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ONSOZ
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OZET

AMERIKAN YAVRU CURUKLUGU SUPHELI ARI (Apis mellifera) VE
ARI URUNLERINDEN iZOLE EDIiLEN GRAM POZITiF BAKTERILERIN
KARAKTERIZASYONU, ANTIBiYOTIK DUYARLILIKLARI VE Paenibacillus
larvae iZOLATLARININ GENETIK CESITLILiGi

Miiberra PINARBAS

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Bu ¢alismada, Amerikan Yavru Ciiriikliigii hastalig1 siipheli ar1 ve ar1 iirlinlerinden izolen edilen
Gram-pozitif bakterilerin karakterizasyonu, antibiyotik duyarliliklar1 ve Paenibacillus larvae
izolatlarmin genetik ¢esitliliginin  belirlenmesi amaglanmistir. 64 izolatin fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerinin yaninda molekiiler tanimlama i¢in 16S rRNA gen bolgesi sekans
analizi metodu kullanild1 ve mikroorganizmalarin tiir tayini yapild1. izolatlarin18’i Paenibacillus
larvae, 15°’i P. dentriformis, 1’i P. alvei, 8’i Bacillus subtilis, 3’4 B. pumilus, 2’si B.
licheniformis, 1’i B. amyloliquefaciens, 3’ Staphylococcus warneri olarak tiir diizeyinde
tanimland1. izolatlarm 10’u Bacillus sp., 2’si Kocuria sp. olarak sadece cins seviyesinde
tanimlandi. Caligsmada izole edilen 63 izolatin 54’{iniin (%86) kullanilan antibiyotiklerden en az
birine direngli oldugu tespit edildi. Izolatlarmn 38’i (%60) kullanilan iki ve daha fazla
antibiyotige karsi direngli oldugu ve coklu direng tasidiklari tespit edildi. Diger yandan
tanimlanan Paenibacillus larvae izolatlarinin genetik ¢esitliligini belirlemek i¢in BOX AIR ve
MBO REP1 primerleri vasitasiyla rep-PZR DNA parmak izi yontemi kullanildi. Yapilan rep-
PZR sonuglarina gére 18 izolatin 8’1 (%53) Ab genotipinde iken, 7’si (%39) AP, 2’si (%11) AB
ve 1’1 (%6) ab genotipinde oldugu tespit edildi. Calismada izole edilen 18 P. larvae izolatinin
her birinin 1 adet plazmit DNA igerdigi tespit edildi. Aynm1 zamanda tetrasiklin ve oksitetrasiklin
direngli olan 8 P. larvae izolatinda tet(K), tet(L), tet(M) ve tet(W) genleri, plazmit DNA’lar kalip
olarak kullanilarak tarandi. Yapilan ¢alismada 7 izolatin tet(W) geni yoniinden pozitif oldugu

tespit edilirken, 8 izolatin tet(M) geni yoniinden pozitif oldugu tespit edildi.

2017, 101 sayfa
Anahtar Kelimeler: Amerikan Yavru Ciiriikligi (AYC), Paenebacillus larvae, rep-PZR DNA

parmak izi, tetrasiklin direng genleri.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND ANTIBIOTIC SENSITIVENESS OF GRAM POSITIVE
BACTERIA ISOLATED FROM AMERICAN FOULBROOD SUSPECT BEE (Apis
mellifera) AND BEE PRODUCTS, WITH GENETIC DIVERSITY OF Paenibacillus larvae
ISOLATES

Miiberra PINARBAS

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis 5
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU
In this study, it was aimed to determine the characterization of Gram-positive bacteria which
were isolated from bee and bee products suspected the American Foulbrood disease, their
susceptibility to antibiotics and the genetic diversity of Paenibacillus larvae isolates. In addition
to the physical and biochemical properties of 64 isolates, the 16S rRNA gene sequences were
used for molecular identification and species identification of the isolates were performed. The
isolates were identified at species level as Paenibacillus larvae (18 isolates), P. dentriformis (15
isolates), P. alvei (1 isolate), Bacillus subtilis (8 isolates), B. pumilus (3 isolates), B.
licheniformis (2 isolates), B. amyloliquefaciens (1 isolate) and Staphylococcus warneri (3
isolates). Ten isolates were identified Bacillus sp. and two isolates were identified as Kocuria sp.
at genus level. It was determined that 54 of the 63 isolates (86%) used in this study were found
to be resistant to at least one of the antibiotics used. It was found that 38 isolates (60%) were
resistant to two or more antibiotics used and had multiple resistance. On the other hand, the rep-
PCR DNA fingerprinting method was used to determine the genetic diversity of the identified
Paenibacillus larvae isolates via BOX A1R and MBO REP1 primers. According to the rep-PCR
results, it was determined that 8 of 18 isolates (53%) were Ab genotype, 7 (39%) were Ab, 2
(11%) were AB and 1 (6%) was ab genotype. It was determined that each of 18 P. larvae isolates
used in the study contained 1 plasmid DNA. At the same time, tet(K), tet(L), tet(M) and tet(W)
genes were screened using plasmid DNAs as templete DNA in 8 P. larvae isolates which were
resistant to tetracycline and oxytetracycline and the tet(W) gene was detected in 7 isolates while

tet(M) gene was detected in 8 isolates.

2017, 101 pages
Keywords: American Foulbrood, Paenibacillus larvae, rep-PCR DNA fingerprinting,

tetracycline resistance genes.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Ariciligin gecmisi insanlarin magara hayati siirdiikleri binlerce yil 6ncesine kadar
uzanmaktadir. M.O. 7000 yillarma ait oldugu diisiiniilen magaralarin duvarlarina yapilan
resimler, ok eski medeniyetlere ait ar1 fosilleri bu bilgileri dogrular niteliktedir. Ik
insanlar aga¢ kovuklari ya da kaya oyuklarina yuva yapan arilart dldiirerek ballarindan
faydalanmislardir. Tarihi gelisim siiresince tas devrinden itibaren; 6nce mantar ve agag
kiitiiklerinden sonra ise toprak ve kilden yapilmis kovan benzeri kaplar kullanilmis ve
bugiin kullanilan modern kovanlar gelistirilmistir. Gergek aricilik, insanlarin agag
kovuklar1 i¢inde koloni olusturan arilara zarar vermeden bir miktar bal alirken, bir
miktar bali da arilara yem olarak birakmalar1 ile baglamistir. Arilarin gen merkezleri Orta
Dogu iilkeleri oldugu i¢in ariciligin ilk baslangicida bu iilkelerde olmustur. Bunun
yamsira M.O. 1300 yillarma ait oldugu diisiiniilen Hititler devrinden kalma
Bogazkoy'deki tas yazitlarda arilardan s6z edilmesi ariciligin Anadolu'da da ¢ok eski

tarihlerde yapildigini gostermektedir (URL-1).

Son birka¢ yila kadar ilkel olarak yapilan aricilik, birgok bilimsel ¢alisma ve
gelismelerin 1s18inda  gliniimiizde yapilan modern ariciliga kadar gelisme evresi
gecirmistir.  Glinlimiiz ariciligina gelinmesinde; 1787 yilinda ana armin havada
ciftlestiginin tespiti, 1845 yilinda ar1 lireme biyolojisinin agiklanmasi, 1851 yilinda
cergeveli fenni kovanin kesfi, 1857 yilinda temel petek kaliplarinin bulunusu, 1865
yilinda bal siizme makinesinin icadi, 1882 yilinda larva transfer yontemiyle ana ari
yetistirme tekniginin kesfi ve 1926 yilinda ana arilarda yapay déllemenin bulunusu gibi
icatlar bu gelismeye O6nemli katkida bulunmustur. Milattan 6nceki donemlere kadar
uzanan aricilik her ¢agda insanlarin ilgisini ¢ekmistir. Arilardan elde edilen triinlerin
insan sagligina faydali, hayat kalitesini arttirici etkileri ise arilara olan ilgiyi arttirmistir.
Son donemlerde ise aricilik sektorii biiylik bir gelisme gostererek insan hayatinda 6zel
bir yer almistir. Ozellikle Uzak Dogu iilkelerinde apiterapi sektoriiniin gelismesi
arrciligin ulusal ekonomilerindeki paymi arttirmistir. Gliniimiizde aricilik, tiim diinyada
yapilan en yaygin tarimsal faaliyetlerden birisidir. Bugiin diinyada yaklasik 65,4 milyon

ar1 kovani bulunmakta ve 1,5 milyon ton civarinda bal iiretilmektedir. Uretilen balin
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%25°1 ticarete konu olmakta ve bal ithalatinin %901 20 dolayindaki biiyiik bal iireticisi
tilkelerden tedarik edilmektedir. Diinya siralamasinda en ¢ok kovana sahip (65 milyon)
ve bal iireten (211 bin ton) iilke Cin'dir. Kovan basina ortalama diinya bal verimi 20 kg
civarindaa olup bu rakam Cin'de 33, Arjantin'de 40, Meksika'da 27, Kanada'da 64,
Avustralya'da 55, Macaristan'da 40 ve Tirkiye'de 16 kg civarindadir (Tablo 1). Bu
tilkeler ayn1 zamanda diinyada en ¢ok bal ihra¢ eden iilkeleridir (URL-2).

Tablo 1. Aricilik yapan bazi iilkelerinin 2013 yili koloni sayilari ve bal verimleri
(FAOSTAT, 2013; TUIK, 2016).

.. Koloni .. Bal .. Verim
Ulkeler Ulkeler Uretimi Ulkeler

Sayisi (ton) (kg)
1.Cin 7 407000 1.Cin 303 220 1.Kanada 56,68
2.Tirkiye 4 825596 2. Arjantin 81 000 2.Avustralya 48,91
3.Etiyopya 4800 000 3.Turkiye 73935 3.Cin 40,93
4 iran 3500 000 4.ABD 67 286 4.Brezilya 40,87
5.Arjantin 2970000 5.Meksika 55 459 5.Meksika 30,18
6.Tanzanya 2 700 000 6.Etiyopya 44 000 6.ABD 28,03
7.Kenya 2 500000 7.Iran 36 000 7.Arjantin 27,27
8.Ispanya 2 500 000 8.Brezilya 34747 8.Romanya 18,81
9.ABD 2 400000 9.Kanada 31489 9.Almanya 17,77
10.Meksika 1800 000 10.Ispanya 31 256 10.Fransa 15,76
11.Polonya 1 450 000 11.Tanzanya 27 000 11.Tirkiye 15,32
12.Yunanistan 1 315 000 12.Kenya 25 000 12.Yunanistan 13,45
13.Fransa 1014820 13.Avustralya 18 000 13.Italya 12,76
14.italya 940 000 14.Yunanistan 17 690 14.1spanya 12,50
15.Almanya 900 000 15.Romanya 16 767 15.Polonya 10,31
16.Romanya 891043 16.Almanya 16 000 16.Iran 10,28
17.Brezilya 850 000 17.Fransa 16 000 17.Kenya 10,00
18.Kanada 555 471 18.Polonya 14 954 18.Tanzanya 10,00
19.Avustralya 368 000 19.italya 12 000 19.Etiyopya 9,16
Diinya 63 540 145 Diinya 1400491 Diinya 22,04

Tiirkiye'de aricilik, ¢igeklenme donemlerinin neredeyse tiim yila yayilmis olmast,
kovan tiretimi i¢in yeterli miktarda aga¢ bulunmasi, ariya ve triinlerine geleneksel bir
Onem verilmesi, ariciliga aktarilabilecek is giiclinlin bulunmasi, yiiksek meblag
gerektirmeyen bir yatirim olmasi, topraga bagl kalmadan yapilabilmesi ve daha bir ¢ok
olumlu katkisindan dolay yillar boyunca yapilmaktadir (UTB, 2014). Tiirkiye kovan
sayisi, bal ve balmumu {iretimi bakimindan bir¢ok iilkeden ileridedir ve iiretilen ballar
diinyanin en kaliteli ballar1 arasindadir. Ancak biitiin bunlara ragmen iilkemizde kovan
bagina ortalama bal verimi 16 kg civarinda olup diinya ortalamas: olan 20 kg'in

altindadir. Bununla birlikte, Tiirkiye'nin diinya bal ticaretinde %1,87'lik bir payla 10.



sirada yer alis1 sahip olunan kovan varlig1r ve bal iiretimiyle uyum saglamamaktadir.
Hem diinya bal ticaretindeki payimiz hem de koloni basina bal verimimiz ele alindiginda
malesef iilkemizin sahip oldugu mevcut aricilik potansiyelinden yeterli diizeyde

faydalanamadigi ortaya ¢ikmaktadir (URL-3).

Balin haricinde; polen, propolis, balmumu ve ari siitii gibi diger ar1 tirinlerinin de
diinyada ticareti yapilmaktadir. Ote yandan tarmmi gelismis iilkelerde aricilik, ar iiriinleri
iiretimi yaninda hatta daha onemli olarak, bitkisel iiretimde miktar ve kalitenin
artir1lmas1 amaciyla yapilmaktadir. Ulkemizde ise, bal haricinde ar1 iiriinlerinin iiretimi
ve bal arilarinin bitkisel liretimde yeterli tozlasmanin saglanmasi ve verimi arttirmak

amaciyla kullanilmalar1 yaygin degildir (URL-4).

1.2. Bal Aris1 Taksonomisi

Diinyada 100.000 civarinda bocek tiirii taksonomik olarak siniflandirilmistir. Bu
100.000 tiir i¢inde yaklasik 23.000 ar1 tiirii bulunmaktadir. Bal arilar1 evrimleri siiresince
diger bocek tiirlerinden farklilik gostererek kendilerine has morfolojik ve anatomik
yapilarim1  gelistirmiglerdir. Ornegin bal arilarinda polen toplamaya yarayan polen
sepetciklerinin olugmas1 bu gelismelerden en tipik olanlaridir. Hayvanlar aleminin

bocekler smifinda yer alan bal arisinin taksonomisi asagida verilmistir (URL-5).

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Sube : Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube : Antennata (Antenliler)

Sif : Insecta (Bocekler)

Takim : Hymenoptera (Zar kanatlilar)
Aile : Apidae (Arilar)

Cins : Apis (Bal Arilar)

Tiir : Apis mellifera (Bal Arisi)

Ulkemizde en sik yetistiriciligi yapilan ar1 alt tiirlerinden bazilari; Apis mellifera
ligustica (italyan aris1), Apis mellifera carnica (Karniyol aris1), Apis mellifera caucasica

(Kafkas aris1) ve Apis mellifera cyriaca (Kibris aris1)’ dir.
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1.3. Bal Aris1 Biyolojisi

Bal arilar1 tam bagkalasim gecirmektedirler. Hayatlarina bir yumurta olarak
baslarlar. Ana arinin petek gozlerine biraktigi déllenmis yumurtalardan is¢i arilar ve ana
arilar, dollenmemis yumurtalardan ise erkek arilar meydana gelmektedir. Bal arisi
yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tizere 4 farkli gelisme dénemi gegirmektedir (Sekil
1). Gelisme donemleri is¢i, ana ve erkek arida aynidir fakat bu evreleri gegirme siireleri

ana arida 16, isci arilarda 21, erkek arilarda da 24 giin stirmektedir (URL-6).

Sekil 1. Bal arisinin gelisim evreleri (URL-7).

1.4. Bal Aris1 Morfolojisi

Yasamina bir yumurta olarak baglayan bal arisinin viicudu gelisme déneminin
sonunda bas, gogiis, karin olmak iizere ii¢ temel kisimdan olusur (Sekil 2). Dis iskeleti
kitinden yapilmus, alt1 bacagi ve bir ¢ift anteni olan bir bocektir. Bal arilari, zar kanathlar
takimmin i¢inde yer alir. 4 adet zar kanadi, ¢igneme ve emme islevine sahip agiz

pargalar1 bulunur. Tam baskalagim gegirme 6zelliklerine sahiptir (URL-8).
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Sekil 2. Bal aris1 morfolojisi (URL-9).

1.5. Ar1 Uriinleri

1.5.1. Bal

Tirk Gida Kodeksi 2000/39 sayili Bal Tebliginde "Bal; bal arilarmin ¢icek
nektarlarini, bitkilerin canli kisimlar1 salgilart veya bitkiler {izerinde yasayan bazi
canlilarin salgilarin1 topladiktan sonra, kendine has bazi maddelerle karistirarak
degisiklige ugratip, igerisindeki su icerigini azaltarak petek gozlerine depoladiklari tatl
madde" olarak tammlanmistir (Sekil 3a). Igeriginde %16-18 su, %35-40 fruktoz, %30-35
glukoz, %7-10 maltoz, %1-2 sakkaroz, %0,04 nitrojen ve %0,2 kiil bulunmaktadir.
Balda K, S, Cl, Ca, P, Mg, SiO, Cu, I, Fe ve Zn mineralleri ile B, C, E ve K vitaminleri,
hormonlar, bakterisit maddeler bulunmaktadir. Balin pH'st 3,5-4,5 arasinda
degismektedir. Bal insan viicut tarafindan kolay ve ¢abuk bir sekilde sindirilir. Balin
besleyici ozelliginden harici olarak kan sekerini yiikseltici, fiziksel ve zihinsel
yorgunlugu giderici, enerji verici, canlilik kazandirici, bazi yaralarin iyilestirilmesi,
mide, astim, dolasim, tansiyon, solunum ve damar hastaliklarmi giderici faydalari
bulunmaktadir (URL-10).

1.5.2. Balmumu

Balmumu 12-18 giinliik is¢i arilarin karin halkalarinin alt yiiziinde bulunan

balmumu salg1 bezleri tarafindan salgilanmaktadir. Ham maddesi baldir. Saf balmumu
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ilk salgilandiginda beyaz renkli, ince ve saydam goriinmektedir (Sekil 3¢). Daha sonra
polenden gegen ve yagda ¢oziinen karotenoid pigmentleri nedeniyle rengi sartya doniisiir
ve katilasir. Kendine has spesifik bir kokusu vardir. Balmumu temel petek, tip, ilag,

kozmetik alaninda, dis hekimligi ve marangozlukta kullanilmaktadir (URL-11).

1.5.3. Polen

Polen 21 giinliik isci arilar tarafindan petekteki arilarin protein ihtiyaglarini
karsilamak amaciyla toplanmaktadir (Sekil 3b). Arilar polenleri, ¢igeklerin agtigi ve hava
sicakliginin 10°C'nin tizerinde oldugu ilkbahar mevsiminde toplarlar. Polenin kimyasal
yapis1 degisiklik gostersede yaklasik olarak %21 ham protein, %32 karbonhidrat, %5
yag, %3 kiil, %11 su ve %28 diger maddelerden olugsmaktadir. Polen; hiicre yenileyici,
sindirimi kolaylastirici, canlilik verici, istah artirici, hemoglobini yiikseltici, seksiiel
aktivite artig1 yaninda soguk alginligi, sinirsel ve tilser hastaliklarin tedavisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (URL-12).

1.5.4. Propolis

Propolis, ¢esitli bitkilerin yaprak, tomurcuk, kabuk ve benzeri kisimlarindan is¢i
arilar tarafindan toplanan, regineli ve mum kivaminda olan, hos kokulu, suda
¢ozlinmeyen, oda sicakliginda yar1 kat1 halde bulunan bir maddedir (Sekil 3d). Ar1 bu
maddeyi polenle, basi ile toraksi arasinda bulunan bezlerden salgilamis oldugu aktif
enzimlerle karistirmaktadir. Propolisin rengi ve igerigi toplandigi kaynagina gore
degismekte ve kovanda arilar tarafindan kovanin i¢ duvarlarini diizeltmek, peteklerin
agizlarim kapatmak ve baska canlilarin igeriye girmesine engel olmak gibi cesitli
amaclar i¢in kullanilmaktadir. Propolis; antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antitripanosomal, antienflamatuar antioksidan, antitiimoral gibi birgok biyolojik 6zellige
sahiptir. Bu nedenle propolis, diabet, kalp rahatsizliklar1 ve kanser gibi hastaliklarin

onlenmesi i¢in gida ve igeceklerde kullanilmaktadir (Albayrak ve Albayrak, 2008).



1.5.5. An Siitii

An siitii farklh art irklarindan saglanmakla birlikte yap1 bakimindan sabitttir. Ar
stitiiniin ana maddeleri: su, proteinler, sekerler, lipitler ve minerallerdir. Su igerigi
yaklagik taze ar siitiinlin 2/3’1 kadar olup, kuru kisimda proteinler ve sekerler (fruktoz
ve glukoz) en 6nemli fraksiyonlardir (Sekil 3e). Ar siitiiniin yapisinda yaklasik %66 su,
%12,34 protein, %5,46 yag, %12,49 seker, %0,82 mineraller (P, Na, K, Ca, Mg vd.) ve
vitaminler (C, D, E ve B vitaminlerinin tamami) ile diger bilinmeyen maddeler
bulunmaktadir. Ar siitii ilag ve kozmetik sanayinde, Ogrenme kapasitesinin
arttirtlmasinda, cinsel sorunlarda, hiicre yenilenmesinde, kolesterol ve damar sertligi

tedavisinde, bobrek ve karaciger fonsiyonlarinin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir

(URL-13).

