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Özet
	 Örnekleme	 yapılan	 30	 ana	 arı	 işletmesinde	 ana	 arı	
ve	larvaların	muayeneleri	sonucunda,	5(%	16.66)	işletmede	
A.Y.Ç.	etkeni	Paenibacillus	larvae	(P.	larvae),		tespit	edildi.	
Ana	 arı	 işletmelerinde	 Av.Y.Ç.	 ve	 kireç	 hastalığı	 hiçbir	
örnekte	tespit	edilmedi.	

	 	 Ana	 arı	 işletmelerindeki	 ana	 arılarda	 1(%	 3.33)	
işletmede	 P.	 larvae	 tespit	 edildi.	 Ana	 arı	 işletmelerindeki	
larvalarda	 5	 (%	 16.66)	 işletmede	 	 A.Y.Ç.	 etkeni	 P.	 larvae			
tespit	edildi.

	 Anahtar	 Kelimeler:	 Paenibacillus	 larvae,	 Larva,	 Ana	
Arı	Yetiştirme	Kolonileri,	Ana	Arı,	Amerikan	Yavru	Çürüklüğü	

Giriş

	 Türkiye,	sahip	olduğu	koloni	sayısı	ve	bal	üretimi	 ile	
dünyanın	 önemli	 ülkelerindendir.	 Arıcılık	 sektörü	 2011	 yılı	
verilerine	 göre	 6.011.332	 kovan	 sayısı	 ve	 73.935	 ton	 bal	
üretimi		ile	ülkemiz	hayvancılığının	belli	başlı	sektörlerinden	
birisi	haline	gelmiştir(6).		

	 Amerikan	 Yavru	 Çürüklüğü,	 P.	 larvae	 tarafından	
meydana	 getirilen,	 bal	 arılarının	 larvalarında	 ölümler	
yapan	bulaşıcı	 bir	 enfeksiyondur.	 P.	 larvae,	mikroaerofilik,	
Gram	 (+),	 spor	 ve	 basil	 formlu	 bir	 bakteridir.	 Delikli,	
rengi	 koyulaşmış	 ve	 çökmüş	 petek	 gözü	 kapakları	 altında		
hastalıklı	larvalar	görülmektedir.	(7,	10,	11,	15,	16).		

	 Lotfi	 ve	 ark.	 (20),	 İran’da	 yaptıkları	 çalışmada,	 650	
arıcılıktan	 alınan	 örneklerin	 %	 5.8’inde	 P.	 larvae	 tespit	
etmişlerdir.		

	 Ülkemizde;	Yalçınkaya	 (25),	Adana	ve	Hatay’da	185	
yavrulu	petekte	%	29	oranında,	Akmaz	(1),	Adana’da,	300	
petekte	%	21.6	oranında	 	P.	 larvae	tespit	etmiştir.	Beyazıt	

ve	 	 ark.	 (12),	 	 numune	 alınan	 394	 arı	 işletmesinden	 5	 (%	
1.27)’inde	P.	larvae	tespit	etmişlerdir.

	 Avrupa	 yavru	 çürüklüğü	 etkeni	 olan	Melissococcus	
plutonius(M.	plutonius)	larvaları	4-5	günlük	iken	ölümlerine	
neden	 olmaktadır.	 Açık	 gözlerdeki	 larvalar	 kıvrılmış	 ve	
trakeal	sistemlerinin	görünür	haldedir.	(4,	10,	22).	

	 Çakmak	ve	ark.(14)		Güney	Marmara	Bölgesinde	217	
arı	kolonisinin	%	5’	inde	M.	pluton	tespit	etmişlerdir.	Özakın	
ve	ark.(22),	2003	yılında	Bursa	ve	Yalova’da	yavru	çürüklüğü	
şüpheli	 24	 farklı	 arılıktan	 eski	 petek	 ve	 11	 marka	 ticari	
hazır	 petekte	 A.Y.Ç.	 ve	 Av.Y.Ç.	 etkenleri	 bulamamışlardır.	
Beyazıt	ve		ark.	(12),		numune	alınan	394	arı	işletmesinden		
4	 (%	 1.01)’ünde	 Melissococcus	 pluton	 izole	 ve	 identifiye	
etmişlerdir.	Yalçınkaya	(25),	Adana	ve	Hatay’da	185	yavrulu	
petekte	 %	 19	 oranında	 Avrupa	 yavru	 çürüklüğü	 tespit	
etmişlerdir.	

