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Ozet

Ornekleme yapilan 30 ana ari isletmesinde ana ari
ve larvalarin muayeneleri sonucunda, 5(% 16.66) isletmede
A.Y.C. etkeni Paenibacillus larvae (P. larvae), tespit edildi.
Ana an isletmelerinde Av.Y.C. ve kireg hastali§i hicbir
ornekte tespit edilmedi.

Ana an isletmelerindeki ana arilarda 1(% 3.33)
isletmede P. larvae tespit edildi. Ana ar isletmelerindeki
larvalarda 5 (% 16.66) isletmede A.Y.C. etkeni P. larvae
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Paenibacillus larvae, Larva, Ana
An Yetistirme Kolonileri, Ana Ari, Amerikan Yavru GirikIigi

Girig

Tiirkiye, sahip oldugu koloni sayisi ve bal iretimi ile
diinyanin dnemli {ilkelerindendir. Aricilik sektorii 2011 yili
verilerine gore 6.011.332 kovan sayisi ve 73.935 ton bal
tiretimi ile lkemiz hayvancih§inin belli bagh sektdrlerinden
birisi haline gelmistir(6).

Amerikan Yavru Ciriikligi, P. larvae tarafindan
meydana getirilen, bal arnlarinin larvalarinda 6liimler
yapan bulasici bir enfeksiyondur. P. larvae, mikroaerofilik,
Gram (+), spor ve basil formlu bir bakteridir. Delikli,
rengi koyulagsmis ve ¢okmiis petek gozii kapaklan altinda
hastalikl larvalar goriilmektedir. (7, 10, 11, 15, 16).

Lotfi ve ark. (20), iran’da yaptiklar calismada, 650
ariciliktan alinan orneklerin % 5.8'inde P. larvae tespit
etmislerdir.

Ulkemizde; Yalcinkaya (25), Adana ve Hatay'da 185
yavrulu petekte % 29 oraninda, Akmaz (1), Adana’da, 300
petekte % 21.6 oraninda P. larvae tespit etmistir. Beyazit
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ve ark. (12), numune alinan 394 ari igletmesinden 5 (%
1.27)'inde P. larvae tespit etmislerdir.

Avrupa yavru ciiriikligi etkeni olan Melissococcus
plutonius(M. plutonius) larvalari 4-5 giinliik iken dlimlerine
neden olmaktadir. Agik gdzlerdeki larvalar kivrilmig ve
trakeal sistemlerinin goriiniir haldedir. (4, 10, 22).

Cakmak ve ark.(14) Giiney Marmara Bélgesinde 217
ari kolonisinin % 5" inde M. pluton tespit etmislerdir. Ozakin
ve ark.(22), 2003 yilinda Bursa ve Yalova'da yavru cliriikligii
stipheli 24 farkli arliktan eski petek ve 11 marka ticari
hazir petekte A.Y.C. ve Av.Y.C. etkenleri bulamamuglardir.
Beyazit ve ark. (12), numune alinan 394 ari isletmesinden
4 (% 1.01)'linde Melissococcus pluton izole ve identifiye
etmislerdir. Yalginkaya (25), Adana ve Hatay'da 185 yavrulu
petekte % 19 oraninda Avrupa yavru clrikligi tespit
etmiglerdir.

Bal arilarinin kire¢ hastaligi, Ascosphaera apis (A.
apis) tarafindan ari larvalarinda mumyalagsmaya ve yavru
olimlerine neden olan fungal bir hastaliktir. Kire¢ Hastaligi
ilk defa Almanya’da 1913 yilinda gériilmiis, daha sonra ABD,
Avrupa ve Asya'da tespit edilmistir (19, 21). Fransa'nin
farkli bolgelerinde 1999-2000 yillan arasinda kig 6limlerinin
arastinldigi calismada, 41 arliktaki kire¢ hastaligi % 36
olarak rapor edilmistir (18).

Tiirkiye'de bal arlarinda kire¢ hastaligini; Aydin ve
ark. (8) Giiney Marmara Bdlgesinde % 11, Cakmak ve ark.
(14), yine Giiney Marmara Bélgesinde % 26, Beyazit ve ark.
(12), Ege Bolgesinde % 1.27, Sahinler ve Giil (24) Hatay’da
% 0.01 oraninda bulmuslardir. Yalcinkaya(25), Adana ve
Hatay'da 185 yavrulu petek érneginde yaptiklar arastirmada
kire¢ hastaligina rastlamadiklarini bildirmiglerdir.