1.5.6. Ar1 Zehiri

Isci arilarm zehir bezlerince iiretilip zehir torbasinda depolanir. Erginlige yeni
ulagmis arilarin zehir tiretme yetenekleri ¢ok az olup 12 giinliik olduklarinda en yiiksek
iretim kapasitesine ulasirlar ve 20 giinliik olduklarinda zehir iiretme yeteneklerini
kaybederler. Fakat kiglayan arilarda bu yetenek yok olmaz. Bir is¢i ar1i, dmrii boyunca
0.3 mg dolayinda zehir iiretir. Sokma sirasinda ignesini sokulan canli {izerinde birakan
ar1, daha sonra oliir (Sekil 3f). Ar1 zehiri; romatizmal rahatsizliklar, kanserin baz tipleri,
adele agrilari, eklem ve sinirsel iltihaplar, bogaz agrisi, migren, astim, kolesteroliin
disiiriilmesi, genel bagisiklik uyarici, adet 6ncesi sendromunda kullanilmaktadir (URL-

14).



Sekil 3(a-b-c-d-e-f). Ar1 Uriinleri (a: Bal, b: Polen, ¢: Balmumu, d: Propolis, e: Ar siiti,
f: Ar1 zehiri), (URL-15).

1.6. Ar1 Hastaliklar

Ulkemizde ariciligin énemine paralel olarak bal arilarinda goriilen paraziter,
bakteriyel, viral ve mantar kokenli hastaliklar da sektor acisindan oldukca Gnem
arzetmektedir. Bu nedenle 6zellikle ekonomik verim kayiplarina yol agan bu hastaliklar
saptamaya yonelik gilinlimiize kadar {lkemizde ¢ok sayida arastirma yapilmistir

(Balkaya vd., 2016).

Bal aris1 hastalik ve zararlilari, ariciligin gelismesini yavaslatan ve iiretimi
kisitlayan en 6nemli faktdrlerden biridir. Arinin gelisme donemi pek ¢ok hastalik etkeni
ve zararlist i¢in uygun ortamlar olusturmaktadir (Aydin vd., 2003). Arilar, insanlar da
dahil olmak tiizere tiim hayvanlar gibi bakteri, viriis ve parazitlere duyarlidirlar ve bu
mikroorganizmalar arilarda kayiplara neden olan 6nemli hastaliklara yol agmaktadirlar
(Tablo 2). Optimum saglik ve beslenme durumunda, olumsuz faktorlere direngleri daha
yiiksektir. Virlislere, bakterilere ve parazitlere baglh enfeksiyonlarin kimyasal faktorlerle

birlesmesi kovanlarin saglik durumunu kétiilestirebilir (URL-16).



Tablo 2. Bal arisinda goriilen hastalik ve etkenleri (Uygur ve Girisgin, 2008; Shimanuki
ve Knox, 2000).

Hastahk Adi Etken Etken
Grubu

Bal Anis1 Yavrularinda

Amerikan Yavru Cirtikligi Paenibacillus larvae Bakteri

Avrupa Yavru Ciirikligii Melisococcus pluton Bakteri

Paenibacillus (Bacillus) alvei
Bacillus laterasporus
Enterococcus faecalis

Pudrams1 Hastalik Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens Bakteri

Kire¢ Hastaligi Ascosphaera apis Mantar

Tas Hastalig1 Aspergillus flavus Mantar
Aspergillus fumigatus

Tulumsu Yavru Ciriikliga Marator aitatulas Viriis

Bal Anis1 Erginlerinde

Nosema Hastalig1 Nosema apis Protozoon
Septisemi (kan zehirlenmesi)  Pseudomonas apiseptica Bakteri
Paraliz (ar1 felci) 20 civarinda viriis Viriis
Amoeba Hastaligi Malpighamoeba mellificae Protozoon

Arn hastalik ve zararlilari; koloni popiilasyon gelisimini engelleyen, verimi
azaltan, ar1 ve insan saglhigina dogrudan etki eden, gerekli 6nlemler alinmadiginda ise
koloni 6liimlerine yol agan ¢ok 6nemli bir problemdir. Bu yiizden aricilarin hastalik ve
zararlilarin1 taniyabilmeleri, kolonilerde yapacagi olumsuz etkileri onleyici yontemleri
bilmeleri ve bu konudaki bilgi ve birikimlerini artirmalar1 gerekmektedir. Ar1 hastalik ve
zararlilariyla miicadele de uygun olmayan zamanda bilingsiz ve uygun dozda olmayan
ilag kullanim1 sonucu bal iizerinde ila¢ kalintilarina rastlanmaktadir (URL-17).

Bunlarin haricinde gezgin aricilik da hastalik ve zararlilarin iilke igindeki hizli
sekilde yayilisinda onemli bir faktordiir. Ar1 hastaliklari, yavru yetistirme donemlerinde
beklenmeyen olumsuz hava kosullar1 nedeniyle 6zellikle ilkbahar aylarinda ¢ok fazla
goriiliir. Bu kritik donemde arilarin 6zellikle yavru hastaliklarina karsi korunmasi, koloni
kontrollerinin sik yapilmasi ve koloninin iisiitilmemesine 6zen gosterilmelidir (Anonim,

2001; Shimanuki ve Knox, 2000).



1.7. Bal Anis1 Larvalarinda Gériilen Bakteriyel Hastalhiklar

1.7.1. Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AYC)

Hastalik hakkindaki ilk arastirmalar ABD’de yapildigi i¢in Amerikan Yavru
Curukligii (AYC) olarak adlandirilmistir. Amerikan yavru ¢iiriikligii, bal aris1 Apis
mellifera ve diger Apis tiirlerinin larva evresini etkiler, son derece tehlikeli ve
olimcildir. Hastaligin etkeni Paenibacillus larvae olarak adlandirilan, 2,5-5 pm
boyunda, 0,5-0,8 um eninde Gram pozitif (+) sporlu bir basildir. Etken organizma olan
Paenibacillus larvae, her bir enfekte larvada bir milyarin tizerinde spor olusturabilen bir
bakteridir. P. larvae’nin vejetatif ve spor olmak iizere iki formu bulunmakta olup geng
hiicrelerin i¢inde spor goézlenirken yaslanmis hiicrelerde vejetatif kisim kaybolarak
sadece spor formu gozlenir. Vejetatif formun, ne ergin ar1 ne de larvalar i¢in bir tehlike
olusturmadig1 bildirilmekte ancak bu hiicreler de yaslandiginda genellikle spor formuna
doniistir. Spor formu inaktif yap1 olup fiziksel sartlar acisindan diinyanin en dayanikli
canlilik formudur (Sekil 4). Sporlar 1siya ve kimyasal maddelere asir1 derecede direngli,

uzun yillar kovan, {iriin ve techizatlarda canli kalabilir (Genersch, 2010).

AYC, larvalarda P. larvae ile kontamine gida enjeksiyonun birinci ve ikinci
giiniinde (yumurtadan ¢iktiktan 48 saat sonra) meydana gelir (Crailsheim ve
Riessberger-Galle, 2001). Enfeksiyonun 12. saatinden sonra P. larvae sporlari ¢imlenir
ve larva bagirsaginda yeni vejetatif hiicreler ¢ogalmaya baslar (Yue vd., 2008).
Enfeksiyondan birka¢ saat sonra larvalarda bakteriyemi sebebiyle oliimler meydana
gelir. Bal arilarmin larvay:r besleme seviyesine bagli olarak bakteri hiicresi boliinmesi
devam eder ve besin kitliginda spor olusturmaya baslar (Ashiralieva ve Genersch, 2006;
Lindstrom vd., 2008). AYC’ye kars1 larvalarda yasa bagh farkli direng sdz konusu
olmakta ve larvanin yas1 32 saatlik oldugunda, hastaliga duyarliliginda azalma meydana
gelmektedir. Larva yumurtadan ¢iktiktan 53 saat sonra P. larvae larvalarda hastalik
olusturamamaktadir. Yumurtadan yeni ¢ikmis 1 gilinliik larvay1 enfekte etmek i¢in 1 adet
P. larvae sporu yeterlidir. Bal aris1 larvalarinda LD50 dozu yaklasik 35 adet P. larvae
sporu olarak bildirilmektedir (Morse ve Flottum, 1997). Hastalik olusumu larva
bulagikligi olan giday: aldiktan yaklasik bir giin sonra P. larvae sporlari ventrikulusta

cogalmaya baglar. Bakteri ventrikulusta iireyerek cogalir ve bagirsak duvarini olusturan
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peritropik zar1 deler ve viicut boslugunu dolduran hemolenfe gecer. Enfekte olii larvada
ortalama 2.5 milyon spor bulunmaktadir (Morse ve Flottum, 1997; Morse ve

Nowogrodzki, 1990).

1.7.1.1. Paenibacillus larvae’nin Genel Ozellikleri

Paenibacillus larvae’nin sistematikteki yeri (Ash vd., 1993).
Alem : Bacteria

Sube : Firmicutes

Sif : Bacilli

Takim : Bacillales

Aile : Paenibacillacese

Cins : Paenibacillus

Tiirler : P. larvae, P. alvei, P. amylolyticus, P. dendritiformis, P. lactis

Paenibacillus fakiiltatif anaerob, endospor olusturan Gram pozitif bir bakteri olup,
Bacillus cinsi i¢inde yer almaktaydi, ancak 1993’te bu gruptan ayrilmistir (Ash vd.,
1993). Vejetatif formu zincir veya tekli cubuk seklinde, sporlart ise ig seklinde 1,3 x 0,6
um boyutunda ve siskindir (Sekil 4). Karbol fuksin ile boyandiginda sporlarin ortasi
berrak kalirken duvarlari kirmizi-mor renge boyanir. Kiiltiirlerinde kolonileri 3-4 mm
capinda, kiigiik, opak, beyaz-gri renkte goriiliir (Breed vd., 1957; Shimanuki ve Knox,
2000).

Sekil 4. Paenibacillus larvae’nin sirasiyla vejetatif, spor-vejetatif ve spor formlarinin
goriiniimii (Shimanuki ve Knox, 2000).
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Hastalik olusturan sporlar kuru olarak 100°C’de 8 saat, s1vi iginde ise 90°C’de 120
dakika, 100°C’de 11-14 dakika dayanabilmektedir. 100°C 1sitilmis balda 30 dakika
yasadigi, 116°C sicaklikta ise 20 dakikada 6ldiigii bilinmektedir. Bu sporlar yaklagik
olarak kovanda 33 yil, temel petekte 45 yil ve toprakta 60 yil canli kalabilmektedirler
(Onciier ve Benlioglu, 1998).

1.7.1.2. P. larvae’min izolasyonu ve Tanimlanmasi

P. larvae bakterisi degisik cevresel kosullarda su, toprak, rizosfer, bitkisel
materyaller, yem ve bocek larvalarinda, hatta klinik 6rneklerden de izole edilmistir (Lal
ve Tabacchioni, 2009; McSpadden Gardener, 2004; Montes vd., 2004; Ouyang vd.,
2008). Paenibacillus’un izolasyonu, vejetatif mikroorganizmalarin 1siyla muamele
edilerek oOldiiriilmesinden sonra yapilmaktadir. Bu asama 1siya dayanikli olmayan
mikroorganizmalarin clemine edilmesi amaciyla yapilmaktadir. P. larvae’nin farkli

genotiplerinin tireme yetenekleri farklidir (de Graaf vd., 2013).

AYC etkeninin izolasyonu ve kiiltiirii igin temel besiyeri olarak MYPG ad1 verilen
Muller Hinton igeren zenginlestirilmis besiyeri kullanilmaktadir. inkiibasyon i¢in CO
gerekmemekle birlikte %5 CO; varliginin iiremeye onemli Olgiide katki sagladigi
bildirilmektedir. Kiiltiir ortaminda goriiniir koloniler inkiibasyonun 2. giiniinden sonra
gozlenir; ancak bazen daha fazla siireye (4-14 giin) de ihtiyag duyabilmektedir (de Graaf
vd., 2013).

Paenibacillus larvae’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazli identifikasyonu
onerilmekte ve bu amacla bircok metod tanimlanmaktadir. 16S rRNA genine dayali tam
metodu daha c¢ok tercih edilmektedir. Paenibacillus larvae suslarmin farkh
tanimlanmalarinin standart tekniklerin belirlenmesi, AYC epidemiyolojisi ¢aligmalari
icin zorunludur. Bu ise bilim adamlarina hastalik bas gosterdiginde infeksiyon
kaynagimin belirlenmesinde, infeksiyonlar arasindaki iliskide, virulant suslarin
tanimlanmasinda, tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ve Onlemlerin izlenebilirliginde

onem arz etmektedir (de Graaf vd., 2013).

Bakteriler hem geleneksel (morfolojik ve biyokimyasal testlerle) hem de
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molekiiler yontemlerle (16S rRNA gen dizilerinin 27F ve 1492R primerleriyle PZR ile
cogaltilarak sekans analizleriyle) tanilar1 yapilabilmektedir. Izolatlarm farkliliklarinin
belirlenmesinde genotip analizleri (ERIC primerleri, MOB-Rep 1 ve BOX AIR
primerleri) PZR ile yapilabilmektedir (Rusenova vd., 2013; de Graaf vd. 2013).
Bunlardan bazilar1 fenotipik karakterlerin belirlenmesi, hiicre ve koloni morfolojisi, total
bakteri proteininin SDS-PAGE ile belirlenmesi veya biyokimyasal profillerinin

belirlenmesini kapsamaktadir (de Graaf vd., 2013).

1.7.1.3. P. larvae’min Kiiltiirel Ozellikleri

P. larvae’nin sporulasyonu ve vejetatif biliyiimesi igin anerobik kosullar
gerekmektedir. Bacillus ve Paenibacillus’un diger cinslerden ayrilmasi igin temel
karakteristik 0zelligi basit besi ortamlarinda (nutrient broth veya nutrient agar)
gelisememesidir. Baslica biiylime ortamlari ise; bal aris1 Oziitli ortami, nutritive
broth/agara %10 tavsan ya da at serumu eklenmesi ile olusan ortam, %0,01
tiaminhidroklorid veya sodyum piruvat ilaveli Brain Heart Infusion (BHI) veya Mueller
Hinton (MH) gibi zengin besi yerleri gerekmektedir. Sivi ortamda kiiltiirel
karakterizasyonunda ise dipte tireme, sadece yiizeyde lireme veya hertarafta homojen
tireme seklinde gozlenmektedir. Bazi suslarinda ise sivi besiyeri yiizeyinde ince seffaf
film tabakasi olusturdugu gozlenebilir. Kat1 ortamda kiiltiirel karakterizasyonu; kiigiik,
1-2 mm capinda krem, agik sar1, R-tipi, kum tanesi goriinimlii koloniler olustururlar.
Zenginlestirilmis besiyerlerinde bir¢ok Gram negatif ve pozitif bakterilere karsi (spor
olusturma evresinde) antimikrobiyal etkili maddeler {iretmesinden dolay1 genis, mukoid,
opak koloniler olustururular. Bazi genotipleri parlak turuncu pigmentli koloniler
olusturabilirler (URL-18; Shimanuki ve Knox, 2000).

1.7.1.4. P. larvae’mmn Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarda biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi, tiirlerin geleneksel
tanimlanmasinda yaygin kullanilan bir metoddur. P. larvae’nin tanimlanmasinda
kullanilan bazi biyokimyasal 6zellikler; gliserol, glukoz ve trehalozdan asit tireterek
hidroliz etmesi, kazein ayristirmasi, jelatini sivilastirmasi, lipaz tiretimi, H,S olusturmasi

ve eskulin hidrolizi pozitifligidir. Ayrica nisasta hidrolizi, fenilalanin, indol, voges-
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proskauer, katalaz, dihydroxyacetone tiretimleri ve sitrat kullanimu testleri negatifligi tiir
tanisinda onemli kriterlerden bazilaridir. Nitrat1 nitrite doniistiirme, alkalin fosfataz, asit
fosfataz, mannitol ve salisinden asit iiretme testleri ise degiskenlik gostermektedir
(URL-18; Shimanuki ve Knox, 2000). Kazeini hidrolizi 6zellikle sporulasyon evresinde

giiclii proteolitik enzimleri Girettiginin bir gostergesidir (Schuch vd., 2001).

1.7.1.5. P. larvae’ da Antibiyotik Kullanimi

AYC hastaliginin yayilmasini 6nlemek ve kontroliinii saglamak i¢in pek cok
iilkede farkli uygulamalar yapilmaktadir. Avrupa ve iilkemizde hastaligin “ihbari
mecburi” hastaliklar grubunda yer almasi, ar1 hastaliklarinin tedavisinde izin verilmis
antibiyotik olmamasi ve hastalikli kovanlarin imhasini igeren kanuni diizenlemeler
bunlardan bazilaridir. Buna kars1 ABD basta olmak tizere baz1 tilkelerde ise antibiyotik
kullanilmina izin verilmektedir. Antibiyotik olarak genelde oksitetrasiklin hidrokloriir,
tilosin veya sulfatiazol kullanilmaktadir (Evans, 2004; Yoshiyama ve Kimura, 2009).
Oksitetrasiklin, Kanada’da (Thompson vd., 2007) ve Arjantin’de (Alippi vd., 2007),
tetrasiklin ile tilosin ise ABD’de (FDA-CVM, 2016) streptomisin ve sulfonamidler
Meksika’da, kloramfenikol ise Cin’de hastaliga kars1 en sik kullanilan antibiyotiklerdir.

Antibiyotiklerin kullanimi ile iligkili ¢esitli sorunlar ortaya c¢ikmaktadir.
Antibiyotiklerin larva, ergin ar1 ve ana arilar iizerinde olumsuz etkilerinin olusturdugu
(Peng vd.,1992), patojenlerin zaman igerisinde basta sulfathiazole ve tetrasiklin olmak
tizere pek ¢ok antibiyotige kars1 direng gelistirdigi belirlenmistir (Evans, 2004; Lodesani
ve Costa, 2005; Miyagi vd., 2000). Baz1 iilkelerde oksitetrasiklin antibiyotiginin ari
treticileri tarafindan AYC’de yogun ve bilingsiz kullanimi, P. larvae izolatlarinda
tetrasiklin ve oksitetrasiklin direncinin olusmasiyla sonuglanmustir. Direncin genomik
olmayan (plazmid veya konjugant transpozon tarafindan) horizontal yolla aktarildig: ve
hatta tetrasiklinin sub-inhibitor konsantrasyonlarda varliginin direncin artmasina neden
oldugu goriilmistiir. P. larvae’nin yiiksek direngli fenotipleri tetk ve tetL genlerinin
dahil oldugu farkli tetrasiklin direnci tasiyan dogal plazmidlerin varliginin

belirlenmesiyle iligkilidir (de Graaf vd., 2013).
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1.7.1.6. Hastahgin Bulasma Sekli ve Hayat Evresi

Hastaligin bulagma yollar1 ¢ok sayida olup bunlarin baslicalari; sterilize edilmemis
temel peteklerin kullanimi, aricilarin kendileri, arici alet ve ekipmanlari, hastalikli
kovanlardan diger kovanlara cerceve transferleri, ogul arilarin hastalikli petekteki
kolonilerle birlestirilmesi, hastalik tasiyan ergin arilarin varligi, bulasik kovanlarin
nakilleri, kontamine ballarla arilarin beslenmesi, yagmacilik, saglam arilarin hastalikli
bolgelere girmesi, hastalik bulagmig ana ar1, hastalik etkeni ile bulagik olan eski

kovanlarm kullanilmas1 gibi pek ¢ok bulas yolu bulunmaktadir (MAYBIR, 2014).

Larva, ig¢i ar1 tarafindan verilen enfekte giday: alarak hastaliga yakalanir. Sporlar
yalnizca larvalar i¢in hastalik etkeni olup ergin arilar P. larvae sporlarlar1 hastalik etkeni
degildir. Larvalar erken larva evresi denilen donemde enfeksiyona maksimum en yiiksek
seviyede duyarhidir. Bu silire boyunca, enfekte larva gidasi yoluyla yaklasik on spor
oliimciil bir enfeksiyon baglatmak i¢in yeterlidir. Yutulan sporlar 6n bagirsaga gecer ve
sindirildikten 12 saat sonra orta bagirsak liimeninde ¢imlenir (Bamrick, 1967; Yue vd.,
2008). Larvalar pupa donemine gegerken sporlar sindirim organlarini pargalayarak kana
gecer ve yavrular kapali gozler icinde &liir. Olen bir yavruda 2-2,5 milyar AYC sporu
olusur ve yavru ¢iiriiyerek petek goziiniin tabanina yapisir. Is¢i arilar kapali gozlerin
iginde 6len yavru arilarin temizlenmesi icin petek gozleri tizerinde ufak delikler acarlar.
Kovan temizligi yapan arilar da iizerinde delik bulunan goézleri agarak Olii yavrulari
temizlemeye caligirlar. Olen yavrularin disar1 atilmasi ve petek gozlerinin temizligi
sirasinda temizlik¢i arilar AYC sporlarint  kovan igerisine tasiyarak hastaligin
yayllmasina yol acarlar. Temizlenemeyen Olii larva ve pupalar kuruyarak petek
gozlerinin tabanina yapisirlar. Burada olusan sporlar larva kalintilar1 ve petekler

tizerinde uzun yillar canliliklarin1 koruyarak hastaligin g¢evreye yayilmasina neden

olurlar (Ergiin, 2003).

