazı patojen mikroorganizmaların hay-vanların sindirim sisteminde üremelerine engel ol-maktır. İkinci amaç ise hayvanların sindirim kanalı populasyonunu olumlu mikroorganizmalar lehine çevirerek, konakçının yemdeki besin maddelerinden en yüksek düzeyde faydalanabilmesini sağlamaktır. Günümüzde verim arttırıcı yem katkı maddeleri ola-rak antibiyotikler başta olmak üzere probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler ve biyostimülatörler kullanılmaktadır (Nir, 2000; Yavuz, 2001). 

Antibiyotik kullanımı ile bunların antimikro-biyel özelliklerinden faydalanmak ve sindirim siste-mindeki patojen mikroorganizmaların yok edilmesi amaçlanmaktadır. Bu şekilde sindirim sisteminde, sindirim ve sağlık açısından daha uygun bir mikro-floranın oluşması hedeflenmektedir (Schaedler, 1973).  Büyütme faktörü olarak antibiyotiklerin yo-ğun bir şekilde kullanılması ile dirençli bakteri suş-larına rastlanması, bu suşlardan insanlarda hastalık yapabilenlerin tedavi amaçlı kullanılan antibiyotik-lere de çapraz direnç kazanması endişelerinin ortaya çıkması nedeniyle Avrupa Birliği ülkelerinde büyüt-me faktörü olarak antibiyotiklerin çoğunun kullanıl-ması yasaklanmıştır. Bu antibiyotikler 30 Eylül 1999 tarihinde ülkemizde de yasaklanmıştır (Özcan, 2001). Ülkemizde ve Avrupa Birliğinde 2006 yılına kadar sadece 4 antibiyotiğin (avilamisin, flavofos-folipol, salinomisin, monensin) büyütme faktörü olarak kullanımına izin verilmiştir. Dolayısıyla araş-tırıcılar son yıllarda büyütme faktörleri olarak anti-biyotiğe alternatif yeni yem katkı maddelerine yö-nelmişlerdir. Bu bağlamda, eskiden beri halk arasın-da çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılan aroma-tik bitkiler ve ekstraktları araştırmacıların dikkatini çekmiş ve bu bitkilerin hayvanlar üzerine olan etki-lerinin belirlenmesine yönelik çalışılmalar artmıştır. Rasyona katılan esans yağlar, antimikrobiyel özel-likleri ve sindirim sistemindeki mikroflora üzerine olan olumlu etkilerinden dolayı büyümeyi artırıcı et-ki göstermektedir. Çünkü esans yağlarda bulunan aktif maddeler barsaklardaki patojen mikroorganiz-malara karşı güçlü inhibe edici etki göstererek, sin-dirim ve sağlık açısından uygun bir mikrofloranın oluşmasına büyük katkı sağlamaktadırlar. Ayrıca, aromatik bitkiler ve ekstraktlarının doğal ve güvenli maddeler olduğu kabul edilmektedir (Ball, 2000).

Aromatik bitki ve ekstraktlarının antimikrobi-yel etkilerinin belirlenmesi amacıyla in vitro şartlar-da birçok araştırma yapılmasına rağmen, söz konusu bitkisel ürünlerin hayvanların sindirim sistemi mik-roflorası ve performans parametreleri üzerine etkile-ri konusunda tatmin edici sayıda bilimsel veri bu-lunmamaktadır. Bu çalışmada, ülkemiz bitkisel flo-rasında da yaygın olarak bulunan kekik ve anason gibi aromatik bitkilerden elde edilen esans yağların kanatlı yetiştiriciliğinin ve halk sağlığının en büyük sorunlarından biri olan nekrotik enteritis etkeni E. coli gibi patojen mikroorganizmaların da içinde bulunduğu koliform grubu bakteriler üzerine olan etkisini belirlemek amacıyla farklı dozlarda kekik ve anason yağlarının ayrı ayrı ve birlikte rasyona katıl-masının broylerlerde toplam sekal koliform bakteri sayısı üzerine olan etkisi araştırılmıştır. 