Gereg ve Yontem
Materyal

Saha calismasinda; Tiirkiye'nin degisik cografi
bodlgelerinde bulunan ana ar isletmelerinden; ana ari,
bal arlarn ve yavrulu petek gozii temin edilmistir. Farkl
cografi bdlgelerdeki illerden Ankara'dan 5, Kirklareli'den
2, Mersin'den 5, Adana’'dan 1, Artvin'den 5, Ordu’dan 1,
Samsun'dan 1, Ardahan’dan 5, Elazi§g'dan 1, Aydin 2 ve
izmir'den 2 isletmeden olmak iizere 11 ilden toplam 30 ana
ari isletmesinden ana ari ve yavrulu petek ornekleri alindi.
Ornekler, ana ari satisinin erken oldugu Akdeniz ve Ege
Bdlgesinde Mayis-Haziran aylarinda; diger bdlgelerde ise
Haziran — Temmuz aylarinda alindi. isletmelerden drnekler
alinirken basit rastgele drnekleme metodu ile segilen 3 ana
ari Uretme kovanindan numuneler temin edildi. Her bir ana
ari isletmesinden 3 ana ari ve 3 larvali petek temin edildi.

Laboratuvar calismasinda; yavru ciiriikligi hastaliklarinda
ana arilar, larvali petekler, kire¢ hastaliginda larvali petekler
materyal olarak kullanildi.

Metot

Amerikan ve Avrupa Yavru Giiriikliigii Hastalik
Etkenlerinin Teshisi

Etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu:
Paenibacillus larvae’ nin izolasyon ve identifikasyonu

Calismada kullanilan kovanlardan segilmis larvali
peteklerden alinan larva drnekleri ve secilmis kovanlardan
alinan ana ar ornekleri (larvalar ve ana ar 6rnekleri ayri
olarak) 9 ml steril PBS icerisinde ezilerek siispanse edildi.
Elde edilen homojenizatlar biri klasik izolasyon, digeri de
PCR testi igin kullanilmak iizere ikiye ayrildi. PCR igin ayrilan
homojenizat test edilene kadar -80 0C'de sakland. izolasyon
icin ayrilan homojenizat, sporlu olmayan bakterilerin 6lmesi
icin 80°C benmaride 10-15 dakika bekletildi. Ardindan
siispansiyon 6rnekler vorteks ile karistirildi. Siispansiyon
daha sonra 0,2 ppm tiamin ilaveli Brain Heart Infusion
Agar, 9 ppm nalidiksik asit ilaveli kanl agar, % 7 defibrine
koyun kani ilaveli Columbia Agar ve MYPGP Agara ekim
yapildi. Nalidiksik Asit ilavesi ile Paenibacillus alvei'nin
tiremesi inhibe edildi. Kontrol 6rnegi olarak P. larvae ATCC
9545 susu kullanildi. Ekim yapilan petriler 37°C’ de % 5-10
C02'li ortamda 48-96 saat inkiibe edildi. Her giin petrilerde
tiremeler kontrol edildi. inkiibasyon sonunda P. larvae’nin
vejetatif ve spor formlari Gram ve nigrosin boyama ile
kontrol edildi. Biyokimyasal karakterizasyon igin katalaz,
Voges-Proskauer, glukoz, trehaloz, arabinoz, ksiloz, nitrat,
nisasta hidroliz ve Holst siit testleri kullanildi (2, 3).