1.7.1.7. Hastahgin Belirtileri

Yeni enfekte olmus giiclii kolonilerde hastaligin farkina varmak oldukga zordur.
Hastalik ilerledik¢e ar1 sayisinda bir azalma meydana gelir. Saglikli kolonilerde yumurta

birakilan gozlerde yavru dagilimi sik ve hepsi ayni sekilde oldugu halde hasta
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kolonilerin dagiliminda agik ve kapali gozlerin karma karisik bir hal aldig gortliir. Aktif
ve caliskan olan arilarda tembellik ve halsizlik olusmaya baslar. Olii larvalarin atilmasi
ile bosalan gozler terk edilmis durumdadir. Kovan kapagi agildiginda, sitilmis tutkal
kokusu veya pis bir koku yayilabilir. Olii larvalar ilk basta mat beyaz, acik kahve, koyu
kahve ve en sonunda siyah renge doner (Sekil 5). Saglikli bir larva, inci beyazi
goriiniisiinde, petek goziinde dik vaziyette bulunur. AYC enfekte bir larva, dnce petek
gbzilinlin tabaninda “C” harfi seklinde daha sonra hiicreyi dolduracak sekilde yukari

dogru gelisirek dik pozisyonda 6liir (URL-19).

Sekll 5. Amerlkan yavru ¢lirtikliigii hastaligina yakalanmis larva goruntulerl (URL- 20)

AYC ile enfekte olmus petek ve gozleri, enfekte larva kalintilarini igeren agik ya
da bos gozlerden olusan alacali karakteristik bir goriiniiye sahiptir. Enfekte larvalarin
bulundugu petek gozleri; i¢ biikkey, koyu renkli ve siimiiksii goriinimdedir. Kapali
gozlerde kapagin rengi solmus, igeriye dogru ¢okmiis, ayrica delinmis durumdadir.
Enfeksiyon ilerledik¢e petek gozlerinin kapaklarinda diizensiz delikler olusur (URL-22,
Sekil 6).

Sekil 6. Slra51yla AYC li petegm ve kapah gozlerm goruntusu (URL 21)
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Olii larvalarin rengi koyu kahverengi, hatta siyah olabilir. Olii larva koyu renk
olmaya basladiginda bir kibrit ¢opii sokulup cekilirse, iplik gibi uzar (Sekil 7). Olii
larvalarin bulundugu peteklerde tutkal kokusu veya bozulmus balik kokusunu andiran
bir koku vardir. Olii pupanin kurumus kalmtis1 isci arilarin temizleyemeyecegi sekilde

petek goziiniin i¢ine yapismistir. (URL-22).

Sekil 7. Amerikan avru curikliigii hastalikli Iarvalarda ipliksi z(._'r,'tiriim'im.
1.7.1.8. AYC Hastaligimin Onlenmesi

Hastalikla miicadelede istenilen ¢oziime ulagsmak i¢in hijyen kurallarina tiim
aricilarin titizlikle uymast gerekmektedir. Bunun yanisira, aricilarin temiz kovan ve
malzeme kullanmasi, el demirini her kovani inceledikten sonra mutlaka koriik i¢erisinde
yakarak steril etmeleri gerekmektedir. Boylece kovanlar arasi hastalik yayilisi
engellenmis olur. Kovanlar diizgiin bir sekilde incelenmeli, bu sirada yagmalamaya ve
arilarin kovanlar1 karistirmalarina miisaade edilmemeli, kovanlar kontrol edildiginde
mutlaka yeterli bal ve besin kaynaginin olmasina dikkat edilmelidir. Yavru birakilmig
petek gozlerinde farkli renklerin olusup olusmadigina dikkat edilmeli, hastalik son
derece ilerlemis ise, hastalikli kovanlar arilar ile birilikte bir ¢ukur kazilarak igerisinde
yakilmali ve tedbir alinmasi1 gerekmektedir. Kontrol edilmemis ve sertifikali olmayan
aricilik ekipmanlarini satin almamaya ve kullanmamaya dikkat edilmelidir (Kandemir,
2010).

1.7.1.9. AYC Hastahgin Tedavisi

Amerikan yavru cliriikliigii bir ¢ok iilkede ihbar1 mecburi hastaliklar arasinda yer
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almaktadir. Ulkemizde herhangi bir yerde salgin bir ar1 hastaligmin ¢iktig1 durumda
3285 Sayili Hayvan Sagligi ve Zabitasi Kanununun 9. ve 10. maddelerine gore illerde
Bakanlik 11 Miidiirliigiine, ilcelerde Ilge Miidiirliigiine bildirilmelidir. Aricilikta AYC’yi
kontrol altina almanin en etkili yolu, hastaligi erken donemde belirlemekten gecer.
Klinik bulgular, hastaligin teshisinde 6nem tasisa da, kesin teshis i¢in hastalikli madde
alinarak laboratuvar muayenelerinin ve gerekli testlerinin yapilmasi gereklidir. Aricilar
stiphelendikleri kovanlardan bal, petek ve larva Ornekleri alarak ilgili teshis

laboratuvarlarina gonderebilirler (URL-23).

AYC icin tedaviler mevcuttur fakat hicbiri kesin olarak care degildir. ilaclar,
yalnizca semptomlar1 baskilar ve semptomlar yeniden ortaya ciktiginda kovan bir kez
daha enfekte olur. Tetrasiklin AYC tedavisi i¢in kullanilan bir antibiyotiktir fakat
bakterileri 6ldiirmede etkilidir, sporlar1 etkilemez. Yine tylosin ve oksitetrasiklin de
tedavi amaglhi kullanilan antibiyotiklerdendir fakat sadece bakteriyostatik etki
gostermektedirler. Ayn1 zamanda gereksiz ilag kullanimi arilarda mantar infeksiyonlarini
da tetiklemektedir. Bu sebeple basta Avrupa Birligi’ne liye ve Tiirkiye gibi liye aday1
tilkeler olmak {iizere bircok iilkede, bu gibi nedenlerle antibiyotiklerin tedavi ya da
korunma amagli kullanimi yasaklanmistir (Bailey ve Ball, 1991; Alippi, 1999; de Graf
vd., 2013; Forsgren vd., 2013).

1.7.1.10. AYC ile Miicadele Yontemleri

Ulkemizde 2017 Hayvan Hastaliklar1 ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri
Kontrolii genelgesine gore Arilarin AYC hastaligi “Ihbar1 Mecburi” bir hastalik olup,
“Tazminatli” bir hastalik degildir. Ayrica Avrupa Birligi’'ne tiye ve iilkemiz gibi iiye
aday1 tilkeler basta olmak tizere birgok iilkede antibiyotiklerin tedavi ya da koruma
maksatli kullanimi yasaktir. Diinyanin bazi iilkelerinde (ABD, Kanada ve Meksika)
yasal olarak, Tirkiye’de ise yasak olmasina ragmen bazi aricilar tarafindan tedavi ve
koruma amagl antibiyotik kullanilmaktadir. Sadece aricilik alanindaki antibiyotikler
degil hayvan ve insan hastaliklarinda kullanilan antibiyotikler de aricilikta
kullanilmaktadir; ancak kullanilan bu antibiyotikler bakterinin sadece vejetatif formuna
etkilidir. Hastaligin ana etkeni bakteri sporlaridir. Antibiyotik uygulamasi gecici olarak

belirtileri baskilayabilir, ancak sonra tekrar hastalik ortaya cikabilir. Yavru ¢iirtikligi
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icin kullanilan antibiyotiklerin koruma amacglh ve siirekli kullanilmasi bir taraftan
ballarda kalint1 problemlerine neden olmakta diger yandan ise kullanilan antibiyotige

kars1 direng gelistirilmesini saglamaktadir (Genersch, 2010).

Alternatif miicadele yontemleri gelistirilmistir ve gelistirilmeye devam
edilmektedir. Bunlardan bazilar ise; enfekte bal ve kovanin imha edilmesi, enfekte
arilarin temiz ve bos bir kovana aktarilmasi, gamma 111 uygulamasi, enfekte kovanin
arilar1 petekleri ve bali yakildiktan sonra ahsap kovan ve uygun alet ve ekipman 10
dakika siireyle 1sitilmig 160 °C’deki sivi parafine daldirilmasidir. Bu yontemlerle
oncelikle amag hastalik bulasmamis diger kolonileri kurtarmak ve hastaligin yayilmasini
engellemektir. (Anonymous, 2007; Arbia ve Babbay, 2011; Dobbelaere vd., 2001;
Hansen ve Broodsgaard, 1997; Guzmana vd., 2011; Parvanov vd., 2006).

Gama 1511 ve sivi parafin yonteminin aricilar tarafindan uygulanabilirligi
tartismalidir. Son yillarda esansiyel yaglarin hastalikla miicadelede kullanimiyla ilgili
aragtirmalar yapilmaktadir. Laboratuvar kosullarinda yapilan incelemelerde olduk¢a da
etkili bulunmustur. Bu yaglar hem kovanda kalinti birakmamaktadir, hem de arilar i¢in
zararh degildir. Fakat bu ¢alismalar hentliz daha yeni olugu icin koloni bazinda basarili
olduguna dair bilgiler heniiz sinirhdir ve arastirmalar devam etmektedir (Alippi vd.,
1996; Gende vd., 2008; Gende vd., 2009).

Bunlarin haricinde bazi kimyasallar ile miicadele yontemleride kullanilmaktadir.
Kullanilan kimyasallar ise ; etilen oksit, metil bromiir, kiillii su, potasyum hipoklorit,
zefiran, hidrojen peroksit, kloramin, kalsiyum siyanit fumigasyonu vd. Fakat bu
kimyasallarin yarar ve zarar mukayeyesi yapildiginda hastaligi onlerken farkli

problemlere yol agabilecegi gbz oniinde bulundurulmahidir (URL-24).

1.7.2. Avrupa Yavru Ciiriikliigii (AvYC)

Avrupa yavru ¢iiriikliigii de AYC gibi bakteriyal bir larva hastaligidir, fakat AYC
kadar tahribat1 yiiksek degildir. Etmeni, Melissococcus plutonius’dur. Ilk olarak White
(1908) tarafindan tanimlanmis ve Bacillus pluton adi verilmistir (Baily, 1983). Baily ve

Collins (1981), daha sonra kiiltiirel ve kimyasal 6zelliklerine dayanarak Melissococcus
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plutonius olarak adlandirmislardir.

Melissococcus plutonius, gram-pozitif bir bakteridir. Paenibacillus larvae’nin
aksine spor formu bulunmayan M. plutonius’ un vejetatif hiicreleri tek basina, ciftler

halinde veya ¢esitli boyutlarda zincir seklinde bulunabilir (Genersch vd., 2010).

AvYC kovan kapagi agildiginda kokmus et ya da balik kokusunu andiran spesifik
bir kokuya sahiptir. Acik gozlerdeki 6lmiis larvalar koyu kahverengi ve siyaha yakin
renktedir ve larvadaki renk degisimi onemli bir belirtidir.
Koloniler ¢ok yogun sekilde enfekte olduklarinda kapali yavru goézlerinde de renk
degisimleri goriilebilir. Olii larvalar bir ¢ople ¢ekildiginde Amerikan yavru giiriikliigiinde
oldugu gibi ipliksi uzama goriilmez, kolayca petek hiicresinden ¢ikartilabilir. Genellikle,

Amerikan yavru ¢iiriikligi kapali yavrularda goriiliirken Avrupa yavru ciiriikliigii agik

yavrularda goriiliir (Sekil 8).

Bu hastaliga diger bakteri tiirleri de (Paenibacillus alvei, Brevibacillus
laterasporus, Enterococcus faecalis) etken olur, ancak bunlar dogrudan hastalik
olusturmazlar. Ozellikle bunlardan Paenibacillus alvei’nin ortamda bulunmasi 6len
yavrularin ¢iirlimesine ve uzamasina sebep oldugundan AYC ile bu hastaligin

karistirilmasina neden olurlar.

Paenibacillus alvei, gram pozitif, normal kosullarda larva bagirsaginda

iireyemeyen ancak hastalikli kolonilerdeki larval kalintilarda aerobik ortamda, saprofitik
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olarak lireyebilen sporlu bir mikroorganizmadir (Bailey, 1983). Sporlanabilmesi zor
kosullarda hayatta kalmasini1 ve germinasyon ile 6lii ar1 tizerinde kolayca tireyebilmesini

saglamaktadir (Shimanuki ve Knox, 2000).

Brevibacillus laterosporus, P. alvei gibi sporlu bir bakteridir. Bundan dolay1 P.
alvei gibi larval kalintilar ftzerinde ireyebilen, ancak daha az rastlanilan bir
mikroorganizmadir (Bailey ve Ball, 1991). Melissoccus plutonius ’un, enfekte larva ve
bakteri arasindaki besin rekabetinden dolay1 larvanin besin yetersizliginden 6lmesine
neden oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak yapilan in vitro enfeksiyon deneylerinde, enfekte
larvanin fazla besin almasi saglandigi halde, hastalik semptomlarinin goriildigii ve
oliimiin gerceklestigi saptanmistir. Bu sonuca bagli olarak, 6liimiin sadece aglik kaynakl
olmadigy, ikincil enfeksiyonlar tarafindan peritrofik membranin igsgal edilmesine ve doku
penetrasyonuna bagli hasarlarin da etkili olabilecegi diistiniilmektedir (McKee vd.,
2003). ikincil enfeksiyonlarin AvYC’deki patogenezi ve rolii tam olarak anlasilmamakla
beraber (Shimanuki ve Knox, 2000) AvYC, peritrofik membrana yerlesen ve besinlerin
emilimini engelleyen bir sindirim sistemi enfeksiyonu olarak tanimlanmaktadir (Bailey,
1983; Shimanuki ve Knox, 2000).

1.7.3. Pudramsi1 Hastalik (Powdery Scale)

Etkeni Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens (Bacillus pulvifaciens)’ dir. Cok az
goriilen bir hastaliktir. Parlak kahverengiden sariya donen 6li larvalardan izole edilir.
Larvalarin stlerine dokunuldugunda ufalanan ele alindiginda toz heline gelen bir
goriintiiye sahiptir. Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens vejetatif yapist 0,3-0,6 X
1.5-3.0 um boyunda, spor yapisi ise 1.0 X 1.3-1.5 um boyutlarindadir. Glukoz agar
ortaminda iyi tirerler. Nutrient agarda 20°C’de iireyebilmesi ve Browni hareketi negatif
olmasiyla P. larvae’den ayirt edilir. ilk izolasyonlarda kirmizi kahverengi pigment iiretir,

sonraki pasajlarinda bu 6zelligini kaybedebilir (Shimanuki ve Knox, 2000).

1.8. Literatiir Ozeti

Antunez vd. (2004)’nin Uruguay’da yaptig1 ¢alismada incelenen toplam 103 bal

orneginin, %73’inde (0,5-819 cfu/g araliginda) Paenibacillus larvae sporlarinin
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varligin1 bildirmislerdir. Pohorecka vd. (2008)’nin, 2005 ve 2007 yillart arasinda
yaptiklar1 ¢alismada 242 AYC siipheli Ornegin %56’sinda P. larvae pozitifligini
bildirmislerdir. Gillard vd. (2008)’nin AYC bulgusu olan ve olmayan kovanlarda yaptigi
calismalarda ¢esitli 6rneklerden (petek gozii, cergeve kenari, kovan igi-girisi ve balda) P.
larvae izole etmislerdir. Belirtilen ¢alismada hastalik bulunmayan 6rneklerde %22-41

arasinda degisen oranda P. larvae tasiyiciligi bildirilmistir.

Kilig vd. (2010)’nin yaptiklari ¢alismada P. larvae siipheli kovanlardan alinan bal
ve balmumu Ornekleri kiiltiir ve PZR yontemi ile teshis edilmistir. P. larvae DNA’si1
tespit etmek amaciyla en duyarli AF6 ve AF7 primer ¢ifti kullanilmistir. Bu amagla,
hastaliktan stiphe edilen 25 farkli isletmeden alinan 100 adet bal ve bal mumu 6rnegi
incelenmis, PZR pozitif 8 6rnegin 7’sinde kiltiir yontemi ile P. larvae teshisi yapilmistir.
8 adet balarisi larvast PZR ile pozitif bulunmus, kiiltiirii negatif olan bir siipheli 6rnek
ise PZR ile pozitif bulunmustur. Direkt bal ve balmumu PZR denemelerinde 1 tane

balmumu, 7 adet bal 6rneginde pozitiflik saptanilmistir.

Genersch ve Otten (2003)’nin Almanya'da yaptiklar1 bir ¢alismada Rep PZR
yontemi ile BOX A1R, MBO REP1 ve ERIC primerleri kullanilarak P. larvae nin dort
farkli genetik alt tipini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Peters vd. (2006)’nin yaptiklar1 c¢alismada, Almanya’nin Arnsberg idari
bolgesinde bal ve petek Orneklerinden, AYC hastaliginin etiyolojik ajan1 olan
Paenibacillus larvae bakterisini izole ettiklerini, 176 P. larvae’nin BOX A1R, MBO
REP1 ve ERIC primerleri kullanilarak yapilan Rep PZR yontemi ile 5 farkli genotipini
(AB, Ab, ab, aB3, Ab) belirlemislerdir. Ayrica 3 ar1 6rneginde birden fazla genotip ve iki
genotipin bir kombinasyonu ayni kovanin bal 6rneklerinden iki kez izole edildigi (ab/a3

ve Ab/ab) belirtilmistir.

Loncaric vd. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada, Avusturalya’da 214 Paenibacillus
larvae susunun Rep PZR yo6ntemi ile MBO REP1, BOX A1R ve ERIC (ERIC I ve ERIC
1) primerleri kullanilarak genotip tiplendirmesini yapmiglar ve 5 farkli genotip (ab, aB,
Ab, AB, oB) bulmuslardir. Bulunan aB ve aB genotiplerinin yeni olup daha 6nce ayni

yontem ile yapilan ¢alismalarda heniiz bildirilmedigini rapor etmistirler.
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Rusenova vd. (2013)’nin yaptig1 ¢alismada, BOX A1R, MBO REP1 ve ERIC
primerlerini kullanarak tekrarlayan element polimeraz zincir reaksiyonu (Rep-PZR) ile
Paenibacillus larvae izolatlarinin molekiiler tiplemesi yapilmistir. PZR sonucunda izole
edilen P. larvae’larin genetik epidemiyolojisi incelendiginde, Bulgar suslari i¢in ab ve

AB olmak tizere iki genotipin yaygin oldugunu bildirmislerdir.

Genersch vd. (2005) ve de Graaf vd. (2013)’nin yaptiklar1 epidemiyolojik
aragtirmalarda sadece ERIC I ve ERIC II' nin Amerikan yavru ¢iiriikliigi hastalikli
kolonilerinden siklikla izole edildigini gostermislerdir. Her ikisi de diinya ¢apinda rapor
edilmis olmasina ragmen, ERIC II genotipinin daha kisith oldugunu Paenibacillus
larvae ERIC | genotipinin en sik goriilen genotip, ERIC III ve IV genotiplerinin yillardir
tanimlanmis olduklar1 fakat kiiltiir koleksiyonlarinda az sayida izolat olarak mevcut

olduklarini bildirmislerdir.

Shimanuki vd. (2000) ve de Graaf vd. (2013)’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda P.
larvae’nin da dahil oldugu ¢ogu Paenibacillus tiirlerinde yiiksek tetrasiklin hassasiyeti
bulmusturlar. P. larvae’nin varhig: kiltiir ortaminda 0.02 pg/ml konsantrasyonlarinda
tetrasiklin ilavesiyle 6nlendigini, alternatif olarak 5 pg’lik oksitetrasiklin diski bakteri
suslarinda genis (yaklagik 50 mm) inhibisyon zon ¢aplarma neden oldugunu

bildirmislerdir.

Piccini ve Zunino (2001)’nin Uruguay’da 17 P. larvae izolatinda oksitetrasiklin
diskleri (5 pg) ile yaptiklart bir ¢alismada, 45-55 mm inhibisyon (etkinlik) zon ¢apina ve
<2.5 pg/ml MIC degerine sahip olduklar1 bildirilmistir.

Reynaldi vd. (2008) tilmikosini, P. larvae’ye in vivo ve in vitro olarak test edilen
ilk ¢calismay1 yapmis olup kolonide dozu 1000 mg/koloni olarak hesaplamis, ancak ari,
larva, pupa ve balda kabul edilebilir farmakolojik kalinti dozlarinin c¢alisilmasi

gerektigini bildirmistirler.

Alpay Karaoglu vd. (2014) ve Sevim vd. (2016)’nin yaptiklari caligmalarda Dogu
Karadeniz bolgesindeki antibiyotik direncinin azimsanamayacak seviyelerde oldugu, 29

P. larvae susunda 16 farkli antibiyotik test edilmis, sadece streptomisine direngli sus
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belirlenemezken en yiiksek direng gentamisine %39, oksitetrasikline %29 ve tetrasikline

%4 olarak belirlemistirler.