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Hayvan Materyali: Araştırmada hayvan mater-yali olarak piyasadan satın alınan günlük yaşta top-lam 110 adet Ross-308 etlik civciv kullanılmıştır. 

2.2. Yem Materyali: Araştırmada mısır-soya esası-na dayalı etlik piliç başlatma, geliştirme ve bitirme rasyonları kullanılmıştır (Tablo 1). Araştırmada kul-lanılan kekik ve anason yağları (%85-90 yoğunluk-ta) özel bir işletmeden (Özdrog A.Ş., Hatay) sağlan-mıştır. Antibiyotik olarak, etken maddesi avilamisin olan Kavilamycin (Kartal Kimya, İstanbul) isimli ürün kullanılmıştır.  

2.3. Metot: Araştırma 11 grup ve her grupta 2 alt grup olacak şekilde tesadüf blokları deneme düzeni-ne göre, Fırat Üniversitesi Veteriner Fakültesi Hay-van Besleme ve Beslenme Hastalıkları Anabilim Dalına ait araştırma kümesinde yürütülmüştür. Koli-form sayımı ise aynı fakültenin Besin Hijyeni Ana-bilim Dalı laboratuarında yapılmıştır.

Rasyonlara ilave edilen esans yağlar ve anti-biyotik araştırma gruplarını oluşturmuştur. Buna gö-re, hiçbir katkı maddesi katılmayan grup Kontrol grubunu, 10 mg/kg avilamisin katılan grup Antibi-yotik, 100 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 100 , 200 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 200, 400 mg/kg kekik yağı katılan grup Kekik 400, 100 mg / kg anason yağı katılan grup Anason 100, 200 mg/kg anason yağı katılan grup Anason 200, 400 mg/kg anason yağı katılan grup Anason 400, 100 mg/kg kekik+anason yağı katılan grup Kekik+Anason 100 , 200 mg/kg kekik+anason yağı katılan grup Kekik + Anason 200 ve 400 mg/kg kekik+anason yağı ka-tılan grup Kekik+Anason 400 grubunu oluştur-muştur. Rasyonlar günlük olarak hazırlanmış ve rasyona ilave edilen antibiyotik ve esans yağlar ho-mojen bir şekilde karıştırıldıktan sonra hayvanların tüketimine sunulmuştur. Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak verilmiştir.

Araştırmada, hayvanlara verilen yemlerde ku-ru madde, ham kül, organik madde, ham protein ve ham yağ düzeyleri A.O.A.C. (2000)'de verilen yön-temlerle, ham selüloz miktarı Crampton ve Maynard (1983)'a göre tespit edilmiştir.

Günlük yaşta kümese getirilen civcivler üç gün bir arada barındırıldıktan sonra, tesadüfi dağıtı-lıp tartılarak grup başlangıç canlı ağırlıkları eşit ola-cak şekilde 11 gruba ayrılmış ve her grup da beşerli 2 alt gruba ayrılmıştır. Deneme süresince ‘23 saat aydınlık 1 saat karanlık’ aydınlatma programı uygu-lanmıştır. Deneme 35 gün sürmüş ve deneme süre-since hiçbir ölüm vakası olmamıştır. Denemenin sonunda her gruptan 8 hayvan kesilerek toplam sekal koliform bakteri sayısına bakılmıştır.

2.4. Mikrobiyolojik Çalışmalar: Toplam koliform bakteri sayısı Arda (1985)’nın bildirdiği yönteme göre yapılmıştır. Buna göre, denemenin 35. gününde her gruptan 8 hayvan kesilerek steril Stomacher poşetine sekumdan alınan içerik hassas terazide tartılıp 1:10 süspansiyon (w/v) verecek şekilde steril % 0,1 peptonlu su ile homojenize edilmiş ve aynı sulandırma sıvısı ile 10-8 basamağına kadar seri dilüsyonlar hazırlanmıştır. Bu sulandırmalardan ge-nel besi yerlerine dökme plak tekniğine göre ekim yapılmıştır. Toplam koliform bakterilerinin sayımın-da Violet Red Bile agar (Merck) kullanılmıştır. Ekimi yapılan petri plakları 37±1oC’de 24 saat inkübe edildikten sonra laktoz pozitif koloniler sayılmıştır.