	 Bal	 arılarının	 kireç	 hastalığı,	 Ascosphaera	 apis	 (A.	
apis)	 tarafından	 arı	 larvalarında	 mumyalaşmaya	 ve	 yavru	
ölümlerine	neden	olan	fungal	bir	hastalıktır.	Kireç	Hastalığı	
ilk	defa	Almanya’da	1913	yılında	görülmüş,	daha	sonra	ABD,	
Avrupa	 ve	 Asya’da	 tespit	 edilmiştir	 (19,	 21).	 Fransa’nın	
farklı	bölgelerinde	1999-2000	yılları	arasında	kış	ölümlerinin	
araştırıldığı	 çalışmada,	 41	 arılıktaki	 kireç	 hastalığı	 %	 36	
olarak	rapor	edilmiştir	(18).	

	 Türkiye’de	 bal	 arılarında	 kireç	 hastalığını;	 Aydın	 ve	
ark.	(8)	Güney	Marmara	Bölgesinde	%	11,	Çakmak	ve	ark.	
(14),	yine	Güney	Marmara	Bölgesinde	%	26,	Beyazıt	ve		ark.	
(12),	Ege	Bölgesinde	%	1.27,	Şahinler	ve	Gül	(24)	Hatay’da	
%	 0.01	 oranında	 bulmuşlardır.	 Yalçınkaya(25),	 Adana	 ve	
Hatay’da	185	yavrulu	petek	örneğinde	yaptıkları	araştırmada	
kireç	hastalığına	rastlamadıklarını	bildirmişlerdir.
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	 Saha	 çalışmasında;	 Türkiye’nin	 değişik	 coğrafi	
bölgelerinde	 bulunan	 ana	 arı	 işletmelerinden;	 ana	 arı,	
bal	 arıları	 ve	 yavrulu	 petek	 gözü	 temin	 edilmiştir.	 Farklı	
coğrafi	 bölgelerdeki	 illerden	 Ankara’dan	 5,	 Kırklareli’den	
2,	 	Mersin’den	 5,	Adana’dan	 1,	Artvin’den	 5,	Ordu’dan	 1,	
Samsun’dan	 1,	 Ardahan’dan	 5,	 Elazığ’dan	 1,	 Aydın	 2	 ve	
İzmir’den	2	işletmeden	olmak	üzere	11	ilden	toplam	30	ana	
arı	 işletmesinden	ana	arı	ve	yavrulu	petek	örnekleri	alındı.		
Örnekler,	 ana	 arı	 satışının	 erken	 olduğu	 Akdeniz	 ve	 Ege	
Bölgesinde	 Mayıs-Haziran	 aylarında;	 diğer	 bölgelerde	 ise	
Haziran	–	Temmuz	aylarında	alındı.		İşletmelerden	örnekler	
alınırken	basit	rastgele	örnekleme	metodu	ile	seçilen	3	ana	
arı	üretme	kovanından	numuneler	temin	edildi.	Her	bir	ana	
arı	işletmesinden	3	ana	arı	ve	3	larvalı	petek	temin	edildi.		

Laboratuvar	 çalışmasında;	 yavru	 çürüklüğü	 hastalıklarında	
ana	arılar,		larvalı	petekler,	kireç	hastalığında	larvalı	petekler	
materyal	olarak	kullanıldı.

Metot

Amerikan ve Avrupa Yavru Çürüklüğü Hastalık 
Etkenlerinin Teşhisi 
Etkenlerinin İzolasyon ve İdentifikasyonu: 
Paenibacillus  larvae’ nın İzolasyon ve İdentifikasyonu