Yapilan bir ¢ok calismada (Peng vd.,1992; Evans, 2004; Lodesani vd., 2005;
Miyagi vd., 2000) antibiyotiklerin larva, ergin ar1 ve ana arilar iizerinde olumsuz etkiler
olusturdugu, patojenlerin zaman igerisinde basta sulfathiazole ve tetrasiklin olmak {izere

pek cok antibiyotige kars1 direng gelistirdigi belirlenmistir.
2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal
2.1.1. Calisma Grubu

Bu calisma 2014-2016 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde gerceklestirildi. Calismalarimiz Samsun
Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden gelen hastalik siipheli petek, bal, larva ve temel petek
orneklerinden izole edilen mikroorganizmalarla yapilmustir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. MYPGP Agar ve Broth Besiyerleri (Mueller-Hinton Broth, Maya Oziiti,
Sodyum Piriivat, Glukoz,)

Mueller-Hinton Broth 10 g
Maya Oziitii 159
K,HPO, 39
Glukoz 29
Sodyum piruvat 1g
Agar 14 ¢
dH,0O 1000 ml

Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda hassas terazi yardimi ile tartilarak
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1000 ml distile suda ¢ozildii. 1,1 atm basigta, 121°C’de 20 dakika otoklav edildi.
Otoklavlanan besiyeri, 90 mm’lik steril petrilere 25 ml olacak sekilde dokiildii.
Besiyerleri buzdolabinda +4°C’de bekletildi.

Ayni miktardaki karisimdan agar ilave edilmeden hazirlanan sivi besiyeri 1.1 atm
basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlandiktan sonra steril vida kapakli tiiplerde
saklandi. Kullanilacag: siireye kadar oda sicakliginda bekletildi (Dingman ve Stahly,
1983; Vallat vd., 2012; de Graaf, 2013).

Hazirlanan her iki besiyeride genel tretim besiyeri ve antibiyogram etkinligini

Ol¢me calismalarinda kullanildi.

2.1.2.2. Mueller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari (Merck) olarak temin edilen hazir besiyerinden 27 g tartilip 1000 ml distile
suda ¢ozildi ve 121°C’de 1,1 atm basingta 20 dk otoklavda steril edildi. Steril edilen
besiyeri, steril petri kaplarina 25 ml olacak sekilde dokiildii. Petriler donduktan sonra
buzdolabinda +4°C’de kapali bir kap ic¢inde muhafaza edildi (Bilgehan, 2004).

Hazirlanan besiyeri genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.

2.1.2.3. Nutrient Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari (Merck) olarak temin edilen hazir besiyerinden 20 g tartilip 1000 ml distile
suda ¢ozildii ve 121°C’de 1,1 atm basingta 20 dk otoklavda steril edildi. Steril edilen
besiyeri, steril petri kaplarina herbirine 25 ml olacak sekilde dokiildii. Petriler donduktan
sonra kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4°C’de kapal1 bir kap i¢inde muhafaza

edildi. Hazirlanan besiyeri genel iiretim besiyeri olarak kullanildi.

2.1.2.4. indol Besiyerinin Hazirlanmasi

Pepton 29
NaCl (Sodyum Kloriir) 059
dH,0 1000 ml
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Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda hassas terazi yardimi ile tartilip
iizerine 1000 ml distile su ilave edilerek ¢6ziildii. 121°C’de 1,1 atm basingta, 20 dakika
otoklavda steril edildi. Besiyeri kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda +4°C’de
muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.1.2.5. Nitrat Besiyerinin Hazirlanmasi

Beff Ekstrakt 39
Pepton 5¢g
KNO; (Potasyum Nitrat) 19
dH,0 1000 ml

Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda hassas terazi yardimi ile tartilip
tizerine 1000 ml distile su ilave edilerek ¢oziildii. Vida kapakli tiiplere 4 ml miktarinda
dagitildi ve 1,1 atm basingta, 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri
kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997;
Bilgehan, 2004). Nitrat besiyeri, bakterilerin nitrati indirgeyebilme yetenegini dlgmek
i¢in kullanildi.

2.1.2.6. Jelatin Besiyerinin Hazirlanmasi
Nutrient s1v1 besiyerine % 10 jelatin ilave edilerek kaynar suda eritildi ve 1,1 atm
basingta 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. 2 ml’lik Ependorflara aktarilarak

kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997).

2.1.2.7. Voges Proskauer Besiyerinin Hazirlanmasi

Pepton 79
Glukoz 59
K2HPO, 59
dH,0 1000 ml (pH: 6.9)

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda hassas terazi yardim ile tartilip
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1000 ml distile su ilave edilerek ¢oziildii. Coziinen besiyerinin pH’1 6.8” ¢ ayarlandi, 4
ml miktarinda tiiplere aktarildi ve 1,1 atm basingta 121°C’de 20 dakika otoklavda steril
edildi. Kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi (Koneman
vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.1.2.8. Lesitinaz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Uretici firmanm (Merck) onerileri dogrultusunda 34 g Brain Heart Infusion agar
besiyeri hazirlanip 1,1 atm basingta 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilip
sogutuldu. Tki yumurtanin yiizeyi yikanip alkolle dezenfekte edildikten sonra yumurta
sarilar1 falcon tiipiine konulup karistirildi ve soguyan BHI Agar besiyerinin i¢in eklendi.
Besiyeri homojen sekilde karigtirildiktan sonra steril 1 cm ¢apli eliza plaklarina
dokiilerek sogutuldu ve kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza

edildi (Rhodehamel ve Harmon, 1995).

2.1.2.9. Sitrat Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Uretici firmanin (Merck) énerileri dogrultusunda 22,5 g graniil halindeki besiyeri
tartilip 1000 ml distile su igerisinde ¢o6ziildii ve 121°C’de 1,1 atm basing altinda 20
dakika otoklav edildi. 2 mI’lik Ependorf tiiplerine dagitild1 ve kullanilacag: siireye kadar
buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). izole
edilen bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadiklarini test

etmek amaciyla kullanild.

2.1.2.10. Dihidroksiaseton Besiyerinin Hazirlanmasi

Yeast Ekstrakt 19
Gliserol 1,29
Agar 29
dH,0 100 ml

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda hassas terazi yardim ile tartilip

100 ml distile su ilave edilerek ¢oziilmesi saglandi. Coziindiikten sonra besiyeri 1,1 atm
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basingta 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 6’li eliza

plakalarina dokiildii ve kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza
edildi (\Vallat vd., 2012).

2.1.2.11. Karbonhidratlardan Asit Uretim Testi

Tripton 50
Yeast extract 159
K,PO4 39
Alkolik bromkrezol moru % 0.04
dH,0 1L

Yukarida verilen maddeler belirtilen miktarlarda hassas terazi yardimi ile tartilip
1000 ml distile su ilave edilerek J broth besiyeri hazirlandi. 121°C’de 1,1 atm basingta
20 dakika otoklavda steril edildikten sonra besiyeri kullanilacagi siireye kadar
buzdolabinda muhafaza edildi. Test edilecek karbohidratin %10 ya da %5’lik stok
solusyonlart distile suda hazirlandi. Filtre ile (0,45 um por capl) steril edildi. Test
edilecegi zaman 9 ml J broth 1 ml karbonhidrat (maltoz, laktoz, trehaloz, ksiloz, glukoz)
stok solusyonu steril sartlarda karistirtlarak 0.5 ml olarak steril Ependorf tiiplere
aktarilarak kullanildi (Vallat vd., 2012; de Graaf, 2013). Bakterilerin hangi sekerleri
kullanabildiklerini 6grenmek i¢in kullanildu.

2.1.2.12. Oksidaz Testi

Bu test, aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin ayirt edilmesi igin kullanildi.
Bunun i¢in; 0,1 g miktarinda 1,4-fenilendiamonyum dikloriir 10 ml distile su igerisinde
¢oziildii ve Ependorf tiiplerine 1 ml seklinde dagitildi. Kullanilacag: siireye kadar -
20°C’de aliminyum folyaya sarili sekilde bekletildi (Koneman vd., 1997).

2.1.2.13. Katalaz Testi

Katalaz enzimi iireten bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirilar. Bu

nedenle bakterinin katalaz enzimi iretip iretmediginin belirlenmesinde kullanilir
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(Koneman vd., 1997). %3’liik hidrojen peroksit (H,0;) kulanilarak test edilir.

2.1.2.14. Antibiyogram Besiyeri

Antibiyogram testleri i¢in yukarida igerigi verilen MYPGP agar ve sivi besiyeri
kullanildi.

2.1.3. Kullanilan Boyalar, Ayraclar ve Soliisyonlar

2.1.3.1. Gram Boyama Seti

A) Kristal viyole stok soliisyonu (%90-95 boya iceren) hazirlamak igin; 40 g kristal
viyole tartildi ve 400 ml etanol (%95) ile bir cam sisede ¢6ziildii ve oda 1sisinda

saklandu.

Amonyum okzalat soliisyonu (%1°lik) hazirlamak icin; 16 g amonyum okzalat
(analitik saflikta) ve 1600 ml distile su bir 151k gegirmez cam sisede karistirildi ve oda

sicakliginda saklandi.

Her iki soliisyonun raf émrii 1 yildir. Kristal viyole stok soliisyonunun 40 ml’si

amonyum okzalat soliisyonunun 160 ml’si ile karistirilarak kullanildu.

B) Liigol soliisyonu; 1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir havanda birlikte ezilip 300 ml
distile su ile homojenize edilerek ¢6ziinmesi saglandi. Karanlik siseye alindi ve tam

¢oziinmesi igin bir gece bekletildi (Bilgehan, 2004).

C) Alkol (%96’hk etil alkol); kristal viyole ile boyanmig, liigol soliisyonu ile

mordalanmis preparatlarda renk giderilmesi i¢in kullanildi.

D) Safranin soliisyonu; porselen krosede 2,5 g safranin 10 ml alkol (%95) ile ¢oziiliip
151k gegirmeyen vida kapakli siseye aktarildi. Uzerine 100 ml distile su ilave edilerek
tamamlandi. Bir giin bekletildikten sonra zit boya olarak gram boyamada kullanild:
(Koneman vd., 1997).
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2.1.3.2. Nitrat Ayraclari
Aayraci: 0,5 g a-naphthylamine tartilip 100 ml %30’ luk asetik asit i¢inde ¢ozldii.
B ayraci: 0,8 g siilfanilik asit tartilip 100 ml %30’ luk asetik asit i¢inde ¢ozildi.

C ayraci: Cinko tozu.

Hazirlanan ayracglar 151k gecirmeyen siselerde +4 °C’de buzdolabinda saklandi

(Koneman vd., 1997).

2.1.3.3. Voges-Proskauer Ayraclar1 Hazirlanmasi

A ayraci: 5 g a-naphthol % 95°lik 100 ml etil alkol igerisinde ¢oziildii.
B ayraci: 10 g potasyum hidroksit 100 ml distile su igerisinde ¢oziildii.

Ayiraglarin her ikisi de karistirilip ¢oziildiikten sonra kullanilacag: stireye kadar +

4°C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).
2.1.3.4. Fehling Soliisyonu’nun Hazirlanmasi
Soliisyon A: 10 g sodyum hidroksit, 35 g potastum sodyum tartarat tartilip 50 ml distile
Su igerisinde ¢Ozildii.
Soliisyon B: 7 g bakir siilfat (CuSO,) 50 ml distile su igerisinde ¢6ziildii.

Her iki soliisyonda test esnasinda taze hazirlanip kullanildi (Koneman vd., 1997).
2.1.3.5. Kovaks Ayracimin Hazirlanmasi

150 ml izoamil alkol, 10 g p-dimetilaminobenzaldehit, konsantre HCL ile

kanistirilarak 151k gecirmeyen siseye dolduruldu. Kullanilacag: siireye kadar + 4°C’de
muhafaza edildi (Koneman vd., 1997).
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2.2. Metod
2.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Numuneler ~ Samsun  Veteriner  Kontrol  Enstitiisii =~ Ar1 Hastaliklar
Laboratuvari’ndan gelen Karadeniz Bolgesi’nin 10 ilinden toplanan hastalik stipheli
petek, bal, larva ve temel petek 6rneklerinden olusmaktadir (Sekil 9). Laboratuvarimiza
ulagan numuneler test edilecegi siireye kadar oda 1sisinda bekletildi. Ekim i¢in peteklerin

kararmis gozeneklerinden larva, ergin ar1 ve bal 6rnekleri toplandi.
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Sekil 9. Ornekleme alanlar1 (URL-26).

2.2.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Larva Orneklerinin Hazirlanmasi: Steril sartlar altinda pens yardimiyla alinan 5
adet larva 5 ml steril distile su iginde karistirict yardimiyla suspanse edildi. Kati larva

kisimlar1 homojenizator yardimiyla parcalandi.

Ergin Ar1 Orneklerinin Hazirlanmasi: Larva sathasini tamamlanis ancak petek
goziinden ¢ikamamis ergin arilar numune olarak kullanildi. Bu amagla 5 adet ergin ar1
%70’1ik etanolde 3 dakika bekletildikten sonra 3 kez steril distile sudan gegirilerek

yikandi. Daha sonra 5 ml steril distile su ilave edilerek homojenizatorde pargalandi.

Bal Orneklerinin Hazirlanmasi: Cergevelerin yiizeyinde bulunan bal numune

olarak kullanildi. Bu amagla 5 gram bal 6rnegi 5 ml steril distile su ile karistirildi.

Numunelerin hazirlanmasi agamasindan sonra tiim ornekler i¢in ayni yontemler

kullamld1. Ornekler 80°C’de 10 dakika su banyosunda vejetatif formlarin eliminasyonu
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icin 1stya maruz birakildi. Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda i1sisinda soguyana
kadar bekletilip 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Stipernatant kisim
atilarak kalan pellet kismi karistiricidda homojen hale getirildi. Hazirlanan 6rneklerden
birer adet MYPGP ve Nutrient agar besiyerlerine ekim yapilmasi igin kullanildi. Tekrar
ekim gerekebilir diisiincesiyle kalan ornekler -20°C’de saklamaya alind1 (Vallat vd.,
2012; de Graaf, 2013).

2.2.3. MYPGP ve Nutrient Agar Besiyerlerine EKim

Istya maruz birakilan 6rneklerden sporlu bakteri (Paenibacillus sp.) tiretimi igin
MYPGP ve Nutrient Agar besiyerlerine 100 ul 6rnek alinip uygun sartlarda ¢izgi ekimi
yontemi ile ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan plaklar 37°C’de 3-4 giin %5’lik

CO;’li ortamda (mumlu kavanoz teknigi kullanilarak) etiivde inkiibasyona birakild.

2.2.4. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra MYPGP agar iizerinde iireyen bakteri kolonilerinin morfoloji
ve gram boyanma ozellikleri incelendi. Gram pozitif sporlu basil ve kok gozlenen
kiltlirler, saf kiiltiir eldesi icin MYPGP agar besiyerine tek koloni alinarak pasajlari
yapildi ve 37°C°de 3-4 giin %5’lik CO,’li ortamda etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra saf olarak izole edilen kiiltiirler, steril Ependorf tiiplerine %20 gliserol igeren 1 ml
MYPGP s1v1 besiyerine 6-7 6ze dolusu bakteri alinarak stok soliisyonlar1 hazirland1 ve

numaralandirilarak -20 ve -80°C’de ikiser tekrarli olarak saklamaya alindi.

2.2.5. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. Gram Boyama

Gram boyama bakterilerin tanimlanma ve siiflandirilmasi i¢in kullanilan en
onemli boyama yontemidir. Bu bir farklilastirici boyama olup bakterileri gram pozitif ve
gram negatif olarak ikiye ayirir. Gram mekanizmasi olaymin bakterilerin hiicre ¢eperi
yapisina bagli oldugu bilinmektedir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlar1 gram

negatiflerden farklidir. Bunlardaki peptidoglikan katmani daha kalindir. Her bir izolat
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icin bakteriyel smear hazirlandi ve alevle 3 kez tespit edildi. Hazirlanan smeara 1 dakika
kristal violet ile muamele edildi ve dH,O ile yikandi. Daha sonra 1 dakika lugol ile
muamele edildi ve aseton-alkol ile renk giderilinciye kadar yikandiktan sonra renk
kaybimi 6nlemek i¢in dH,O ile yikanip 1 dakika safraninle boyand: ve tekrar dH,O ile
yikandi. Kurutulan preperatlar mikroskop ile 100x biiyiitmede immersiyon yagi
damlatilarak incelendi. Mor renkle boyanan bakteriler gram pozitif, pembe renge
boyanan bakteriler ise negatif olarak degerlendirildi. Hiicrelerin iginde boyanmayan

kisimlar ise spor olarak belirlendi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.2. Katalaz Testi

Bu test, baz1 mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enzimini (hidrojenperoksit
oksidorediiktaz) saptamak amaciyla yapilir ve identifikasyonda kullanilir. Bu enzim
ckseri sitokrom ihtiva eden aerobik bakterilerde ve bazi fakiiltatiflerde bulunur. Bir
damla %3’lik hidrojen peroksit (H20;), lam iizerine damlatildi ve petrilerde iireyen
kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak hidrojen peroksitle karisimi saglandi. Cogu aerobik
bakteriler katalaz enzimi araciligiyla, hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalayarak
kopiik olusumuna neden olur. Katalaz deneyinde gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif,

goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirilir (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.3. Oksidaz Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler olan oksidaz
enziminin varligin1 ortaya koymada kullanilir. Oksidaz reaksiyonu, bakterilerde (aerobik
olanlarda) sitokrom oksidaz sisteminin bulundugunu ifade eder. Hazirlanan ¢6zeltiden
lam iizerine bir miktar damlatildi ve {izerine taze kiiltirden 6ze yardimi ile alinan
bakteriler birakildi. Kurutma kagidinda 5-30 sn igerisinde mavi-mor renk olusumu testin
pozitif, herhangi bir renk degisimi gozlemlenmemesi ise testin negatif oldugunu
gostermektedir (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.4. Lesitinaz Testi

Bu test, yumurta sarisinda bulunan lipoprotein komplekslerinin bakteriler
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tarafindan olusturulan lesitinaz ve fosfolipaz enzimleri ile hidroliz edebilme durumunu
belirlemek i¢in yapilir. MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen
bakterilerden tek koloni alinarak MYPG sivi besiyerinde ¢oziilerek McFarland 0,5
olarak ayarladi ve lesitinaz besiyerlerine 3-5 pL damlatildi. 37°C’de yaklasik 3-4 giin
inkiibe edilen test besiyerlerindeki koloniler etrafinda lesitin hidrolizasyon zonu olusan
acilmalar ve opaklasmalar pozitif olarak degerlendirildi (Rhodehamel ve Harmon,
1995).

2.2.5.5. Nitrat Rediiksiyon Testi

MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni
alimarak MYPG sivi besiyerinde ¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi ve nitrat
besiyerlerine 3-5 uL damlatildi ve 37°C’de her giin iiremeleri kontrol edilmek iizere 3-4
giin inkiibe edildikten sonra ayiraglari damlatilarak nitratin nitrite, nitritin azot gazina
kadar olan indirgenmeleri test edildi. Bunun i¢in inkiibasyonu tamamlanmis kiiltiirlere
sirastyla once A sonra B ayiracindan 1’er mL eklendi, 30 sn iginde kirmizi bir renk
olugmas1 nitratin bakteriler tarafindan rediikte edildigi ve ortamda nitritlerin var
oldugunu gosterdi, deney sonucu pozitif olarak degerlendirildi. Bu siire igerisinde renk
degisimi olmayan Grneklere ise bir miktar ¢inko tozu ilave edildi. Cinko tozu nitratlart
nitrite rediikte eder. Tozun eklenmesiyle 30 sn iginde kirmizi renk olusumu,
besiyerindeki nitratlarin bakteriler tarafindan rediikte edilmemis, eklenen c¢inko
tarafindan rediikte edilmis oldugunu gosterir ki buda nitrat rediiksiyon deneyinin negatif
olarak degerlendirilmesiyle sonuglandi. Cinko tozun eklenmesine karsin yine renk
olusmazsa bu kez ortamda nitratin kalmamis oldugu nitratlarin bakteriler tarafindan
nitritlerdende 6teye NH3z, NO ve N; gazlarina doniistiiriilmiis oldugunu gosterir. Bu
durumda bakterilerin nitrat rediiksiyon deneyi ise pozitif olarak degerlendirildi
(Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.6. Voges-Proskauer Testi (VP)

Bu test, baz1 mikroorganizmalarin glukozu fermente ederek, nétral bir iirlin olan
aseton meydana getirme yetenegini tayin etmede ve Ozellikle Enterobacteriacea

familyasindaki bazi bakteri tiirlerinin identifikasyonunda kullanilir. Ozel ayiraglarla
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ortaya ¢ikarilan bu iriinii olusturan bakteriler Voges-Proskauer pozitif olarak kabul
edilir. pH 6,8 olarak ayarlanan \oges-Proskauer besiyerine MYPG agarda 37°C’de
yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni alinip MYPG siv1 besiyerinde
¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarlanan kiiltiirlerden 3-5 pL damlatildi. 37°C’de 3-4
giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar1 tamamlanan Kkiiltiirlere Voges-Proskauer
ayiraglarindan ilk olarak yaklasik 0,6 ml A ayiraci (a-naftol) ve hemen arkasindan 0.2 ml
B ayirac1 (potasyum hidroksit) damlatildi ve besiyerinin havayla temas etmesi i¢in
tiiplerin agz1 agik sekilde iyice calkalanip 10-15 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
tiiplerde pembe-kirmizi rengin olugmasi sonucun pozitif oldugunu agik kahverengi halka

olusumu ise sonucun negatif oldugunu gosterir (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.7. Jelatin Testi

Bu test bakterilerin jelatini hidroliz eden jelatinaz enzim sentez yetenegini
6lgmede kullanilir. MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden
tek koloni alinarak MYPG siv1 besiyerinde ¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi ve
jelatin besiyerlerine 3-5 pL damlatildi ve 37°C’de 3-4 giin inkiibasyona birakildi. Ureme
olan Ornekler 1 saat buzdolabinda bekletildi. Jelatinin hidroliz edildigi durumlarda
buzdolabindan ¢ikarilan orneklerin sivi halde oldugu ve katilasmadigi goriildii. Bu
durum jelatin testi i¢in pozitif kabul edilirken, jelatinin katilagmasi negatif olarak kabul

edildi (Nizar vd., 2015).