2.5. İstatistiksel Analizler: Çalışmada elde edilen bulgular Tesadüf Blokları Deneme Desenine göre Varyans analizine tabi tutulmuş ve gruplar arası farkın önemlilik derecesi ise Duncan çoklu karşılaş-tırma testi ile tespit edilmiştir. Bu amaçla, SPSS (1999) paket programı kullanılmıştır.

Tablo 1. Rasyonun Kompozisyonu Ve Kimyasal Bileşimi, g/kg

	Yemler
	0–21.

günler
	21-28.

günler
	28-35. günler

	Mısır
	424.1
	472.4
	454.9

	Buğday
	200.0
	200.0
	200.0

	Soya küspesi (44 HP)
	250.0
	15.4
	122.0

	Tam yağlı Soya
	15.5
	175.0
	100.0

	Bitkisel yağ
	11.2
	12.5
	24.7

	Balık unu
	70.0
	100.0
	74.0

	DCP
	9.3
	5.8
	4.4

	Mermer tozu
	9.0
	8.0
	9.2

	NaHCO3
	2.0
	2.0
	2.0

	Tuz
	0.6
	0.6
	0.6

	DL-Metiyonin
	2.3
	2.3
	2.5

	L-Lizin
	0.5
	0.5
	0.2

	Kolin
	0.5
	0.5
	0.5

	Vitamin Premiks *
	2.5
	2.5
	2.5

	Mineral Premiks**
	2.5
	2.5
	2.5

	Toplam
	1000
	1000
	1000

	Analiz, %
	
	
	

	Kuru madde
	88.41
	88.31
	88.50

	Ham protein 
	22.50
	20.50
	20.0

	Ham selüloz
	3.27
	2.83
	3.01

	Ham kül
	6.35
	5.69
	6.08

	Ham yağ
	4.01
	6.57
	6.41

	Ca
	1.00
	0.96
	1.00

	P
	0.50
	0.50
	0.50

	Metiyonin
	0.66
	0.65
	0.65

	Lizin
	1.25
	1.05
	1.08

	ME, MCal/kg
	12.97
	13.59
	13.59


*Vitamin Premiks (Rovimix 124/V) 1 kg: Retinol, 7 500 IU; kolekalsiferol, 1 500 IU; tokoferol, 7 500 IU; menadione, 1.25 mg; thiamin, 0.5 mg; riboflavin, 5 mg; niasin, 35 mg; d-pantotenik asit, 10 mg; kobalamin, 0.1 mg; folik asit, 1 mg; biotin, 50 mg.  

** Mineral Premiks (Remineral CH ) 1 kg: Mn, 40 mg; Fe, 12.5 mg; Zn, 25 mg; Cu, 3.5 mg; iodine, 0.15 mg; Se, 0.75 mg; kolin klorit, 175 mg.

3. BULGULAR

Rasyona ilave edilen aromatik bitki yağları ile antibiyotiğin toplam sekal koliform bakteri sayısı üzerine olan etkisi tablo 2’de sunulmuştur.

Toplam sekal koliform sayısı, Kekik 100 gru-bu hariç tüm deneme gruplarında kontrol grubuna göre daha düşük bulunurken, dozun artmasına para-lel olarak esans yağların antimikrobiyel etkileri art-mıştır.