	 Çalışmada	 kullanılan	 kovanlardan	 	 seçilmiş	 larvalı	
peteklerden	alınan	 larva	örnekleri	 ve	 seçilmiş	 kovanlardan	
alınan	 	 ana	 arı	 örnekleri	 (larvalar	 ve	 ana	 arı	 örnekleri	 ayrı	
olarak)	9	ml	steril	PBS	 içerisinde	ezilerek	süspanse	edildi.	
Elde	 edilen	 homojenizatlar	 biri	 klasik	 izolasyon,	 diğeri	 de	
PCR	testi	için	kullanılmak	üzere	ikiye	ayrıldı.	PCR	için	ayrılan	
homojenizat		test	edilene	kadar	-80	0C’de	saklandı.	İzolasyon	
için	ayrılan	homojenizat,	sporlu	olmayan	bakterilerin	ölmesi	
için	 80ºC	 benmaride	 10-15	 dakika	 bekletildi.	 Ardından	
süspansiyon	 örnekler	 vorteks	 ile	 karıştırıldı.	 Süspansiyon	
daha	 sonra	 0,2	 ppm	 tiamin	 ilaveli	 	 Brain	 Heart	 Infusion	
Agar,	9	ppm	nalidiksik	asit	 ilaveli	kanlı	agar,	%	7	defibrine	
koyun	kanı	 ilaveli	Columbia	Agar	 	ve	MYPGP	Agar’a	ekim	
yapıldı.	 Nalidiksik	 Asit	 ilavesi	 ile	 Paenibacillus	 alvei’nin	
üremesi	inhibe	edildi.	Kontrol	örneği	olarak		P.	larvae	ATCC	
9545	suşu	kullanıldı.	Ekim	yapılan	petriler	37ºC’	de	%	5-10	
CO2’li	ortamda	48-96	saat	inkübe	edildi.	Her	gün	petrilerde	
üremeler	 kontrol	 edildi.	 İnkübasyon	 sonunda	 P.	 larvae’nın	
vejetatif	 ve	 spor	 formları	 Gram	 ve	 nigrosin	 boyama	 ile	
kontrol	 edildi.	 Biyokimyasal	 karakterizasyon	 için	 katalaz,	
Voges-Proskauer,	 glukoz,	 trehaloz,	 arabinoz,	 ksiloz,	 nitrat,	
nişasta	hidroliz	ve	Holst	süt	testleri	kullanıldı	(2,	3).

Melissococcus plutonius’nın İzolasyon ve 
İdentifikasyonu

	 OIE	 tarafından	 tavsiye	 edilen	 metotlar	 kullanıldı.	
Çalışmada	 kullanılan	 kovanlardan	 	 seçilmiş	 larvalı	
peteklerden	alınan	 larva	örnekleri	 ve	 seçilmiş	 kovanlardan	

alınan	 	 ana	 arı	 örnekleri	 (larvalar	 ve	 ana	 arı	
örnekleri	ayrı	olarak)	9	ml	steril	PBS	içerisinde	
ezilerek	 süspanse	edildi.	 Elde	 edilen	homojenizat	
biri	klasik	izolasyon,	diğeri	de	PCR	için	kullanılmak	üzere	
ikiye	 ayrıldı.	 PCR	 için	 ayrılan	 homojenizat	 kullanılıncaya	
kadar	 -80ºC’de	 saklandı.	 Süspansiyon	 örnekler	 vorteks	
ile	 karıştırıldı.	 Ardından	M.	 plutonius	 	 için	 hazırlanan	 	M.	
plutonius	 agara	 (MPA)	 ekim	 yapıldı.	 Ekim	 yapılan	 petriler	
35ºC’	 de	 %	 5-10CO2’li	 ortamda	 48-96	 saat	 inkübe	 edildi.	
Ekimlerde	bir	pozitif	kontrol	örneği	olarak	M.	plutonius	ATCC	
35311	 suşu	 kullanıldı.	Her	 gün	petrilerde	 üremeler	 kontrol	
edildi.	 İnkübasyon	sonunda	M.	plutonius	Gram	boyama	ile	
kontrol	edildi	(4).

Amerikan Yavru Çürüklüğü ve Avrupa Yavru 
Çürüklüğü’nün PCR ile Teşhis Metodu:

	 OIE	 tarafından	 tavsiye	 edilen	 metotlar	 kullanıldı.	
Amerikan	 Yavru	 Çürüklüğü’nde;	 ana	 arı	 ve	 larva	
homojenizatlarından	 hazırlanan	 süspansiyonlardan	 QIAGEN	
DNeasy	Blood	 and	Tissue	 	 Kit	 kullanılarak,	 üretici	 firmanın	
test	protokolüne	uygun	olarak	DNA	ekstraksiyonu	yapıldı	(5).	

	 Amerikan	yavru	çürüklüğü	 için	50	µl’lik	her	bir	PCR	
reaksiyon	 hacmi	 için,	 5	 µl	 DNA	 örneği,	 50	 pmol	 forward	
(AFB-F)	ve		reverse	primeri	(AFB-R),	10	nmol	dNTP,	1-2.5	U	
Taq	polimeraz	ve	2	mM	MgCl2	reaksiyon	tampon	çözeltisi	
kullanıldı.	 PCR	 işleminde	 reaksiyon	 koşulları;	 95°C	 	 1–1,5	
dakika;	 30	 döngü	 	 93°C’de	 1	 dakika,	 55°C’de	 30	 saniye,		
72°C’de	 1	 dakika	 ve	 72°C’de	 5	 dakika	 final	 ekstansiyon	
aşaması	idi	(11).	PCR	değerlendirmesinde	pozitif	suş	olarak	
P.	larvae	ATCC	9545	kullanıldı.	