2.2.5.8. Sitrat Kullanim Testi

Bu test, mikroorganizmalarin besi yerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve
amonyum tuzlarin1 da azot kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada kullanilir.
Organizmalar sitrat1 hiicre i¢ine alan enzim olan permeaz ve par¢alayan enzim olan sitrat
liyaza sahipse Simmon sitrat agarda alkali bir reaksiyon olusturur. Besiyerinde bulunan

bromtimol mavisi ayiracinin yesil rengi maviye doner.

MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni
alinarak MYPG siv1 besiyerinde ¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi ve sitrat
besiyerlerine 3-5 pL damlatildi. 37°C’de 3-4 giin inkiibeye birakildi. Inkiibasyon
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sonucunda yesil olan sitrat besiyerinin renginin maviye doniismesi sonucun pozitif, renk
degisimi goriilmemesi sonucun negatif oldugunu gosterdi (Koneman vd., 1997;
Bilgehan, 2004).

2.2.5.9. Dihidroksiaseton Testi

MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni
almarak MYPG sivi besiyerinde c¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi ve
dihydroxyaceton besiyerlerine 3-5 pL damlatildi. 37°C’de 3-4 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra besiyeri iizerinde iireyen bakterilere taze hazirlanmis soliisyon A
ve soliisyon B bire bir oraninda karistirilip tiremis koloniler tizerine ilave edildi. Bir iki
dakika i¢inde kolonilerin renginin saridan kirmizi bakir rengine déniigsmesi testin pozitif

olarak degerlendirdi (Claus ve Berkeley, 1986).

2.2.5.10. Karbonhidratlardan Asit Uretme Testi

MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni
alinarak MYPG s1v1 besiyerinde ¢6ziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi. Karbonhidrat
stv1 besiyerleri 96 kuyucuklu eliza plakalarina ti¢ tekrarli 100 pL dagitildr ve iizerlerine
3-5 pL kiiltiirden damlatildi. Plaklar 37°C’de yaklasik 7 giin inkiibe edildi. Plaklardaki
besiyerlerinin mor olan renginin sariya donmesi bakterinin o karbonhidrati kullanip asit
tirettiklerini gosterir ve sonug pozitif olarak kaydedilir. Eger siv1 besiyerinde herhangi
bir renk degisimi goziikmezse sonug¢ negatif olarak kabul edilir (Vallat vd., 2012; de
Graaf, 2013).

2.2.5.11. indol Testi

MYPG agarda 37°C’de yaklasik 3-4 giin inkiibe edilen bakterilerden tek koloni
almarak MYPG siv1 besiyerinde ¢oziilerek McFarland 0,5 olarak ayarladi ve indol
besiyerlerine 3-5 upL ekildi. 3-4 giin 37°C’de inkiibasyona birakildi. Bakterilerin
bulundurduklar triptofanaz enzimleri triptofandan indol olusturmalarinin arastirilmasi
temeline dayanan bir testtir. Inkiibe edilen tiiplere Kovaks ayiracindan 6-8 damla

damlatildi. Birkag¢ saniye igerisinde tiiplin list kisminda parlak kirmizi bir halkanin
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olusmast pozitif sonug, sar1 halka olusumu negatif sonug¢ olarak degerlendirildi

(Alvarado vd., 2013).

2.2.6. izolatlarin 16S rRNA Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.6.1. Genomik DNA Izolasyonu

Orneklerden genomik DNA izolasyonu icin, izolatlar MYPG siv1 besiyerinde
37°C’de calkalayicida 3-4 giinde iretildi ve her bir izolat Ependorf tiipe aktarilarak
asagidaki islemler sirasiyla yapildi (Sambrook, 1989).

Kiiltiirler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santrifiij edildi. Pelletlerin tizerine 500 pL TE
tamponu eklenerek (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA pH 8) ¢oziildii. Her bir tiipe 50 pL
lizozim enzimi konularak vortekslendi. Tiipler 1 saat 37°C’de bekletildi. Her bir tiipe 50
ul %10°luk SDS eklenerek 5-6 defa alt tist edildi ve 37°C’de 30 dakika bekletildi. Sonra
her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH 5.2) eklendi ve 65°C’de 10-30
dakika beklenerek her 10 dakikada bir alt iist edildi. Her tipe 500 pL
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi, vortekslendi ve 5 dakika 13.000
rpm’de santrifiij edildi. Tiiplerin tist kismindaki sivi kisim temiz Ependorf tiiplerine
aktarildi. Tiplere tekrar 500 pL kloroform ilave edildi ve tiipler alt iist edilerek 13.000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve Ustte kalan sivi kisim temiz tiiplere aktarildi. Tiiplere
tekrar 500 uL kloroform ilave edildi. Tiipler alt {ist edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve iistte kalan s1vi kisim temiz tiiplere aktarildi. Béylece bu iglem ti¢ defa
tekrarlandi. Bu tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat ve 2 hacim (yaklasik 900 pL) %96’ lik
soguk EtOH (etil alkol) ilave edilerek -20°C’de 45 dakika bekletildi. Tiipler 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve tist kisimdaki sivilar atildi. Kalan pelletlerin iizerine
500 pL %70’lik soguk EtOH ilave edilerek tekrar 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Pelletler 37°C’de kurutulduktan sonra 75 uLL. TE-RNaz igerisinde ¢6ziildii.

2.2.6.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Genomik DNA’larin goriintiilenebilmesi i¢in 1X TAE tamponu igerisinde etidyum

bromiir kullanilarak %1°lik agaroz jel hazirlandi. 1 gram agaroz tartilarak iizerine 100
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mL 1X TAE tamponu eklendi ve mikrodalga firininda ¢oziildii. Jel tanki hazirlandi ve
kuyucuklarin olusmasi igin jel taragi takildi. Agaroz jel ciiziildiikten sonra 50°C’ye
kadar sogutulunca igerisine 0,5 pL etidyum bromiir (0,5 pg/mL) ilave edildi ve homojen
sekilde ¢ozlinmesi saglandi. Soguyan agaroz jel, jel kalibina dokiildii ve 15-20 dakika
donmasi i¢in bekletildi. Agaroz jel donduktan sonra jel taragi dikkatlice ¢ikarildi. Daha
sonra agaroz jel elektroforez tankinin igerisine diizgiince yerlestirildi ve jelin {izerini
kaplayacak sekilde 1X TAE tamponu ilave edildi. Her bir izolatin DNA soliisyonundan 7
pL alindi ve 3 pL 10X yiirlitme boyasi ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. 100 V’luk
elektrik alanda 25 dakika yiritildi. Yiriitme sonucunda izolatlardan elde edilen
genomik DNA’lar UV 15181 altinda goriintiilendi. Daha sonra DNA’lar sonraki

caligmalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

2.2.6.3. 16S rRNA Geninin PZR ile Arttirilmasi

16S rRNA genleri her bir izolattan elde edilen genomik DNA’lardan 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) ileri ve 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") geri primerleri kullanilarak PZR yardimi ile

cogatildi. Primerler Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda) firmasindan temin edildi.

PZR reaksiyonu 50 pul son hacimde gergeklestirildi. Reaksiyonlar, son hacimde 1X
Taq DNA polimeraz Buffer, 1.5 mM MgCly,, 200 uM dNTP mix, 0,3 pmol/ul ileri ve geri
primerlerden, 1 U Taq DNA Polimeraz (Fermentas) kullanilarak hazirlanmistir. PZR
dongiisii ise ilk denetiirasyon basamagi 94°C’de 3 dk., daha sonra 35 dongi
denatiirasyonda 94°C’de 45 sn., primer baglanma sicakliginda 45 sn, uzama
basamaginda 72°C’de 2.5 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Son uzama basamagi ise

72°C’de 7 dk. olarak ayarlanmis ve PZR iiriinleri 4°C’de korunmustur.
PZR iiriinlerinin etidyum bromiir igeren %1°lik agaroz jelde UV 15181 altinda

goriintiilenmistir. Elde edilen PZR iriinleri sekans i¢in Macrogen Inc. (Amsterdam,

Hollanda) firmasina génderilmistir.
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2.2.6.4. Veri Analizi

Elde edilen biitiin 16S rRNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi
ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST’ lanarak GenBank’ta yer alan diger 16S
rRNA dizileri ile yilizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin
morfolojik tanimlamalarini dogrulamak i¢in kullanildi. 16S rRNA dizilerinin Cluster
analizi ayn1 sekilde BioEdit programimi kullanarak ClustalW programu ile yapildi ve
buradan elde edilen verilerin Paenibacillus’lar i¢in 1444 bp’lik kismi, Bacillus lar igin
1346 bp’lik kismi1, Gram pozitif koklar i¢in 1400 bp’lik kismi MEGA (Tamura vd., 2011,
version 5) filogenetik programi yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi.
Aligment bosluklar1 kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin
giivenilirligi MEGA 5.0 programi kullanarak sec¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000
tekrarli olacak sekilde test edildi.

2.2.7. Antibiyogram Testi

Calismada izole edilen sporlu basillerin antibiyotik duyarliliklar1 agar disk
diffiisyon metodu kullanilarak gerceklestirilmistir (EUCAST, 2016). Calismada hayvan
(ar1) hastaliklarinda kullanilabilirligi var sayilan (arilar i¢in kullanimi yasak) 7 adet ve
Gram pozitif bakteri paneli i¢in se¢ilmis 12 adet olmak tizere toplamda 19 adet
antibiyotik diski kullanilmistir (Tablo 3). Bu antibiyotiklerden 19 tanesi Paenibacillus

larvae suslarinda, 12 tanesi ise diger tiim suslar tizerinde test edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testleri MYPGP agar besiyerinde 3-4 gecelik
kiiltiirlerden yapilmustir. Inkiibasyondan sonra her bir izolatdan, MYPG siv1 besiyeri
igerisinde bulaniklik degeri 0,5 McFarland olacak sekilde sulandirimlari hazirlandi.
Steril MYPG agar besiyeri 12 cm capli plastik petrilere 4 mm kalinliginda dokiilerek
donduruldu. Steril bir ekiivyon ¢ubugu yardimi ile bulaniklilig1 ayarlanmis kiiltiirlerin
MYPGP agar besiyeri ylizeylerine yayma ekimleri yapildi. +4°C’de saklanmakta olan
antibiyotik diskleri alinarak agar yiizeyine temas edecek sekilde ve disk aralarinda en az
24 mm bosluk olacak sekilde yerlestirildi. Petriler 37°C’de %5 CO, varliginda 3-4 gece
mumlu kavanozda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra antibiyotik diskleri etrafinda

olusan zonlarin caplari lgiilerek degerlendirilme yapildi. Olgiilen zon ¢aplart EUCAST
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(2016) kitapcigindaki ilgili tablolardaki degerler ile karsilagtirilarak, bakteri test edilen

antibiyotige kars1 "duyarli" veya "direngli" olarak degerlendirildi.

Tablo 3. Test edilen antibiyotiklerin isimleri, kisaltmalari, doz igerikleri, dahil olduklar
antibiyotik gruplar1 ve etkinlik zon ¢aplari (EUCAST 2016).

Grubu ﬁ?st;:)tilﬁ;tsilk Adive Doz icerigi Direngli Orta  Duyarh
Aminoglikozit Gentamisin (CN) 10 <12 13-14 >15
Streptomisin (S) 300 <11 12-14 >15
Amikasin (AK) 30 <14 15-16 >17
Makrolid Eritromisin (E) 15 <13 14-22 >23
Tylosin (TY) 15 <13 14-19 >20
Tetrasiklin Tetrasiklin (TE) 30 <14 15-18 >19
Oksitetrasiklin (T) 30 <14 15-18 >19
Kloramfenikol (C) 30 <12 13-17 >18
Linkosamid Linkomisin (L) 2 <10 11-17 >18
Penisilinler Penisilin (P) 10 <14 - >15
Ampilisin (AMP) 10 <16 - >17
Florokinolon Siprofloksasin (CIP) 5 <15 16-20 >21
Norfloksasin (NOR) 10 <12 13-16 >17
3. Kusak Sefolosporin Ceftazidim (CAZ) 10 <14 15-17 >18
2.Kusak Sefolosporin Sefuroksim (CXM) 30 <14 15-17 >18
1.Kusak Sefolosporin Seftazolin (KZ) 5 <14 15-17 >18
B-laktam inhibitor Amoksisilin klavunat (AMC) 20/10 <19 - >20
kombinasyonu Trimetoprim-Sulfametoksazol 1.25/23.75
(SXT) <10 11-15 >16
Nitrofuran grubu Furazolidon (FX) 10 <10 11-16 >17

2.2.8. P. larvae izolatlarimin Genetik Cesitliligi

Calismada izole edilen P. larvae izolatlariin genetik ¢esitliligi repetitive element

PZR (rep-PZR) teknigi ile BOXAl (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") ve

MBO REPI

gergeklestirilmistir.

(5°’-CCGCCGTTGCCGCCGTTGCCGLCCG-3’) primerleri

kullanilak

PZR reaksiyonlar1 25 pl son hacimde gergeklestirildi. Reaksiyonlar, son hacimde

1X Taq DNA polimeraz Buffer, 2.5 uM MgCl,, 250 uM dNTPmix, 0,3 pmol/ul primer,



1 U Tag DNA Polimeraz (Fermentas) kullanilarak hazirlanmistir. PZR dongiisii ise ilk
denetiirasyon basamagi 94°C’de 15 dk., daha sonra 35 dongii denetiirasyonda 94°C’de 1
dk., 53°C’de 1 dk., uzama basamaginda 72°C’de 2.5 dk olacak sekilde ayarlanmustir.
Son uzama basamagi ise 72°C’de 7 dk. olarak ayarlanmig ve PZR firlinleri 4°C’de

korunmustur.

PZR fiiriinlerinin etidyum bromiir igeren %]1°lik agaroz jelde UV 15181 altinda
goriintiilenmistir. Cogaltilan triinlerin genetik ¢esitliligi Geneserch ve Otten (2003) ve
Peters vd., (2006) tarafindan belirlenen isimlendirme sistemlerine  gore

degerlendirilmistir.

2.2.9. P. larvae Izolatlarinin Plazmit DNA izolasyonlar

Izolatlar MYPG s1v1 besiyerlerinde bir gecelik inkiibasyona tabii tutulmus ve ertesi
giin hiicreler santrifiij yardimi ile toplanmustir. izolatlarm plazmit DNA’lar1 QIAprep

Spin Miniprep Kit (Qiagen) kullanilarak ve kit prosediirii uygulanarak elde edilmistir.

2.2.10. P. larvae Izolatlarinda Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin Diren¢ Genlerinin

Belirlenmesi

Tetrasiklin ve oksitetraksiklin direncine sahip olan P. larvae izolatlari Gram
pozitif bakterilerde siklikla goriilen dort fakli tetrasiklin geni ve 2 farkli oksitetrasiklin
geni varlig1 acisindan degerlendirildi. Caligmada kullanilan tetrasiklin ve oksitetrasiklin

direng¢ geni primerleri Tablo 4’de verilmistir.

Tetrasiklin ve oksitetrasiklin diren¢ genlerinin tespiti i¢in yapilan PZR reaksiyonu
50 ul son hacimde gergeklestirildi. tet(M) ve tet(W) genleri multipleks PZR, diger genler
ise klasik PZR yontemi ile tespit edildi. PZR reaksiyonlart 50 pl son hacimde
gergeklestirildi. Reaksiyonlar, son hacimde 1X Taq DNA polimeraz Buffer, 1.5 mM
MgCl,, 250 uM dNTPmix, 0,3 pmol/ul her bir ileri ve geri primer, 1 U Taq DNA
Polimeraz (Fermentas) kullanilarak hazirlanmistir. PZR dongiisii ise ilk denetiirasyon
basamagi 94°C’de 3 dk., daha sonra 35 dongili denetiirasyonda 94°C’de 45 sn., primer

baglanma sicakliginda 45 sn., uzama basamaginda 72°C’de 1 dk olacak seckilde

41



ayarlanmistir. Son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dk. olarak ayarlanmis ve PZR iiriinleri

4°C’de korunmustur. PZR iirlinlerinin etidyum bromiir iceren %1’°lik agaroz jelde UV

15181 altinda goriintiilenmistir.

Tablo 4. Tetrasiklin ve oksitetrasiklin direng genlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan

primerler.

Gen Primerler Sekans(5’-3) bp Kaynak

tet(K) TetK Fwd TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 718 Youvd., 2012
TetKk Rev.  GCAAACTCATTCCAGAAGCA

tet(L) TetL Fwd GTTGCGCGCTATATTCCAAA 788 Youvd., 2012
TetL Rev  TTAAGCAAACTCATTCCAGC

tet(M) TetM Fwd GTGGACAAAGGTACAACGAG 406 Malhotra-Kumar
TetM Rev  CGGTAAAGTTCGTCACACAC vd., 2005

tet(W) TetW Fwd GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 168 Masco vd., 2006
TetW Rev  GGGCGTATCCACAATGTTAAC

OtrA OtrAFwd GAACACGTACTGACCGAGAAG 778 Nikolakopoulou
OtrARev CAGAAGTAGTTGTGCGTCCG vd., 2005

OtrB  OtrBFwd CCGACATCTACGGGCGCAAGC 947 Nikolakopoulou
OtrBRev GGTGATGACGGTCTGGGACAG vd., 2005

42



3. BULGULAR

Bu calisma, Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Ar1 Hastaliklar1 Laboratuvari
destekleriyle, RTEU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma

Laboratuvari’nda yapilmistir.

Amerikan Yavru Curiikliigii siipheli ar1 ve triinleri Samsun Veteriner Kontrol
Enstitisii Ar1 Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Calisma boyunca AYC
hastalig1 siipheli 28 larva 6rnegi, 26 ergin ar1 6rnegi, 9 bal 6rnegi ve 1 temel petek drnegi
olmak tizere toplamda 64 ornek kullanildi. Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden
gelen ilk ornekler “PB” (Paenibacillus) seklinde, daha sonraki ornekler ise “SV”
seklinde kodlanarak numune gelis sirasina gore rakamla, izolat sirasina gore alfabetik

harflerle numaralandirildi (Tablo 5).

Orneklerin kiiltiirleri sonucunda 64 &rnekten 35’inde sporlu basil ve kok izole
edilirken, 29 ornekten herhangi bir mikroorganizma izolasyonu gerceklestirilemedi.
Uremenin gerceklestigi 35 ornekten toplam 58 Gram pozitif hizli ve yavas spor
olusturan basiller ile 5 Gram pozitif kok izole edildi ve toplamda 63 gram pozitif bakteri

caligsma kapsamina alindi (Tablo 5).

Tablo 5. AYC siipheli orneklerin numaralari, alindiklar1 yerler, 6rnek orijinleri ve
elde edilen izolat numaralari.

No Alindig1 Bolge Ornek Tiirii Izolat No

1 Rize Larva PB11

2 Rize Larva PB12b

3 Guimiishane Larva PB13.1b, PB13.2

4 Rize Larva PB14a, PB14b, PB14c

5 Rize Bal -

6 Rize Larva PB16.1b, PB16.2

7 Rize Larva PB17

8 Rize Larva PB18a

9 Rize Larva PB19a, PB19b

10 Rize Larva PB20

11 Rize Larva -

12 Rize Bal PB22b1, PB22d, PB22¢e, PB22f
13 Rize Bal PB23a, PB23b, PB23c

14  Samsun Larva PB24a, PB24b

15 Samsun Larva PB25b, PB25c¢

16  Samsun Bal PB26a, PB26b, PB26¢c, PB26d, PB26¢
17  Samsun Larva PB27b

18 Samsun Larva PB28a, PB28b, PB28c, PB28e
19 Samsun Larva -
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Tablo 5 (devam). AYC siipheli 6rneklerin numaralari, alindiklari yerler, 6rnek orijinleri
ve elde edilen izolat numaralari.