Tablo 2. Rasyona Katılan Kekik ve Anason Yağları İle Antibiyotiğin Toplam Sekal Koliform Bakteri Sayısı Üzerine Etkisi, log10 kob/g (n:8)

	
	
	
	Kekik yağı, mg/kg
	Anason yağı,  mg/kg
	Kekik+Anason,  mg/kg
	

	
	Kontrol
	Antibiyotik
	100
	200
	400
	100
	200
	400
	100
	200
	400
	P

	Toplam koliform bakteri sayısı
	8.57a
	6.90d
	8.51a
	7.78b
	6.95d
	7.17c
	6.95d
	6.90d
	7.07c
	6.94d
	6.69e
	**


**: p<0.01, a,b,c,d,e: Aynı satırdaki farklı harfleri taşıyan ortalamalar arasındaki farklılıklar önemlidir.
4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Gruplarda toplam sekal koliform bakteri sayı-sı incelendiğinde (Tablo 2), en yüksek koliform bak-teri sayısı kontrol grubunda (8.57 kob/g) tespit edi-lirken bunu Kekik 100 (8.51 kob/g), Kekik 200 (7.78 kob/g), Anason 100 (7.17 kob/g), Kekik + Anason 100 (7.07 kob/g), Kekik 400 (6.95 kob/g) ve Anason 200 (6.95 kob/g), Kekik+Anason 200 (6.94 kob/g), Anason 400 (6.90 kob/g) ve Antibiyotik gru-bu (6.90 kob/g) ile Kekik+Anason 400 (6.69 kob/g) grupları izlemiştir. Görüldüğü gibi tüm deneme gruplarında kontrol grubuna göre farklı oranlarda da olsa bir düşüş söz konusudur ve bu farklılık kekik 200 grubu hariç istatistiksel olarak önemli bulun-muştur (p<0.01). Doz arttıkça esans yağların anti-mikrobiyel etkileri de artmıştır. Kekik 400, Anason 200 ve 400 ile Kekik+Anason 200 grupları antibiyo-tik grubuna benzer antimikrobiyel etki gösterirken, Kekik+Anason 400 grubunun sekal koliform bakte-riler üzerine olan antimikrobiyel etkisi antibiyotik-ten daha iyi olmuştur.  

Kekik grupları kendi aralarında değerlendiril-diğinde, ilave edilen esans yağın dozunun artmasına paralel olarak toplam koliform bakteri sayısının azaldığı görülmektedir. Rasyona 100 mg/kg düze-yinde kekik yağı ilave edildiğinde 8.51 kob/g olan toplam koliform sayısı, 200 mg/kg düzeyinde kekik yağı ilave edildiğinde 7.78 kob/g’a, 400 mg/kg dü-zeyinde kekik yağı ilave edildiğinde ise 6.95 kob/g düzeyine düşmüştür. Bunun nedeni, artan doza para-lel olarak sindirim sistemine gelen aktif madde mik-tarındaki artışın doğal bir sonucu olabilir. Nitekim, kekik yağında bulunan thymol ve carvacrol gibi aktif maddelerin antimikrobiyel etkiye sahip olduğu ve E. Coli başta olmak üzere birçok patojen mikro-organizmaya karşı etkili oldukları bildirilmiştir (Dorman ve Deans, 2000; Elgayyar ve ark., 2001; Marino ve ark., 1999; Valero ve Salmeron,2003; Burt ve Rainders, 2003). Yine, Helander ve ark. (1998)’da thymol ve carvacrol’ün E. Coli ve S. typhimurium’a karşı inhibe edici etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca, yapılan pek çok çalışmada kekik yağının E.coli, S.typhimurium, C.perfingens, S.aureus, P.aeruginosa, E.aerogenes, P.vulgaris, C.albicans, C.tropicalis, P.membranea, B.subtilis, Enterococus fesialis, (Çabuk, ve ark., 2003; Essawi, ve Srour, 2000), Penicilium digitatum (Daferera ve ark., 2000), Listeria monositogenes (Smith-Palmer ve ark., 2002), Aeromonas caviae (Abu-Ghazaleh, 2000), Lucilia merciata (Morsy ve ark., 1998), A.flavus, A. Parasiticus, A.Ocraceus, Fusarium (Montes-Belmont ve Carvajal, 1998; Soliman ve Badeaa, 2002), Ochratoxin A (Basilico ve  Basilico, 1999), E.tenella (Giannenas ve ark., 2003) gibi çok sayıda mikroorganizmaya karşı antimikrobiyel etki gösterdiği bildirilmiştir. Görüldüğü gibi, araştırma bulgularımızı destekler nitelikte kekik yağının anti-mikrobiyel etkisi yapılan çalışmalarla da net bir şe-kilde ortaya konulmuştur.