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	 yavru	 çürüklüğünde;	 ana	 arı	 ve	 larva	
homojenizatlarından	hazırlanan	süspansiyonlardan	QIAGEN	
DNeasy	Blood	 and	 Tissue	 Kit	 kullanılarak,	 üretici	 firmanın	
test	 protokolüne	 uygun	 olarak	 DNA	 ekstraksiyonu	 yapıldı	
(13).	 Avrupa	 Yavru	 Çürüklüğü	 için	 50	 µl’lik	 her	 bir	 PCR	
reaksiyon	 hacmi	 için,	 5	 µl	 DNA	 örneği,	 50	 pmol	 forward	
(EFB-F)	 ve	 	 reverse	 primeri	 (EFB-R),	 25	 mM	 dNTP,	 1	 U	
Taq	polimeraz	ve	2	mM	MgCl2	reaksiyon	tampon	çözeltisi	
kullanıldı.		PCR	işleminde	reaksiyon	koşulları;	95°C		1	dakika;	
30	döngü	 	93°C’de	1	dakika,	55°C’de	30	saniye,	72°C’	de	
1	dakika	ve	72°C’de	5	dakika	final	ekstansiyon	aşaması	ile	
yerine	getirildi	(7).PCR	değerlendirmesinde	pozitif	suş	olarak	
M.	plutonius	ATCC	35311	kullanıldı.

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	ürünleri,	A.Y.Ç.		için	%	
0.8,	Av.Y.Ç.	 için	%1-1.5’likagaroz	 jel	 içinde	yürütülerek	UV	
transillüminatör	ile	görüntülendi	(3).

Gereç ve Yöntem
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Şekil	2.	M.	plutonius	PCR	görüntüsü.
Soldan	sağa.	1.-2.	Negatif	örnekler,	3.-4.	Negatif	kontrol,	
5.-6.	Pozitif	kontrol	(M.	plutonius	ATCC	9545),	M		Marker	

Şekil	1.	P.	larvae	PCR	görüntüsü.	Soldan	sağa.	M.	Marker	
1.	Pozitif	örnek			(P.	larvae	ATCC	9545)	2.-6.	Pozitif	larva	
örnekleri,	7.	Pozitif	ana	arı	örneği,		8.	Negatif	örnek,		M.	Marke

 Bulgular 

Kireç Hast. Pozitiflik
(%)

A.Y.Ç. 
Pozitiflik (%)

Av. Y. Ç.
Pozitiflik ( %)

Artvin	 5	 0	 0	 0
Ardahan	 5	 0	 0	 0
Ordu	 1	 0	 1	 0
İzmir	 2	 0	 1	 0
Ankara	 5	 0	 1	 0
Kırklareli	 2	 0	 0	 0
Samsun	 1	 0	 0	 0
Mersin	 5	 0	 0	 0
Adana	 1	 0	 1	 0
Elazığ	 1	 0	 0	 0
Aydın	 2	 0	 1	 0
TOPLAM 30 0 5 (16.66) 0

Çizelge 1. Ana Arı İşletmelerindeki Arı, Ana Arı ve Larvalarda Hastalıklarının Dağılımı 

Ana	arılarda	1(%	3.33)	işletmede	P.	larvae,	tespit	edildi.	Ana	arı	işletmelerindeki	larvalarda	5	(%	16.66)	işletmede		A.Y.Ç.	tespit	edildi.

Ana Arı İşletme 
Sayısıİller

A. Y. Ç.
Pozitiflik (%)

Av.Y. Ç.
Pozitiflik (%)

Kireç Hast. Pozitiflik
(%)

Artvin	 5	 0	 0	 0
Ardahan	 5	 0	 0	 0
Ordu	 1	 0	 0	 0
İzmir	 2	 0	 0	 0
Ankara	 5	 1(20)	 0	 0
Kırklareli	 2	 0	 0	 0
Samsun	 1	 0	 0	 0
Mersin	 5	 0	 0	 0
Adana	 1	 0	 0	 0
Elazığ	 1	 0	 0	 0
Aydın	 2	 0	 0	 0
TOPLAM 30 1(3.33) 0 0