No Alindig1 Bolge Ornek Tiirii izolat No

20 Samsun Larva PB30a, PB30b
21  Samsun Larva PB31a, PB31b, PB31c, PB31d, PB31e
22 Rize Larva PB32a, PB32b
23 Rize Bal PB33

24 Bayburt Larva PB34

25 Bayburt Bal PB35

26 Rize Bal PB36b

27 Rize Bal -

28  Samsun Ari -

29 Sinop Ar SV2

30 Amasya Art -

31 Rize An -

32 Samsun Arn -

33 Giresun An -

34 Sinop Ar -

35 Tokat An SV8a, SV8b
36 Tokat An SV9a, SV9b
37 Trabzon Ar -

38 Amasya Ar SV1la

39 Sinop Ar -

40 Trabzon Ar -

41  Ordu An -

42  Ordu An -

43  Samsun Arn -

44 Amasya Art -

45  Giresun An -

46  Trabzon An SV19

47  Sinop Ar -

48  Giresun An Sv21

49 Rize An -

50 Rize An -

51 Samsun Arn SV24a, SV24b
52 Tokat An -

53 Ordu An -

54  2015-147 Larva SV27h, SV27c
55 2015-146 Larva SV28

56 2014-738 Larva -

57 Samsun Larva SV30b

58 2014-548 Larva -

59 Tokat Larva -

60 Samsun Larva -

61 2015-6 Larva -

62 Tokat Temel Petek SV35

63 Rize Bal -

64 Samsun Larva Sv37

3.1. Izolatlarin Morfolojik ve Fiziksel Ozellikleri

Kiiltiir sonucunda iireyen bakteri kolonileri makroskobik (koloni rengi, tipi ve
biiyiikliigii) ve mikroskobik (Gram 6zelligi, bakteri morfolojisi, spor igerigi ve konumu)

olarak incelendi.
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Inceleme sonucunda izolatlarin tiimiiniin Gram pozitif bakteri olduklar, biiyiik bir
kismimin krem veya seffaf, daha azinin beyaz (5 tanesi) ve turuncu (9 tanesi) renklere
sahip koloniler olduklar1 belirlendi. Ayn1 zamanda izolatlar 35’inin R-tipi (Rought),
17’sinin S-tipi (Smooth) ve 9’unun M-tipi (Mukoid) koloni morfolojisine sahip olduklari
tespit edildi. Izolatlarn biiyiik bir cogunlugu basil morfolojisine sahipken (59 izolat),
bazilarmin (PB25c, PB30b, SV19, SV24a, SV27c¢) ise kok morfolojisine sahip olduklari
tespit edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. Calismada izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (N:64).

Morfolojik Ozellikler Biyokimyasal Ozellikler
Gram  Hiicre Koloni Koloni

izolat No Ozelligi  Sekli i L SporKonumu O Ka St L U i J VvV D N Gl Ma La Tr Ks
PB11 + Basil S K Terminal + - - - - + - + - + + - + -
PB12b + Basil S T Santral = - + - + - + - + - + + - + -
PB13.1b + Basil S K Subterminal  + - + - - - + - - - + - + + -
PB13.2 + Basil R S Subterminal  + + + - - - + + 4+ + o+ + + + -
PB14a + Basil S S Terminal + - - - - + + + - + o+ + + + -
PB14b + Basil M S Subterminal + + - - - - - + + - + - - + -
PBl4c + Basil M S Subterminal + + - - - - - + - + + - + + -
PB16.1b + Basil R S Terminal + - + - - - + -+ - + - - + -
PB16.2 + Basil S K Subterminal + + + - - - + + + + + - - + -
PB17 + Basil R K Subterminal  + + + - - - - + o+ + + + + + -
PB18a + Basil M S Subterminal  + - - - - + + + o+ + + + + + -
PB19a + Basil M S Subterminal  +  + - - - - - + o+ + o+ 4+ - + -
PB19b + Basil M S Subterminal ~ + - + - + - - -+ - + - - + -
PB20 + Basil S T Terminal + + + - - - - + - - + + + + -
PB22bl + Basil R S Subterminal +  + - + - - - - - - + o+ - + -
PB22d + Basil R K - + o+ - + o+ - + o+ o+ + o+ o+ - + -
PB22e + Basil S K Subterminal - + - + - - + + + + + - + +
PB22f + Basil M K - - - - + - - - + - - + + + + -
PB23a + Basil R K - - - - - + - + - + - + - - + -
PB23b + Basil R T Subterminal + + - + - - - - - - + + + + -
PB23c + Basil S S Subterminal + + + - + + - - - - + + - + -
PB24a + Basil S T - + + - + - + - - - - + + + + -
PB24b + Basil R S - - - - - + - + - + - + - - + -
PB25b + Basil R S - + - - - - -+ - -+ -+ -
PB25c + Kok S B - - + + - + - + - - + + - - - -
PB26a + Basil S T Subterminal  + + - + - + + - - - + + + + +
PB26b + Basil R S Subterminal  + + - - - - - + - - - - - - -
PB26¢ + Basil R S Santral + + - + - - - - + + + + + + -
PB26d + Basil S K Subterminal + + - - - - - + - - + - - + +
PB26e + Basil S K - + + + - - - - + - - + - + - -
PB27b + Basil R S Terminal + + - + - - - - - - + + - + +
PB28a + Basil R S - + o+ - - - + - - + - - - - -
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Tablo 6 (devam). Calismada izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (N:64).
Gram  Hiicre Koloni  Koloni

izolat No Ozelligi_Sekli it Rengi SporKonumu O Ka St L © 1 J VvV D N GlI Ma La Tr Ks
PB28c + Basil R K Subterminal  +  + - + - + - + - - - - - + -
PB28e + Basil R K Terminal + o+ o+ - - - + - - + - - - -
PB30a + Basil R T Subterminal  +  + - + - - + - - - +  +  + o+ 4+
PB30b + Kok S B - - + o+ - + - + + o+ o+ - - - -
PB31a + Basil S T - + o+ - + - + o+ - - + 0+ o+ o+ o+ 4+
PB31b + Basil R S Subterminal + - - - + + - - + - + - - + -
PB31c + Basil R S Subterminal - + - - - + + - + + + - - +
PB31d + Basil R S Subterminal + +  + - - + - + - + - - - - -
PB3le + Basil M K Subterminal  +  + - - - - + o+ - + o+ + o+ - -
PB32a + Basil S T Terminal + 0+ -+ - -+ - -+ 4+ o+ + o+ -
PB32b + Basil R S Terminal - - - -+ 4+ o+ -+ -+ - -+ o+
PB33 + Basil R K - + - - + - + o+ - - + o+ - - -
PB34 + Basil R K - R R S
PB35 + Basil R K - + - - - - + o+ - - + o+ 4+ - - -
PB36b + Basil M K Subterminal  + + + - - -+ o+ o+ o+ o+ - - - -
SVv2 + Basil M K - + o+ 4 - - - - + - - + - - - -
SV8a + Basil R S - - + 4 - + - - + ot - + - + - -
SV8b + Basil R K - -+ - - - -+ 4 - + o+ o+ - - +
SV9a + Basil S K - - - - + - - - + o+ o+ o+ - - - -
SVob + Basil R S Subterminal - + - - - - + o+ o+ o+ - - - - -
SVlila + Basil R K - + o+ o+ -+ - -+ o+ o+ - - - - -
SV19 + Kok R K - -+ - -+ - - - - -+ - - - -
Svzi + Basil R K - + - - - - - - - + - - + - - -
SV24a + Kok S K - + - - - - + - - - + - - - -
SV24b + Basil R K Santral -+ o+ o+ - -+ -+ - -+ - - -
SV27b + Basil R K - -+ - - - - - - F - + o+ -+ -
SV27c + Kok R K - -+ - - - -+ - - - + - - - -
SV28 + Basil R K - + - - - - - + - - - + - - + -
SV30b + Basil R S - - + - - - - - - + - - + - - -
SV35 + Basil R S - + - - + o+ - - - + - + - - - -
SV37 + Basil S K - - + 4 - + 4 - + o+ - - + - - -

S: S-tipi, M: M-tipi, R: R-tipi, K: Krem, T: Turuncu, S: Seffaf, B: Beyaz, O: Oksidaz, Ka: Katalaz, St: Sitrat, L: Lesitinaz, U: Ureaz, I: Indol, J: Jelatinaz, V: Voges-
Proskauer, D: Dihidroksiaseton, N: Nitrat, GI: Glukoz, Ma: Maltoz, La:Laktoz, Tr; Trehaloz, Ks: Ksiloz, +:Pozitif, -: Negatif.



Calismada Gram pozitif basil morfolojisine sahip 59 bakterinin 34’{iniin 3-4 giinliikk
kiltlirlerinde spor olusturabildikleri tespit edilirken, 25’inde spor gozlenmedigi
belirlendi. Izolatlarin 5’nin kok morfolojisine sahip olduklari belirlendi. Izolatlarda
hiicrenin bir ucunda (terminal), ortaya yakin (subterminal) veya merkezi (santral) sekilde
konumlanmig sporlar bulundugu ve biiylik ¢ogunlugunda subterminal konumlu oldugu

gozlendi (Sekil 10).

Sekil 10 (a-b-c). Izolatlarin spor ve vejetatif hiicre goriiniimleri (100X biiyiitme). a)
Terminal sporlar (PB32a), b) Subterminal sporlar (PB13.1b) c)
Sporsuz koklar (PB25c).

Calismada Paenibacillus cinsi olarak tanimlanan izolatlarin bazilar1 hizli iireme ve
hareket yeteneginde olup, tim petri yiizeyinde yayilma seklinde tireme Ozelligi
gosterirken, bazi izolatlar1 (9 adet) ise turuncu renkte lireme Ozelligine sahip oldugu

tespit edildi (Sekil 11).

Sekil 11(a-b). P. larvae izolatlarin petrideki koloni morfolojisi goriiniimleri. a) MYPGP
agarda krem renkli petriye yayilan koloniler. b) MYPGP agarda turuncu
renkte koloniler.
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3.2. Izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarin biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesinde bir dizi biyokimyasal
testler kullanildi. Test edilen 64 izolatin 30’unun (%47) oksidaz ve katalaz testleri
bakimindan pozitif oldugu belirlendi. Izolatlarin 21’sinin (%33) sitrat kullanimi, 12’sinin
(%19) indol, 32’inin (%50) jelatin hidrolizi, 31’inin (%48) Voges-Proskauer, 29’unun
(%45) Dihidroksi aseton iiretimi ve 24’tinlin (%37) nitrat kullanim testlerinin pozitif
oldugu belirlendi. Bunun yanisira izolatlarin 17°sinin (%26) lesitinaz ve 18’ inin (%29)

iireaz testleri bakimindan pozitif oldugu tespit edildi (Tablo 6).

Calismada izolatlarin bir dizi karbonhidratlar1 (glukoz, maltoz, laktoz, trehaloz,
ksiloz) fermente edebilme Ozellikleri arastirildi (Tablo 6). Yapilan fermentasyon
deneyleri sonucunda izolatlarin 53’tintin (%83) glukozu fermente edebilirken, 33’unun
(%52) maltozu, 20’sinin (%31) laktozu, 36’smin (%56) trehalozu ve 9’unun (%14)
ksilozu fermente edebildikleri gozlemlendi.

3.3. izolatlarin Molekiiler Tamimlanmasi

Calismada kullanilan 64 izolatin tiir diizeyinde tanimlanmasi 16S rRNA gen
bolgesinin sekans sonuclarmi islenmesi ile gergeklestirilmistir. Izole edilen DNA
ornekleri ile gergeklestirilen 16S rRNA gen bolgesi PZR’1 sonucunda yaklasik 1600 bp
PZR iiriinleri elde edildi.

Elde edilen PZR dirinleri dizi analizi i¢gin MACROGEN firmasina gonderildi.
Gelen diziler Bioedit programi ile islendi ve dizilerin NCBI GenBank sitesinde var olan
diziler ile benzerligi karsilastirildi.

3.3.1. Paenibacillus izolatlarinin Molekiiler Tanimlanmasi
Gen dizileri elde edilen 64 izolatin 35’inin NCBI GenBank’ta var olan diziler ile

yiizde benzerligi karsilastirildigi zaman Paenibacillus cinsine benzer oldugu tespit edildi
(Tablo 7).
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Tablo 7. Paenibacillus izolatlarinin 16S rRNA gen benzerlikleri (N:35).

izolat Benzer oldugu bakteriler Gen Bank No  Ortiisme Benzerlik
(%) (%)
PB11, PB22f P. dentriformis PP KX082752 98 99
P. dentriformis KP KX083535 98 99
P. dentriformis T168 NR042861 98 99
PB12b, PB23a P. larvae subsp. larvae NRRL B-3555 KT363739 99 99
P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 KT363737 99 99
P. larvae subsp. larvae NRRL B-3650 KT363738 99 99
PB13.1b, PB16.2 P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 99 99
P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC CP019794 99 99
13537
P. larvae subsp. larvae DSM 25430 CP003355 99 99
PB13.2 Paenibacillus sp. IARI-JR-73 KF055015 100 87
Paenibacillus sp. AT2 HQ330529 100 87
Paenibacillus sp. TB12 FS821654 100 87
PBl4a P. dentriformis GGJ7 KY655213 99 99
P. dentriformis ANSKO05 KT152690 99 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151 99 99
PB16.1b P. larvae subsp. larvae NRRL B-3555 KT363739 100 97
P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 100 97
P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC CP019794 100 97
13537
PB17, PB18a P. dentriformis ANSKO05 KT152690 100 98
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151 100 98
Paenibacillus sp. BAB-3420 KF917150 100 98
PB19a, PB20, P. dentriformis ANSKO05 KT152690 99 99
PB22bl, PB23c, Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151 99 99
PB26¢, PB30a, Paenibacillus sp. BAB-3420 KF917150 99 99
PB31a,
PB19b P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 99 98
P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC CP019794 98 98
13537
P. larvae subsp. larvae DSM 25430 CP003355 98 98
PB23b, PB264, P. dentriformis ANSKO05 KT152690 100 99
PB32a Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3420 KF917150 100 99
PB24b, PB34, P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 99 99
SV27h P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC CP019794 99 99
13537
P. larvae subsp. larvae NRRL B-3555 KT363739 99 99
PB25h, PB27b, P. larvae 02-130 DQ079622 99 99
Sv28 P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 KT363737 99 99
P. larvae 03-189 DQ079623 99 99

50



Tablo 7 (devam). Paenibacillus izolatlarinin 16S rRNA gen benzerlikleri (N:35).

izolat Benzer oldugu bakteriler Gen Bank No  Ortiisme Benzerlik
(%) (%)
PB31b P. larvae 02-130 DQ079622 100 97
P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 100 97
P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 KT363737 100 97
PB32b, SV35 P. larvae subsp. larvae PL-35 KT363742 98 99
P. larvae 02-130 DQ079622 98 99
P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 KT363737 98 99
PB33 P. alvei Y2 KX266960 100 99
Paenibacillus sp. YXA3-5 JF701948 100 99
P. alvei RMS01 JX437031 99 99
PB35, SV30b P. larvae subsp. larvae NRRL B-3553 KT363740 99 99
P. larvae 02-130 DQ079622 98 99
P. larvae subsp. larvae ATCC 9545 KT363737 98 99
Sv21 P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38 CP020327 99 99
P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC CP019794 99 99
13537
P. larvae 02-130 DQ079622 99 99

Amerikan yavru ¢iiriikliigi siiphesi olan 6rneklerden izole edilen 35 Paenibacillus
cinsi bakteriyal izolatlarin yakin iliskili oldugu bakteriler ile filogenetik benzerlikleri
belirlendi. Elde edilen dendograma gére PB33 nolu bakteriyal izolatin en fazla
Paenibacillus alvei suslar ile bezerlik gosterdigi, PB12b PB13.1b, PB16.1b, PB16.2,
PB19b, PB23a, PB24b, PB25b PB27b, PB31b, PB32b, PB34, PB35, SV21, SV27b,
SV28, SV30b ve SV35 nolu bakteriyal izolatlarin en fazla Paenibacillus larvae suslar
ile benzerlik gosterdigi ve PB11, PB14a, PB17, PB18a, PB19a, PB20, PB22b.1, PB22f,
PB23b, PB23c, PB26a, PB26c, PB30a, PB31a ve PB32a nolu izolatlarin ise en fazla

Paenibacillus dentriformis suslari ile benzerlik gosterdikleri tespit edildi (Sekil 12).

51



M Pb 26a
M Pb 18a

M Pb11

M Pb 22b.1

f M Pb 30a

M Pb 17

M Pb 23b
M Pb 19a
P. dendritiformis SDHL-P7

ﬁ- Pb 32a
M Pb 20

M Pb 22f

H Pb 31a

P. dendritiformis NDHL-P1

M Pb 23c

M Pb 26¢

M Pb 14a

— P. dentriformis GGJ7
Paenibacillus sp. BAB-3420
Paenibacillus sp. BAB-3420(2)

P. dentriformis ANSK05

o5 | Paenibacillus sp. IARI-JR-73
Paenibacillus sp. AT2
Paenibacillus sp. TB12
Paenibacillus sp. BAB-3421
Paenibacillus sp. BAB-3421(2)
P. dendritiformis KP

P. dendritiformis PP
Paenibacillus sp. BAB-3408

P. dendritiformis T168

h Paenibacillus sp. YXA3-5

o0 H Pb 33.
o7 P. alvei Y2
80 P. alvei RMSO1

M Pb 24b

o7 H Pb 16.1b
72 : H Pb 31b
M Pb 27b

100 | || P- larvae subsp. larvae PL 35

- Il sv28

P. larvae subsp. larvae NRRL B-3650
P. larvae 02-130

M sv35

P. larvae 03-189

P. larvae subsp. larvae ATCC 9545
P. larvae 03-525

P. larvae subsp. larvae NRRL B-3555

Lo — I Pb 32b
M Pb 25b
M Pb 35
M Pb 16.2

—— M Pb 19

* P. larvae subsp. pulvifaciens CCM 38
P. larvae subsp. pulvifaciens ATCC 13537

M SV27b

Il sVv30b

- Pb 12b

P. larvae subsp. larvae NRRL B-3553

— Il Pb 34

P. larvae subsp. larvae DSM25430

M Pb 13.1b

—— Il Pb 23a

M sv21

92

100

7

| |
0.01

Sekil 12. Paenibacillus izolatlarin filogenetik agaci. (Dendogram MEGA 5.0 filogenetik
programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile yapilmistir. Nodlarin
yanindaki rakamlar se¢-bagla (bootstrap) degerlerini gostermektedir. Seklin
altindaki skala ise benzerlik derecesini gostermektedir.)
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Yapilan molekiiler karakterizasyon c¢alismalarina gore Paenibacillus cinsine ait

izolatlarin tiir diizeyindeki tayin sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Paenibacillus cinsine ait bakteriyal izolatlarin tiir tayini sonuglari (N:35).

Tiir izolat Say1  Yiizde
(N) (%0)

P. alvei PB33 1 3

P. larvae PB12b, PB13.1b, PB16.1b, PB16.2, PB19b, 18 51

PB23a, PB24b, PB25b, PB27b, PB31b, PB32b,
PB34, PB35, SV21, SV27b, SV28, SV30b, SV35
P. dentriformis PB11, PB14a, PB17, PB18a, PB19a, PB20, 16 46
PB22b.1, PB22f, PB23b, PB23c, PB26a, PB26c,
PB30a, PB31a, PB32a

3.3.2. Bacillus izolatlarimin Molekiiler Tanimlanmasi
Gen dizilerini elde ettigimiz 64 izolatin 24’iniin NCBI GenBank’ta var olan
diziler ile yiizde benzerligi karsilagtirildigi zaman Bacillus cinsine benzer oldugu tespit

edildi (Tablo 9).

Tablo 9. Bacillus izolatlarinin 16S rRNA gen benzerlikleri (N:24).

izolat Benzer oldugu bakteriler GenBank No  Ortiisme  Benzerlik
(%) (%)
PB14b Bacillus pumilus AB12 JX188071 99 99
Bacillus pumilus YPB 10-2 JQ308586 99 99
PBl4c Bacillus altitudinis XJGEB-71 JQ320096 99 99
Bacillus pumilus 1P10 KY621526 99 99
PB22d Bacillus subtilis P18 KY621529 99 99
Bacillus subtilis LXA7 GQ861467 99 99
PB22¢ Bacillus subtilis RSA5 JQ887981 99 98
Bacillus sp. JDMARC31 KX817890 99 98
PB24a Bacillus subtilis CS10 KR780366 99 99
Bacillus subtilis XGL205 JQ062993 99 99
PB26b Bacillus pumilis HNS64 KF933661 99 99
Bacillus pumilis ESR21 KC915229 99 99
PB26d Bacillus altitudinis XJGEB-71 JQ320096 99 99
Bacillus stratosphericus R6 KY928107 99 99
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Tablo 9 (devam). Bacillus izolatlarmim 16S rRNA gen benzerlikleri (N:24).

izolat Benzer oldugu bakteriler GenBank No  Ortiisme  Benzerlik
(%) (%)
PB26e Bacillus subtilis 2J KP616166 100 99
Bacillus subtilis ZFJ-8 EU931563 100 99
PB28a Bacillus sp. CZGRY11 KJ184903 99 99
Bacillus sp. CZGRY13 KJ184909 99 99
PB28b Bacillus stratosphericus SH88 KC172037 99 99
Bacillus pumilus HNS64 KF933661 99 99
PB28c Bacillus pumilus XJU-7 EF672042 99 99
Bacillus altitudinis IARI-JR-46 KF054998 99 99
PB28e Bacillus pumilis CTSP14 EU855196 99 99
Bacillus pumilis GH18 AB301018 99 99
PB31c Bacillus subtilis TS1 JX944821 99 99
Bacillus subtilis GD1 HMO055597 99 99
PB31d Bacillus subtilis GD3b HM055602 100 97
Bacillus subtilis ZHA9 FJ263018 100 97
PB31le Bacillus subtilis DL47 KJ496376 99 99
Bacillus subtilis XGL205 JQ062993 99 99
PB36b B. amyloliquifaciens P3 KY697808 99 99
B. amyloliquifaciens LZ1306-1-27 KT597523 99 99
SV2 Bacillus pumilus 3-2 EU594558 99 99
Bacillus pumilus gf-4 EU239356 99 99
SV8a Bacillus subtilis H184 JX515570 99 99
Bacillus subtilis X501 KU240495 99 99
SV8b Bacillus subtilis Q45 JX515568 99 99
Bacillus tequilensis A-21 HQ232423 99 99
SV9a Bacillus pumilus 3-2 EU594558 99 99
Bacillus pumilus GR30 KC771045 99 99
SVab Bacillus licheniformis MV/NIGEB6 LT669761 99 98
Bacillus licheniformis MV/NIGEB3 LT669758 99 98
SV1la Bacillus subtilis HAZ2 AY162127 99 99
Bacillus subtilis GA1-5 AY162126 99 99
SV24b Bacillus sp. cp-h35 EU584539 99 99
Bacillus sp. cp-h24 EU584537 99 99
SVa37 Bacillus licheniformis DC3-1 EU257697 99 99
Bacillus oryzaecorticis WJB61 KU877642 99 99

Amerikan yavru ¢iiriikliigi siiphesi olan 6rneklerden izole edilen 24 Bacillus cinsi

bakteriyal izolatlarin yakin iligkili oldugu bakteriler ile filogenetik benzerlikleri
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belirlenmistir. Elde edilen dendograma gore PB36b nolu bakteriyal izolatin en fazla
Bacillus amyloliquefaciensi suslar1 ile bezerlik gosterdigi, SV9b ve SV37 nolu
bakteriyal izolatlarin en fazla Bacillus licheniformis suslar1 ile benzerlik gosterdigi,
PB28e, SV2 ve SV9a nolu izolatlarn ise en fazla Bacillus pumilus suslari ile benzerlik
gosterdikleri, PB22d, PB24a, PB31c, PB 31d, PB31le, SV8a, SV8b ve SV1la nolu
bakteriyal izolatlarin en fazla Bacillus subtilis suslar1 ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda PB14b, PB14c, PB22e, PB26b, PB26d, PB26e, PB28a, PB28b,
PB28c ve SV24b nolu bakteriyal izolatlarin ise tiir diizeyinde tanimlanmasi

yapilamamistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Bacillus izolatlarin filogenetik agaci. (Dendogram MEGA 5.0 filogenetik
programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile yapilmistir. Nodlarin
yanindaki rakamlar se¢-bagla (bootstrap) degerlerini gostermektedir. Seklin
altindaki skala ise benzerlik derecesini gostermektedir.)
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Yapilan molekiiler karakterizasyon c¢alismalarina gore Bacillus cinsine ait

izolatlarin tiir diizeyindeki tayin sonuglar1 Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Bacillus cinsine ait bakteriyal izolatlarin tiir tayini sonuglart (N:24).