Anason yağının toplam koliform bakteri sayı-sı üzerine olan etkisi incelendiğinde, kekik grupla-rında olduğu gibi anason yağının dozunun artmasına paralel olarak toplam koliform bakteri sayısının düş-tüğü gözlenmiştir. Rasyona 100 mg/kg düzeyinde anason yağı ilave edildiğinde 7.17 kob/g olan top-lam koliform sayısı, 200 mg/kg düzeyinde anason yağı ilave edildiğinde 6.95 kob/g’a, 400 mg/kg dü-zeyinde anason yağı ilave edildiğinde ise 6.90 kob/g düzeyine düşmüştür. Ayrıca, bu düşüş aynı dozlar-daki kekik gruplarıyla karşılaştırıldığında, anason gruplarının antimikrobiyel etkilerinin kekik grupla-rına göre daha yüksek olduğu görülmektedir. Nite-kim, rasyona 100 mg/kg düzeyinde kekik yağı ilave edildiğinde 8.51 kob/g olan toplam koliform sayısı, 100 mg/kg düzeyinde anason yağı ilave edildiğinde 7.17 kob/g’a düşmüştür. Benzer durum 200 mg/kg dozlarında da söz konusudur. Ancak, doz 400 mg/ kg’a çıkarıldığında toplam koliform bakteri sayısı bakımından gruplar arasında istatistiksel düzeyde bir farklılık tespit edilmemiştir. Anasonun bu etkisi içerdiği anethole adlı aktif maddeden kaynaklana-bilir. Çünkü, yapılan çalışmalarda anethole’ün anti-bakteriyel etki göstererek (Singh ve ark., 2002; Ta-banca ve ark., 2003), C.tropicalis, P.membrane, S.cerevisiae (Çabuk ve ark., 2003), A.flavus, A.parasiticus, A.ochrsceus, fusarium (Soliman ve Badeaa, 2002) gibi mikroorganizmalara karşı etkili olduğu bildirilmiştir. 

Tablo 2 incelendiğinde, Kekik+Anason grup-larının hem kekik gruplarına göre hem de anason gruplarına göre daha yüksek antimikrobiyel etki gösterdiği görülmektedir. Bu etki doz yükseldikçe daha belirgin bir şekilde ortaya çıkmaktadır. Ayrıca, 400 mg/kg dozundaki Kekik+Anason karışımı anti-biyotik grubuna göre daha yüksek düzeyde bir anti-mikrobiyel etki göstermiştir. Yapılan çalışmalarda da, bu araştırma bulgularını destekler nitelikte, antimikrobiyel etkiye sahip esans yağların birlikte kullanılması ile antimikrobiyel özelliklerinin arttığı ve sinerjik etki göstererek  düşük dozlarda kullanıl-dıkları takdirde bile bu etkilerini gösterdikleri bildi-rilmiştir (Moleyar ve Norasimhan, 1992; Didry ve ark., 1994; Montes-Belmont ve Carvajal, 1998). Nitekim, Jamroz ve Kamel (2002) carvacrol, cinnemaldehide ve capsicum karışımının E. Coli ve Cl. Perfiringes düzeyini önemli düzeyde düşürdüğü-nü bildirmişlerdir.

Görüldüğü gibi, rasyona belli düzeylerde ila-ve edilen kekik ve anason yağları (400 mg/kg kekik yağı, 200 ve 400 mg/kg anason yağı, 200 ve 400 mg/kg kekik+anason yağı) sekal koliform bakteriler üzerine antibiyotik benzeri antimikrobiyel etki gös-termişlerdir.  Sonuç olarak, kanatlı rasyonlarında büyümeyi artırıcı katkı maddeleri olarak kullanımla-rının tamamen yasaklanması düşünülen antibiyotik-lerin yerine, doğal ve güvenli antimikrobiyel etkili katkı maddeleri olarak kekik ve anason yağlarının kullanılabilecekleri kanaatine varılmıştır.
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