Melissococcus plutonius'nin izolasyon ve
Identifikasyonu

OIE tarafindan tavsiye edilen metotlar kullanildi.
Calismada kullanilan  kovanlardan segilmisg larvali
peteklerden alinan larva érnekleri ve segilmis kovanlardan

alinan ana an ornekleri (larvalar ve ana ari 35
ornekleri ayn olarak) 9 ml steril PBS igerisinde
ezilerek siispanse edildi. Elde edilen homojenizat
biri klasik izolasyon, digeri de PCR igin kullaniimak iizere
ikiye ayrildi. PCR igin ayrlan homojenizat kullanilincaya
kadar -80°C'de saklandi. Siispansiyon ornekler vorteks
ile kangtirildi. Ardindan M. plutonius icin hazirlanan M.
plutonius agara (MPA) ekim yapildi. Ekim yapilan petriler
35°C’ de % 5-10C02'li ortamda 48-96 saat inkiibe edildi.
Ekimlerde bir pozitif kontrol 6rnegi olarak M. plutonius ATCC
35311 susu kullanildi. Her giin petrilerde iiremeler kontrol
edildi. inkiibasyon sonunda M. plutonius Gram boyama ile
kontrol edildi (4).

Amerikan Yavru Ciiriikliigii  ve
Ciiriikliigii'niin PCR ile Teshis Metodu:

&

Avrupa Yavru

OIE tarafindan tavsiye edilen metotlar kullanildi.
Amerikan Yavru Ciriikligi'nde; ana an ve larva
homojenizatlarindan hazirlanan siispansiyonlardan QIAGEN
DNeasy Blood and Tissue Kit kullanilarak, {retici firmanin
test protokoliine uygun olarak DNA ekstraksiyonu yapildi (5).

Amerikan yavru giiriikliigi icin 50 ul'lik her bir PCR
reaksiyon hacmi icin, 5 ul DNA &rnegi, 50 pmol forward
(AFB-F) ve reverse primeri (AFB-R), 10 nmol dNTP, 1-2.5 U
Taq polimeraz ve 2 mM MgCI2 reaksiyon tampon ¢ozeltisi
kullanmldi. PCR igleminde reaksiyon kosullarn; 95°C 1-1,5
dakika; 30 dongli 93°C'de 1 dakika, 55°C'de 30 saniye,
72°C'de 1 dakika ve 72°C’'de 5 dakika final ekstansiyon
asamasi idi (11). PCR degderlendirmesinde pozitif sus olarak
P. larvae ATCC 9545 kullanildi.

AFB-F 5'-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3' 1106
bp (3)
AFB-R 5'-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3'

Avrupa vyavru ciriikligiinde; ana an ve larva
homojenizatlarindan hazirlanan siispansiyonlardan QIAGEN
DNeasy Blood and Tissue Kit kullanilarak, (retici firmanin
test protokoliine uygun olarak DNA ekstraksiyonu yapildi
(13). Avrupa Yavru Glrlkligi igin 50 ul'lik her bir PCR
reaksiyon hacmi icin, 5 ul DNA &rnegi, 50 pmol forward
(EFB-F) ve reverse primeri (EFB-R), 25 mM dNTP, 1 U
Taq polimeraz ve 2 mM MgCI2 reaksiyon tampon ¢ozeltisi
kullanildi. PCR isleminde reaksiyon kosullari; 95°C 1 dakika;
30 dongii 93°C’'de 1 dakika, 55°C'de 30 saniye, 72°C’ de
1 dakika ve 72°C'de 5 dakika final ekstansiyon asamasi ile
yerine getirildi (7).PCR degerlendirmesinde pozitif sus olarak
M. plutonius ATCC 35311 kullanildi.

EFB-F 5-GAA-GAG-GAG-TTA-AAA-GGC-GC-3° 812 bp (4)
EFB-R 5'-TTA-TCT-CTA-AGG-CGT-TCA-AAG-G-3'

Her iki testte elde edilen PCR rinleri, A.Y.C. igin %
0.8, Av.Y.C. icin %1-1.5'likagaroz jel iginde yiiriitllerek UV
transilliiminator ile goriintiilendi (3).

e AriCIlIk Arastirma Dergisi /Haziran 2014 s



Kireg Hastaliginin Teshis Metodu:

\ 36 Laboratuvara getirilen yavrulu peteklerden alinacak larvalar Patato Dextroz Agar + % 0.4 yeast extract
N besi yerlerine ekilerek; 28°C’ de 48 saat inkube edilerek ve mikroskopik muayeneleri yapildi (19, 22, 23).