Ana Arı İşletme 
Sayısıİller

Çizelge 2. Ana Arı işletmelerindeki Ana Arılarda Arı Hastalıklarının Dağılımı

Kireç Hastalığının Teşhis Metodu:

	 Laboratuvara	getirilen	yavrulu	peteklerden	alınacak	larvalar	Patato	Dextroz		Agar	+	%	0.4	yeast	extract		
besi	yerlerine	ekilerek;	28°C’	de	48	saat	inkube	edilerek	ve	mikroskopik	muayeneleri	yapıldı	(19,	22,	23).
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Ana	arı	işletmelerinde	ana	arı	ve	larva	örneklerinde	Av.Y.Ç.	hiç	görülmedi.	Larva	örneklerinde	A.Y.Ç.		5(%	16.66)	işletmede,	ana	arı	
örneklerinde	1(%	3.33)	işletmede	tespit	edildi.		P.	larvae	izole	edilen	ana	arı	örneği	işletmesinin	larva	örneklerinden	de	P.	larvae	izole	edildi.	

	 Bu	çalışmada,	30	ana	işletmesinden	alınan	5	ana	arı	
işletmesinde	(%16.66)		P.	larvae	tespit	edilmiştir.		Bu	sonuç	
Herbert	 (18),	 Akmaz	 (1),	 Yalçınkaya	 (25),	 Şimşek	 (24),	
çalışmalarından	 yüksek,	 Çakmak	 ve	 ark.	 (14)	 	 ile	 Borum	
ve	ark.	 (13)	sonuçlarından	yüksek	bulunmuştur.	Araştırma	
sonucumuzun	nispeten	düşük	olmasının	bir	nedeni	arıcıların	
yavru	 hastalıklarına	 karşı	 ilaç	 kullanmaları	 olabilir.	 Ancak	
A.Y.Ç.	 ile	 mücadelede	 antibiyotik	 uygulamasının	 hastalığı	
yalnızca	baskıladığı	göz	önüne	alındığında	ana	arı	alan	arıcılık	
işletmelerinde	 ileride	 çıkabilecek	 hastalık	 için	 önemli	 bir	
bulaşma	kaynağı	olabileceği	düşünülmelidir.	Bu	çalışmada	
bir	ana	arı	 işletmesinde		ana	arıda	P.	 larvae	tespit	edilmiş	
olması,	 hastalığın	 ana	 arılarca	 yayılabileceğini	 göstermesi	

bakımından	önemli	olduğunu	düşünmekteyiz.	

	 Bu	araştırmada	30	ana	arı	işletmesindeki	ana	arı	ve	larva	
örneklerindeAvrupa	 yavru	 çürüklüğü	 tespit	 edilememiştir.	
Bu	sonuç	Borum	ve	ark.	(13)	ve	Özakın	ve	ark.(22)	sonuçları	
ile	 uyumlu,	 Yalçınkaya(25)’nın,	 Şimşek	 (24)	 ve	 Çakmak	
ve	 ark.	 (14)’ın	 sonuçlarından	 	 yüksek	 bulunmuştur.	 Ana	
arı	 	 işletmelerinde	Avrupa	yavru	çürüklüğünün	görülmeme	
nedeninin,	 üreticilerin	 yavru	 çürüklüğü	 hastalıklarına	 karşı	
antibiyotik	kullanmaları	olabileceğini	düşünmekteyiz.

	 Bu	 araştırmada,	 30	 ana	 arı	 işletmesinden	 alınan	
90	 petek	 örneğinin	 hiçbirinde	 kireç	 hastalığı	 tespit	
edilememiştir.	

Tartışma ve Sonuç

A. Y. Ç.
Pozitiflik (%)

Av.Y. Ç.
Pozitiflik (%)

Kireç Hast. Pozitiflik
(%)

Artvin	 5	 0	 0	 0
Ardahan	 5	 0	 0	 0
Ordu	 1	 1	 0	 0
İzmir	 2	 1	 0	 0
Ankara	 5	 1	 0	 0
Kırklareli	 2	 0	 0	 0
Samsun	 1	 0	 0	 0
Mersin	 5	 0	 0	 0
Adana	 1	 1	 0	 0
Elazığ	 1	 0	 0	 0
Aydın	 2	 1	 0	 0
TOPLAM 30 5(16.66) 0 0

Ana Arı 
İşletme Sayısıİller

Çizelge 3. Ana Arı işletmelerindeki Larvalarda Arı Hastalıklarının Dağılımı
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