Tiir Izolat Say1  Yiizde
(N) (%)

Bacillus PB36b 1 4

amyloliquefaciens

Bacillus licheniformis  SV9b, SV37 2 8

Bacillus pumilus PB28e, SV2, SV9a 3 13

Bacillus subtilis PB22d, PB24a, PB31lc, Pb31d, PB3le, 8 33

SV8a, SV8b, SV1la
Bacillus sp. Pbl4b, PBl4c, PB22e, Pb26b, PB26d, 10 42

PB26e, PB28a, PB28b, PB28c, SV24b

3.3.3. Gram-Pozitif Koklarin Molekiiler Tanimlanmasi
Gen dizilerini elde ettigimiz 64 izolatin 5’inin NCBI GenBank’ta var olan diziler
ile yiizde benzerligi karsilastirildigr zaman Gram-pozitif koklar ile benzer oldugu tespit

edildi (Tablo 11).

Tablo 11. Gram-pozitif kok izolatlarinin 16S rRNA gen benzerlikleri (N:5).

izolat  Benzer oldugu bakteriler GenBank No  Ortiisme  Benzerlik
(%) (%)
PB25c  Kocuria sp. Marseille-P3598 LT671594 100 99
Kocuria sp. FD-2013 KC862588 100 99
Kocuria sp. VTT E-82147 KU321256 100 98
PB30b  Kocuria sp. Marseille-P3598 LT671594 99 97
Kocuria sp. FD-2013 KC862588 99 97
Kocuria sp. VTT E-82147 KU321256 99 96
SV19 Staphylococcus warneri L6 KU922237 99 99
Staphylococcus warneri 07P KR809427 99 99
Staphylococcus warneri Na-59 HQ831388 99 99
SV24a  Staphylococcus warneri L6 KU922237 99 99
Staphylococcus warneri 07P KR809427 99 99
Staphylococcus warneri 82W KR809419 99 99
SV27c¢  Staphylococcus warneri F2-1-6 KX349994 99 99
Staphylococcus warneri Na-59 HQ831388 99 99
Staphylococcus warneri LH-T2 KF876869 99 99
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Amerikan yavru ¢iiriikliigii siiphesi olan 6rneklerden izole edilen 5 Gram pozitif
kok izolatinin yakin iligkili oldugu bakteriler ile filogenetik benzerlikleri belirlenmistir.
Elde edilen dendograma gére PB25c ve PB30b nolu bakteriyal izolatin en fazla Kocuria
sp. suslart ile bezerlik gosterdigi, SV19, SV24a ve SV27c¢ nolu bakteriyal izolatlarin en
fazla Staphylococcus warneri suslari ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 14).

M Ssv24a
M sv27c

M sv19

Staphylococcus warneri L6
Staphylococcus warneri 07P
Staphylococcus warneri 82W
Staphylococcus warneri F2-1-6
Staphylococcus warneri Na59
Staphylococcus warneri LH-T2
— Kocuria kristinae VTT E-82147

76 - @ PB25c
B PB30b
90 Kocuria sp. FD-2013
97 ' Kocuria sp. Marseille-P3598

Sekil 14. Gram-pozitif kok izolatlarin filogenetik agaci. (Dendogram MEGA 5.0
filogenetik programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile
yapilmistir. Nodlarin yanindaki rakamlar se¢-bagla (bootstrap) degerlerini

gostermektedir.  Seklin  altindaki skala ise benzerlik derecesini
gostermektedir.)

100

0.02

Yapilan molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarina gore Staphylococcus ve Kocuria

cinslerine ait izolatlarin tiir diizeyindeki tayin sonuglar1 Tablo 12°da verilmistir.

Tablo 12. Staphylococcus ve Kocuria cinsine ait bakteriyal izolatlarin tiir tayini
sonuglart (N:5).
Tiir Izolat

Kocuria sp. PB25c, PB30b
Staphylococcus warneri SV19, SV24a, SV27c
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3.4. Izolatlarin Antibiyotik Diren¢ Profillerinin Belirlenmesi

Calismada izole edilen Paenibacillus, Bacillus, Kocuria ve Staphylococcus
cinslerinin antimikrobiyal aktiviteleri bir dizi gram pozitif panel antibiyotiklere karsi
disk difiizyon metoduyla test edildi (Tablo 13).

Paenibacillus cinsine ait toplam 35 izolatin antibiyotik diren¢ profili
incelendiginde en yiiksek direncin %54 (19 izolat) orani ile seftazidime karsi oldugu
tespit edilmistir. Bu direnci sirasiyla %31 (11 izolat) penisilin, %28 (10 izolat) ampisilin
ve eritromisin, %20 (7 izolat) gentamisin, %17 (6 izolat) amoksisilin-klavulanik asit ve
sefuroksim, %11 (4 izolat) seftazolin ve amikasin, %6 (2 izolat) trimethoprim-
siilfametaksazol ve %3 (1 izolat) orani ile tetrasiklin ve kloramfenikol direngleri

izlemektedir.

P. larvae izolatlar icin ek olarak kullanilan 7 antibiyotik incelendiginde 18 P.
larvae izolatinin 8’inin (%44) oksitetrasiklin, siproflaksasin ve norflaksasinin
antibiyotiklerine karsi direngli oldugu tespit edildi. Bunun yani sira 4 izolat (%22)
tylosin, 3 izolat (%17) linkomisin ve 2 izolatin (%]11) ise furazolidon antibiyotigine kars1
direncli oldugu belirlendi. Streptomisin antibiyotigine karsi ise herhangi bir direng

gozlemlenmedi.

Bacillus cinsine ait toplam 24 izolatin antibiyotik direng profili incelendiginde en
yiiksek direncin %42 (10 izolat) oran ile seftazidim antibiyotigine karst oldugu tespit
edildi. Bu direnci sirasi ile %38 (9 izolat) sefuroksim, %25 (6 izolat) ampisilin, %21 (5
izolat) penisilin ve eritromisin, %17 (4 izolat) amikasin, %13 (3 izolat) gentamisin, %8
(2 izolat) trimethoprim-siilfametaksazol ve seftazolin ve %4 (1 izolat) oram ile

amoksisilin-klavulanik asit, tetrasiklin ve kloramfenikol direngleri izlemektedir.

Calismada Gram-pozitif kok olarak 2 Kocuria ve 3 Staphylococcus tiirii tespit
edilmistir. Bes Gram-pozitif kok izolatinin antibiyotik diren¢ profili incelendiginde en
yiiksek direncin %80 (4 izolat) orani ile seftazidim antibiyotigine karst oldugu tespit
edilmistir. Gentamisin antibiyotigine karsi1 direng ise sadece 2 izolatda (%40)

belirlenmistir.  Trimethoprim-siilfametaksazol,  tetrasiklin ~ ve  kloramfenikol
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antibiyotiklerine kars1 herhangi bir diren¢ belirlenemezken, penisilin, ampisilin,
amoksisilin-klavulanik asit, sefuroksim, seftazolin, amikasin ve eritromisn

antibiyotiklerine kars1 %20 (1 izolat)’lik bir direng tespit edilmistir.
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Tablo 13. Calismada izole edilen izolatlarin antibiyotik direng profilleri (N:64).
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Tablo 13 (devam). Calismada izole edilen izolatlarin antibiyotik direng profilleri.

29

a @) - > N o @

o = > x X ¥ S E [ 3 < » W s 8 x 4 S S
Bacillus amyloliquefaciens
PB 36b R R S S S S S S - S S - S - S - - - -
Bacillus licheniformis
SV 9b R R R S R S R S - S S - S - R - - - -
SV 37 S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
Bacillus pumilus
PB 28e S S S S R S R S - S S - S - S - - - -
SV2 S R S S S S S S - S S - S - S - - - -
SV 9% S R S S R S S R - S R - S - S - - - -
Bacillus subtilis
PB 22d S S S S R R S S - R R - S - S - - - -
PB 24a S S S S S S S S - S S - R - S - - - -
PB 31c S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
PB 31d S S S S R S R S - S S - S - S - - - -
PB 31e S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
SV 8a S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
SV 8b S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
SV1la S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
Bacillus sp.
PB 14b S S S S S S R S - S S - S - S - - - -
PB 14c S S S S S S R S - S S - S - S - - - -
PB 22e R R S R S R S S - R R - R - S - - - -
PB 26b S S S S R S S S - R S - R - S - - - -
PB 26d R R S S S S S S - S S - R - S - - - -
PB 26e S S S S R S R S - S S - S - S - - - -
PB 28a S S S S S S R S - S S - R - S - - - -
PB 28b R S S S S S R S - S S - S - S - - - -
PB 278c S S S S R S R S - S S - S - S - - - -
SV 24b S S S R R S R S - S R - S - S - - - -
Kocuria sp.
PB 25¢c R R R S R R R S - R R - R - S - - - -
PB 30b S S S R - S - S - S - - - -
Staphylococcus warneri
SV 19 S S S S S S S S - S S - S - S - - - -
SV 24a S S S S S S R S - S S - S - S - - - -
SV 27c S S S S S S R S - S S - S - S - - - -

P: Penisilin, AMP: Ampilisin, AMC: Amoksisilin Klavunat, SXT: Trimetoprim-sulfametoksazol, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, CAZ: Ceftazidim, TE: Tetrasiklin, T: Oksitetrasiklin,
CN: Gentamisin, AK: Amikasin, S: Streptomisin, E: Eritromisin, TY: Tylosin, C: Kloramfenikol, FX: Furazolidone, L: Linkomisin, CIP: Siproflaksasin, NOR: Norflaksasin, S: Hassas, R:
Direngli, -: Denenmedi.



Calismada izole edilen 64 izolatin 55’inin (%86) kullanilan antibiyotiklerden en az
birine direncli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarm 39°u (%60) kullanilan iki ve daha fazla

antibiyotige kars1 direngli oldugu ve ¢oklu direng tagidiklar tespit edilmistir (Tablo 13).

Calismada P. larvae izolatlar1 disindaki izolatlar i¢in 12 Gram pozitif panel
antibiyotigi kullanilmistir. Bu sonuglar incelendiginde ise 12 antibiyotigin 9’una (%75)
direngli olan Kocuria sp. PB25c izolatt en direngli izolattir. Bu izolatt 7 (%58)
antibiyotige kars1 direngli olan Bacillus sp. PB22e ve 6 (%50) antibiyotige kars1 direngli
olan Paenibacillus dentriformis PB31a ve Bacillus licheniformis SV9b izolatlar1 takip
etmektedir (Tablo 14).

Tablo 14. Paenibacillus larvae disindaki izolatlarin ¢oklu antibiyotik direng profilleri

(N:25).
o O
SS k2R uzvy
o < < n O X O F O < w o

PB13.2 + + + +
PB22b.1, PB28a + +
PB36b + +
PB28e, PB31d, PB26€e, PB28c + +
PB28b + +
PB30b + +
PB22f, + +
PB26b + + +
PB26d + + +
PB23b + + + +
PB26a + + + +
PB26¢c + + + +
SV9a + + + +
B22d + o+ + +
SV24b + 4+ + +
PB33 + + + 4+ +
PB32a + + + + +
PB3la + + + + + +
SVob + + + + + +
PB22e + + + + + + +
PB25c + + + + + o+ + + +

P: Penisilin, AMP: Ampilisin, AMC: Amoksisilin Klavunat, SXT: Trimetoprim-
sulfametoksazol, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, CAZ: Ceftazidim, TE: Tetrasiklin,
CN: Gentamisin, AK: Amikasin, E: Eritromisin, C: Kloramfenikol.
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Paenibacillus larvae izolatlar1 igin kullanilan 19 antibiyotikten 11’ine (%58)
direngli olan PB31b izolati en direngli izolattir. Bu izolat1 8 (%42) antibiyotige karsi
direngli olan SV30b ve SV35 izolatlar1 takip etmektedir (Tablo 15).

Tablo 15. Paenibacillus larvae izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng profili (N:14).

o O — S N o o

2250888 %wol X L3582
PB23a + +
PB12b + + +
PB16.1b + + +
PB27b + o+ +
SV27b + + + +
SV28 + + + + o+
PB34 + + + + + 4+
PB25b + + + + + + 4+
PB35 + + + + + +
SV21 + + + + + + +
PB24b + + + 45 + & +
Sv3ob  + + + + + + + +
SV35 + + + + + + + 4+
PB31b  + + + + + + + + 4+ + o+

P: Penisilin, AMP: Ampilisin, AMC: Amoksisilin Klavunat, SXT: Trimetoprim-
sulfametoksazol, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, CAZ: Ceftazidim, T:
Oksitetrasiklin, CN:  Gentamisin, AK: Amikasin, E: Eritromisin, TY: Tylosin, C:
Kloramfenikol, FX: Furazolidone, L: Linkomisin, CIP: Siproflaksasin, NOR:
Norflaksasin.

3.5. Paenibacillus larvae izolatlarmin Genetik Cesitliligi

Yapilan ¢alismada izole ve karakterize edilen 18 P. larvae izolatlarinin genetik
cesitliligi BOX ve MOB-REP1 PZR sonuglari ile belirlendi. Literatiirde daha 6nceden
belirlenmis olan BOX-PZR igin spesifik 750 bp amlifikasyon iirlinliniin varligina gore
izolatlar A ve a olmak ftizere 2 farkli genotip igerdigi tespit edildi. Aym sekilde MOB
REP1 PZR’1 i¢in spesifik 1000 bp amplifikasyon iiriiniiniin varligina gore izolatlar B, b
ve P olmak iizere 3 farkli genotipte oldugu tespit edilmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Paenibacillus larvae izolatlarmin BOXAIR ve MOBREP1 rep-PZR
sonuglari. Oklar BOXAIR ve MOBREPI i¢cin 750 ve 1000 bp’lik
amplikasyon {iirlinlerini géstermektedir. 1 kb DNA markir (GeneOn, Cat.-no:
305-005), 100 bp DNA markir (Solid BioDyne, Kat.-No: 07-11-00050).

Rep-PZR DNA parmak izi yontemine gore 18 izolatin 8’1 (%53) Ab genotipinde
iken, 7’si (%39) AP, 2’si (%11) AB ve 1’i (%6) ab genotipinde oldugu tespit edilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda 18 tane P. larvae susunun BOX ve MOB rep-PZR
analizleri dogrultusunda 4 farkli genotipik 6zellikte oldugu tespit edilmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Paenibacillus larvae izolatlarinin genetik cesitliligi.

Izolat No Genotip Ahfl)(;nlggl;;lge Izolat No Genotip Ahggggl;lililge_
PB 12b AB Rize PB 31b Ab Samsun
PB13.1b ab Gilimiishane PB 32b Ab Rize
PB16.1b AB Rize PB 34 Ab Bayburt

PB 16.2 AB Rize PB 35 AP Bayburt

PB 19b AP Rize Sv21 AP Giresun

PB 23a AP Rize SV 27b AB Samsun

PB 24b Ab Samsun SV 28 Ab Samsun

PB 25B Ab Samsun SV 30b AP Samsun

PB 27b Ab Samsun SV 35 Ab Tokat
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Epidemiyolojik agidan bakildiginda en fazla bulunan Ab ve AP genotiplerinin
tiim Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi’ne yayildigi goriilmektedir. Diger genotiplerin ise

(ab ve AB) Dogu Karadeniz bolgesinde bulundugu belirlenmistir (Sekil 16).

- | TRABZON @

.ab

Sekil 16. Paenibacillus larvae izolatlarinin genetik ¢esitliliginin yayilimu.

3.5. Paenibacillus larvae izolatlariin Plazmit iceriklerinin Belirlenmesi

Calismada izole edilen 18 Paenibacillus larvae izolatinin plazmit DNA igerikleri
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) kullanilarak belirlenmistir. Yapilan izolasyon
sonrasinda plazmit-DNA’lar agaroz jel elektroforezinde gozlemlendi. Agaroz jel
elektroforezi goriintiilerine gore 18 izolatin 13’Uniin plazmit DNA igerdikleri tespit
edildi (Tablo 17).

Tablo 17. Paenibacillus larvae izolatlarinin plazmit igerikleri (N:18).

Plazmit Plazmit  Biyiikliigii Plazmit Plazmit  Biyiikliigii

izolat No izolat No

Icerigi Sayisi (~ bp) Igerigi Sayisi (~ bp)

PB 120 " 1 2000 PB31b " 1 2000
PB 13.1b ) A ) PB 32b ) A )

PB 16.1b + 1 3000  PB34 f 1 2000

PB 16.2 } ) ) PB 35 ¥ 1 6500

PB 19b + 2 6500 SV 21 " 2 3000

1500

PB 23a + 2 3000 SV 27b ' 1 3000

6500

PB 24b ; ; - SV 28 ' 2 B

6500

PB 258 + 1 3000 SV 30b " 2 o

PB 27b ; ; ; SV 35 " 1 4000
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3.6. Paenibacillus larvae izolatlarinda Tetrasiklin ve Oksitetrasiklin Direng

Genlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 18 Paenibacillus larvae izolatinin antibiyotik direng
profilleri incelendiginde 8 izolatin tetrasiklin ve oksitetrasiklin direngli oldugu tespit
edildi. Gram pozitif bakterilerde tetrasiklin grubu antibiyotiklere direngten siklikla
sorumlu oldugu bilinen tet(K), tet(L), tet(M) ve tet(W) ve oksitetrasiklin direncinden
sorumlu oldugu bilinen OtrA ve OtrB genleri bu sekiz izolatdan izole edilen plazmit
DNA’lar kalip olarak kullanilarak tarandi. Yapilan ¢alisma sonucunda 8 izolatin hepsinin

OftrA geni, 7 izolatin ise OtrB geni agisindan pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 17).

L% As

Sekil 17. Paenibacillus larvae izolatlarinin OtrA ve OtrB geni agaroz jel goriintiisii.
DNA markir: Jena Bioscience Mid Range DNA ladder (M-203), 1:P. larvae
SV35, 2: P. larvae SV30b, 3: P. larvae SV21, 4: P. larvae PB34, 5: P. larvae
PB31b, 6: P. larvae PB25b, 7: P. larvae SV28, 8: P. larvae SV27b, K: Negatif
kontrol

Tetrasiklin direng¢ genlerinin tespiti i¢in yapilan PZR c¢alismasi sonucunda 8
izolatin tiimii tet(M) geni yoniinden pozitif oldugu tespit edilirken, 7 izolat tet(W) geni
yoniinden pozitiftir. Hi¢ bir izolatin tet(K) ve tet(L) geni icermemektedir (Sekil 18,
Tablo 18).
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3000 = 12

2000

1000 =14

tet(M) 406 bp
tef(W) 168 bp

Sekil 18. Paenibacillus larvae izolatlarinin tet genleri agaroz jel goriintiisii. DNA
markir: Jena Bioscience Mid Range DNA ladder (M-203), 1:P. larvae SV35,
2: P. larvae SV30b, 3: P. larvae SV21, 4: P. larvae PB34, 5: P. larvae
PB31b, 6: P. larvae PB25b, 7: P. larvae SV28, 8: P. larvae SV27b, K:

Negatif kontrol

Tablo 18. Paenibacillus larvae izolatlarinin tetrasiklin direng geni igerikleri (N:8).