Bulgular

Sekil 1. P. larvae PCR gériintiisii. Soldan saga. M. Marker Sekil 2. M. plutonius PCR goriintiisii.
1. Pozitif drnek (P. larvae ATCC 9545) 2.-6. Pozitif larva Soldan saga. 1.-2. Negatif 6rnekler, 3.-4. Negatif kontrol,
ornekleri, 7. Pozitif ana an 6rnegi, 8. Negatif drnek, M. Marke 5.-6. Pozitif kontrol (M. plutonius ATCC 9545), M Marker

Cizelge 1. Ana Ari Isletmelerindeki Ari, Ana Ani ve Larvalarda Hastaliklarinin Dagilimi

iller Ana An Isletme Kire¢ Hast. Pozitiflik AY.C. Av.Y.C.
Sayisi (%) Pozitiflik (%) Pozitiflik ( %)
Artvin 5 0 0 0
Ardahan 5 0 0 0
Ordu 1 0 1 0
Izmir 2 0 1 0
Ankara 5 0 1 0
Kirklareli 2 0 0 0
Samsun 1 0 0 0
Mersin 5 0 0 0
Adana 1 0 1 0
Elazi§ 1 0 0 0
Aydin 2 0 1 0
TOPLAM 30 0 5 (16.66) 0

Ana arilarda 1(% 3.33) isletmede P. larvae, tespit edildi. Ana ari isletmelerindeki larvalarda 5 (% 16.66) isletmede A.Y.C. tespit edildi.

Cizelge 2. Ana An isletmelerindeki Ana Arilarda Ari Hastaliklarinin Dagilimi

iller Ana An isletme A.Y.C. Av.Y. C. Kire¢ Hast. Pozitiflik

Sayisi Pozitiflik (%) Pozitiflik (%) (%)
Artvin 5 0 0 0
Ardahan 5 0 0 0
Ordu 1 0 0 0
izmir 2 0 0 0
Ankara 5 1(20) 0 0
Kirklareli 2 0 0 0
Samsun 1 0 0 0
Mersin 5 0 0 0
Adana 1 0 0 0
Elazi§ 1 0 0 0
Aydin 2 0 0 0
TOPLAM 30 1(3.33) 0 0
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Cizelge 3. Ana An igletmelerindeki Larvalarda Ari Hastaliklarinin Dagiilimi

iler ~ AnaAn AY.C. Av.Y.C. Kireg Hast. Pozitiflik 37
Isletme Sayisi Pozitiflik (%) Pozitiflik (%) (%)
Artvin 5 0 0 0
Ardahan 5 0 0 0
Ordu 1 1 0 0
zmir 2 1 0 0
Ankara 5 1 0 0
Kirklareli 2 0 0 0
Samsun 1 0 0 0
Mersin 5 0 0 0
Adana 1 1 0 0
Elazig 1 0 0 0
Aydin 2 1 0 0
TOPLAM 30 5(16.66) 0 0

Ana ari isletmelerinde ana ari ve larva 6rneklerinde Av.Y.C. hig goriilmedi. Larva drneklerinde A.Y.C. 5(% 16.66) isletmede, ana ari
orneklerinde 1(% 3.33) isletmede tespit edildi. P. larvae izole edilen ana ari 6rnegi isletmesinin larva érneklerinden de P. larvae izole edildi.

Tartigsma ve Sonug

Bu caligmada, 30 ana isletmesinden alinan 5 ana ari
isletmesinde (%16.66) P. larvae tespit edilmistir. Bu sonug
Herbert (18), Akmaz (1), Yalginkaya (25), Simsek (24),
caligmalarindan yiiksek, Cakmak ve ark. (14) ile Borum
ve ark. (13) sonuglarindan yiiksek bulunmustur. Arastirma
sonucumuzun nispeten diisiik olmasinin bir nedeni aricilarin
yavru hastaliklarina karsi ilag kullanmalari olabilir. Ancak
A.Y.C. ile miicadelede antibiyotik uygulamasinin hastaligi
yalnizca baskiladigi g6z 6niine alindiginda ana ari alan aricilik
isletmelerinde ileride cikabilecek hastalik igin dnemli bir
bulagma kaynag olabilecegi diigiiniilmelidir. Bu ¢alismada
bir ana an igletmesinde ana arda P. larvae tespit edilmig
olmasi, hastaligin ana arilarca yayilabilecegini gostermesi
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