Tetrasiklin
direnc¢ genleri

Tetrasiklin gubu
antibiyotikler

Oksitetrasiklin
direnc genleri

_ (bp) (bp)
Izolat TE T tet(K) tet(L) tet(M) tet(wW) OftrA OtrB
No (718) (788) (406) (168) (778) (947)
PB25B + + - - + + + +
PB31b + + - - + + + +
PB34 + + - - + - + +
Sv21 + + - - + + + +
SV27b + + - - + + + +
SV28 + + - - + + + -
SV30b + + - - + + + +
SV35 + + - - + + + +

TE: Tetrasiklin, T: Oksitetrasiklin.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Ulkemiz 7.709.636 dolayinda koloni sayist ve 107.665 ton bal iiretimi ile
diinyanin ilk ¢ tilkesinden biri olmasina ragmen kovan bagina ortalama bal iiretimi 14
kg olup diinya ortalamasi olan 21 kg’nin altindadir. Bu durum aricilik sektoriinde alinan
Onlemlerin yetersiz oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte Tirkiye’nin diinya bal
ticaretindeki %1,87°1ik bir payla 26. sirada yer alis1 sahip olunan kovan varlig1 ve bal
tiretimiyle uyum saglamamaktadir. Hem diinya bal ticaretindeki payimiz hem de koloni
basma bal tretimimiz dikkate alindiginda, llkemizin sahip oldugu mevcut aricilik
potansiyelinden yeterince faydalanamadigimiz ortaya c¢ikmaktadir. Bunun nedenleri
arasinda en onemlilerinden birisi ekonomik kayba ve yiiksek diizeyde koloni 6liimlerine

neden olan AYC hastaligidir.

AYC bal aris1 larvalarinda goriilen en ciddi ve 6ldiiriicii bakteri hastaligidir. Buna
spor olusturan P. larvae subsp. larvae neden olur. P. larvae’in mutlak tanimlanmasi
gerekmektedir. AYC tanisi, agar plakalarinda yetistirilen P. larvae subsp. larvae
kolonilerinin gorsel olarak saptanmasma dayanir. Ilk tanimlamanin onaylanmasi igin
yalnizca siipheli koloniler analiz edilir. P. larvae subsp. larvae’larin normal koloni
morfolojisi, gri-beyazimsi (krem), bazilar1 seffaf ve hafif parlak goriiniimlidiir (Bailey
ve Ball, 1991).

Calismamizda AYC hastalik siipheli ar1 ve {iriinlerinden alinan 6rnekler (Tablo 5)
homojenize edildikten sonra 10 dakika 80°C’de 1siya maruz birakilarak 1siya direngli
mikro organizmalarin varligi mikrobiyolojik agidan incelendi. izole edilen 1s1ya direngli
Gram pozitif sporlu ve sporsuz bakterilerin geleneksel yontemler kullanilarak
morfolojik, mikroskobik ve biyokimyasal 6zellikleri ortaya kondu. Dogada ¢ok sayida
80°C’de 10 dakikada inaktive olmayan Gram pozitif sporlu ve sporsuz bakteri tiirleri
bulunmakta olup, bu tiirlerin bir kismi ¢esitli canli tiirlerinin biyotasinda kolonize
olurlar. Calismamizda da ar1 ve ar1 tiriinlerinde 80°C’de inaktive olmayan patojen veya

saprofit mikrofloranin yer aldig1 gozlenmistir.

Mikroorganizmalarin kiiltiirde biiyiik kismi %5 CO;’ye ihtiyag duymamasina

ragmen P. larvae izolasyonunu kolaylastirdigi i¢in kullamilmustir. P. larvae disindaki
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kiiltiirler fakiiltatif anaerobik mikroorganizma olup her ortamda hizli iiremektedirler. P.
larvae siipheli suslar mikroaerofilik ortama (%5 CO,) ihtiya¢ duymakta olduklar1 ve 2-5
giinliik siirelerde iireyebildikleri belirlenmis olup literatiirle uyumlu olduklar1 gézlendi
(de Graaf vd., 2013). Koloni morfolojileri incelendiginde bilinen ii¢ genel morfoloji S,
M ve R tipi gozlenirken genel olarak diizgiin ve pirtiiklii koloni tipleri hakim oldugu
belirlendi (Tablo 6). Koloni tipleri pasajlarda kismen degisebildigi gozlenmis ve ilk
izolasyonda belirlenen koloni tipleri dikkate alinmistir. Bacillus ve Paenibacillus tiirleri
tekli, ikili veya kisa yada uzun zincirli basil morfolojisi gosterdikleri, spor varligi ve
konumlar1 cins ve tiir tanisinda 6nemli katki saglamaktadir. Koloni morfolojisi ve
mikroskobik goriiniimleri P. larvae, P. alvei tiirleri ve Staphylococcus, Bacillus
cinslerinin goriiniimiiyle uyumlu oldugu belirlendi. Paenibacillus suslar1 farkli besin
kosullarinda farkli morfolojik tiplere sahip olduklart bildirilmektedir (Cohen vd., 2004).
P. larva alt gruplarinin (Ab, ab ve ap) kolonileri beyazims1 grimsi, biraz seffaf ve hafifce
parlak bir goriinlimiin arzederken, AB alt grubuna ait izolatlar bu normal koloni
morfolojisinden onemli bir sapma gosterdikleri bildirilmektedir. AB alt genotipe sahip
kiiglik kolonileri seffaf olmadan kirmizi renkte kahverengi veya beyaz tek renkli, daha
biiylik kolonilerin ¢ogunlukla konsantrik kahverengimsi ve beyazimsi daireler
gosteridikleri, en distaki daire daima turuncu-kahverengi renkte oldugu belirtilmektedir.
AB alt grubunun koloni pigmentasyonunun kolonilerinin istikrarli ve karakteristik bir
morfolojik 6zelligi olarak diigiiniilmelidir. Hem tek renk hem de daire igine farkli renk
olusturan koloni fenotipleri, katalaz testleri ile P. larvae subsp. larvae suslar spesifik
PZR bulgusu ile acik sekilde P. larvae subsp. larvae oldugu tanimlandi. Bu sonuglar
gostermektedir ki suslarda fenotipik farkliliklarin sabit degildir (Neuendorf vd. 2004).
Calismamizda da elde ettigimiz fenotipik goriiniimler biyotipler ile bir korelasyon
kurulamadi. Bu konuda daha fazla suslarla ve otomatize sistemlerle calisilmasi yararl

olacag diisiiniilmektedir.

Calismamizda bazi koloni tiplerinin petride hizli yayildiklar1 belirlendi. Petride
yayilan koloniler yiizeyde hizli gelisirler. Dogada bakteriler siklikla zorlu ¢evre
kosullariyla miicadele etmek zorundadir. Bunu basarabilmesi i¢in karmagik davranis ve
iletisim yollar1 gelistirirler. Bu yiizden morfolojik tip terimleri mikrobiyolojide siklikla
kullanilir. P. dendriformis tiirlerinde farkli morfotipler (T, C, V tipleri gibi) belirtilmistir.

Uzun, diiz veya cubuk seklinde asir1 flajellali bir bakteri olan P. dendriformis C
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morfotipi olarak tanimlanmistir. Bu ¢alismalarda goriilmiistiir ki bakteriler molekiiler ve
geleneksel olarak tanimlansa bile ¢ok sayida farkli morfotiplerin varligi géz Oniinde

tutulmalidir (Tcherpakov vd.,1999).

Izolatlarin biyokimyasal dzelliklerinin belirlenmesi hem tiir tanisinin geleneksel
olarak dogrulanmasi hem de suslarin 6zelliklerinin bilinmesi agisindan énemli oldugu
bilinmektedir. Literatiirde P. larvae ve P. larvae subsp. pulvifaciens suslarinin katalaz
negatif, P. alvei’nin ise katalaz pozitif ve nitrat {iretiminin sadece P. alvei de negatif
oldugu bildirilmektedir (de Graaf vd., 2013; Shimanuki ve Knox, 2000).

Calismamizda izole edilen ve molekiiler olarak da tanimlanan 18 P. larvae
suslarinda oksidaz ve katalaz testleri farklilik gosterebilecegi ortaya ¢ikmistir. Buna gore
suslarin 4’tinde (PB12b, PB23a, PB24b ve PB32b) oksidaz ve katalaz negatif, 2 susta
(SV 27b ve SV30b) oksidaz negatif katalaz pozitif, 2 susta (PB16.2 ve PB27b) her
ikiside pozitifiken diger suslarda oksidaz pozitif katalaz negatif olarak belirlendi (Tablo
6). Testlerin her biri 3’den fazla tekrar edilmesine ragmen elde edilen bu sonuglarin
literatlir bilgileriyle uyusmadigi  gozlenmektedir. Ayrica bu testlerdeki farkliligin
biyotiplendirme ile de iliskili olmadig1 gbzlenmekte olup oksidaz ve katalaz testinin tiir
tanisinda literatiirde belirtildigi kadar biiyiikk 6nem tagimadigi ortaya konmustur. Bununla
birlikte bu testlerin ¢ok sayida test edilmesi ve % ile ifade edilmesi daha dogru olacaktir.
Yukaridaki ¢alismalarda da oldugu calismamizin bu kisminda, karakteristik metabolik
modellerin her zaman genotip icin bazi degiskenler icerdigini gostermektedir.
Dolayistyla, bu ozelliklerin statik 6zellik olarak anlasildigi biyokimyasal 6zelliklere
dayali gruplamalar, genotipleme ile pek az korelasyon olusturan sonuglar doguracagi

diistiniilmektedir.

Geleneksel makro (Jelinski, 1985; Alippi ve Aguilar, 1998) veya ticari mikro
yontemleri (Carpana vd., 1995; Dobbelaere vd., 2001) kullanarak P. larvae subsp.
larvae’lerin biyokimyasal karakterizasyonu hakkinda daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu
testlerden elde edilen sonuglar, P. larvae subsp. larvae’lerin siniflandirilmasi i¢in biraz
celigkilidir. Bu farkliliklarin kullanilan farkli sistemlerden kaynaklandigr ileri
stirlilmiistiir (Dobbelaere vd., 2001).
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Calismamizda baz1 suslarin (9 adet) turuncu renkli koloni olusturdugu
gozlenmistir (Sekil 11). Bu suslarin 7’si P. dendriformis, biri (PB 12b) P. larvae subsp.
larvae, digeri ise (PB24b) P. larvae subsp. pulvifaciens olarak tanimlanmistir. P. larvae
subsp. pulvifaciens arilarda pudramsi hastalik etkenidir. Bu suslar kovanda petegin
rengini parlak saridan kahverengiye dogru degistirir. Kiiltlir ortaminda tretildiginde ise
kirmizi, kahverengi koloniler olusturur. Bu koloni renkleri alt kiiltiirlerde kaybolabilir
(Shimanuki ve Knox, 2000).

Seker fermentasyon testlerinin (Tablo 6) P. larvae ve P. alvei tanisinda 6nemli
oldugu (de Graaf vd., 2013; Peng, 1979), bu calismada da bu amagla test edildigi,
sonuglarin  literatiirle uyumlu oldugu, dolayisiyla tiirlerin  dogrulanmasinda
kullanilabilirliginin var oldugu ¢aligmamizda da gozlendi. Diger yapilan biyokimyasal
testler suslarin ¢esitli 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nem arz etmekte olup tiir tanisinda

Onemli bir kriter olusturmamaktadir.

Calismamizda AYC siipheli petek, bal, larva ve temel petek o6rneklerinden bal
artlar1 i¢in hem patojenik, hemde simbiyotik olan bircok Gram pozitif bakteri izole
edilmistir. Avrupa bal aris1 Apis mellifera bagirsaginda ¢ok sayida bakteri bulundurur.
Son caligsmalar, bal arilarinda Gram pozitif bakterilerden alfa-, beta- ve gamma-
proteobakterilere kadar diizinelerce bakterinin var olduguna isaret etmektedir. Bu bakteri
tiirlerinden birkag1 bal arilari i¢in agik¢a patojenikken, cogunlugu bal aris1 hastaliklari ile
iligkilendirilemedigi bildirilmektedir (Evans ve Armstrong, 2006). Bal arilarinin
bagirsaginda yasayan simbiyot bakterilerin %1’inin maya benzeri mikroorganizmlar,
%29’nun Bacillus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Corynebacterium, Streptococcus ve
Clostridium gibi Gram pozitif mikroorganizmalar ve %70’lik kismimi ise
Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia coli, Flavobacterium,
Klebsiella, Proteus ve Pseudomonas gibi Gram negatif veya Gram degisken bakterileri

iceriginden olustugu rapor edilmektedir (Jeyaprakash vd., 2003).

Antunez vd. (2004) yaptig1 caligmalarda 103 bal 6rneginin, %73 {inde (0,5-819
cfu/g araliginda) Paenibacillus larvae sporlarinin varligini bildirmislerdir. Pohorecka vd.
(2008)’nin, 2005 ve 2007 yillar1 arasinda yaptiklar1 ¢alismada 242 AYC stlipheli 6rnegin
%56’sinda P. larvae pozitifligini bildirmislerdir. Pohorecka vd (2012) tarafindan
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Polonya’da 20092011 yillar1 arasinda yapilan ¢alismada 162 farkli lokaliteden alinan
kovanlarda Paenibacillus larvae spor prevalansi %45 olarak belirlenmis. Calismamizda

ise toplanan 64 6rnekten 18 (%28) adet P. larvae izole edilmistir.

Gaggia vd. 2015 yilinda belirgin hastalik belirtileri ve saglikli goriiniimlii 5-6
giinliik bal aris1 larvalarinda goriilen bakteri topluluklarini arastirmak i¢in kiiltiir bagimli
ve kiltirden bagimsiz teknikler uygulamislardir. Teknikler, E. faecalis ve P.
dendritiformis'in varligini teyit etmenin yani sira tim numunelerde M. plutonius'un
varligini dogrulamistir. Calismamizda ise 64 Ornekten 16 adet P. dendritiformis izole

edilmistir.

Spor olusturabilen Bacillus cinsi bakteriler bal arilarindan siklikla izole edilen
mikroorganizma gruplarindan birirdir. Gilliam ve Morton (1978) ‘nun bal arilarinin
bagirsak florasinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus cinsine ait 14 tiir tespit edilmis, en
fazla gozlenen tiirler olarak B. negaterium, B. subtilis ve B. pumilis bildirilmistir.
Benzer sekilde birgok ¢alismada Bacillus cinsine ait tiirlerin bal arilarindan izolasyonlari
gergeklestirilmistir. B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. megaterium, B.
amyloliquefaciens, B. pumilis ve B. licheniformis tiirleri siklikla izole edilen tiirlerdir
(Gilliam, 1997; Jeyaprakash vd., 2003; Evans ve Armstrong, 2006; Yoshiyama ve
Kimura, 2009; Wang vd., 2015). Calismamizda AYC siipheli 6rneklerden izole edilen
64 Gram pozitif bakterilerin 24’iiniin (%38) Bacillus cinsine ait oldugu tespit edilmistir.
Izole edilen bakterilerin 8’i B. subtilis, 3’ii B. pumilis, 2’si B. licheniformis, 1’i B.
amyloliquefaciens olarak, 10 izolat ise tiir diizeyinde tanimlanamayip Bacillus sp. olarak
cins diizeyinde tanmimlanmustir (Tablo 10). Calismamizdaki veriler incelendiginde

literatiir ile uyumlu olduklar1 goriilmektedir.

Bal aris1 (Apis mellifera) bagirsak florasi iizerine yapilan ¢alismalarda
Staphylococcus tiirlerinden nadiren de olsa bahsedilir (Anjum vd., 2017). Calismamizda
izole edilen 64 Gram pozitif izolatin 3’1 Staphylococcus warneri olarak tanimlanmustir.
Bu tiir literatiirde bal arilarindan siklikla izole edilen bir tiir olmamasinin yaninda,
Tiirkiye’de yapilan bir kag bal arilarinin mikrobiyal florasim1 belirleme ¢aligsmalarinda

tespit edilmistir (Ozakin vd., 2003; Borum vd., 2015; Yarilgag, 2016).
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Micrococcaceae familyasi igersinde yer alan Kocuria cinsi filogenetik ve
kemotaksonamik  farkliliklarindan  dolayr  Micrococcus  cinsinden  ayrilmistir
(Stackebrandt vd., 1995). Bu cins Gram pozitif, kok seklinde, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, aerob ve genellikle basit kiiltiirlerde {ireyebilme o&zelligi gosteren
mikroorganizmalar1 igerir. Bugiine kadar tanimlanmig 20 tiirii bulunmakla beraber su,
toprak, fermente gidalar gibi bir¢ok farkli ¢evreden izole edilebilmektedir (Roman-
Ponce vd., 2016). Kocuria cinsi bazi bakteriler, insan deri ve bogaz mukozasinda
kommensal olarak bulunabilir. Bununla birlikte insanlarda ¢ogunlukla agir hastaliklarin
tedavisini zorlastiran bir etken oldugu ancak bugiine kadar ¢ok taninmadigi i¢in klinik
semptomlar1 ve prevelansi pek bilinmemektedir (Savini vd., 2010). Yoshiyama ve
Kimura, (2009) yaptiklar1 ¢alismada Japon bal arilarinin bagisak florasini incelemisler
ve Kocuria cinsine ait koklar izole etmislerdir. Anjum vd. (2017) yaptiklar1 bir diger
caligmada Kuzeybat1 Pakistan Bolgesi’nden toplanan Apis mellifera 6rneklerinin bagisak
florasin1 incelemisler ve Kocuria cinsine ait izolatlar elde etmislerdir. Tirkiye’de
yapilan bir diger ¢alismada ise Ordu Yoresi Bal arilarinin bakteriyel florasi incelenmis
ve Kocuria cinsine ait izolatlar elde edilmistir (Yarilgag, 2016). Calismamizda izole
edilen 64 izolatin 2’si (PB25¢ ve PB30b) Kocuria sp. olarak tanimlanmistir (Tablo
11,12). izolatlar Samsun ilinden gelen larva drneklerinden izole edilmistir. Bu sonuglar
bize Orta Karadeniz Bolgesi’nden toplanan ar1 orneklerinde Kocuria cinsinin

bulunabilecegini agikc¢a gostermektedir (Tablo 5).

Mikroorganizmalarin tiir tanisinda geleneksel ve 16S rRNA gen ile molekiiler
tan1 yontemleri bir birini tamamlayan 6nemli metodlardir. Ancak zaman zaman yeterli
olmayip bagka spesifik gen bolgeleriyle de desteklemek gerekmektedir. Calismamizda
izole edilen tiirlerin geleneksel ve molekiiler tan1 sonuglari ele alindiginda literatiirde
belirtilen sonuglara bire bir uymadiklar1 nadir de olsa gézlenmektedir. P. larvae olarak
tanimlanan suslarin (Tablo 7) gen bankasindaki benzer suslarla %98-100 arasindan
ortiisme ve benzerlik gostermesine ragmen biyokimyasal test sonuglart ¢ogu zaman
birebir benzer ¢ikmamaktadir. Ornegin P. dentriformis olarak tanimlanan PB 11 ve
PB22f 16S rRNA gen analizine gore %98 ortiisme ve %99 benzerlik tasimasina ragmen
morfolojik karakterleri (sirasiyla S ve M tipi) ile biyokimyasal Ozellikleri
karsilagtirildiginda (oksidaz aktivitesi, jelatin hidrolizi, Voges-Proskaver ve dihidrogenaz

testleri) farkli oldugu gozlenmektedir (Tablo 6). P. larvae subs. larvae olarak
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tanimlanan PB12b ve PB23a suslarinda aymi suslarla %99 benzerlik ve Ortiisme
gbzlenmesine ragmen morfolojik ( sirasi ile subterminal sporlu S tipi turuncu koloni ve
sporsuz R tipi krem renkli koloni) ve biyokimyasal 6zellikleri (sitrat1 kullanabilme ve
maltoz fermentasyonu) agisindan farkliliklar gozlenmektedir (Tablo 6, 7 ve 8, Sekil 12).
Bu durum diger tiirlerde de benzer sekilde farkliliklarin oldugunu bu nedenle molekiiler
karakterizasyonun yaninda geleneksel tan1 yontemlerinin de dikkate alinmasi gerektigini
ve yeni tant yontemleri ile tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin benzer

caligmalarla ortaya konmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Staphylococcus sp. cinsi kaynaklarda oksidaz ve katalaz pozitif (Bilgehan, 2004;
Koneman, 1997) olarak bilinmesine ragmen ¢alismamizda molekiiler olarak S. warneri
olarak tamimlanan 3 susunda (SV19, SV24a ve SV27c) oksidaz negatif olarak
belirlenmistir. (Tablo 6, 7, 11 ve 12, Sekil 14).

AYC hastalig1 ile ilgili son on yilin literatiirii incelendiginde, ¢aligmalarin
hastaligin kontrolii i¢in yeni stratejiler bulmakla ilgili oldugu goriilmektedir. AYC bir¢ok
iilkede bildirilebilir bir hastalik oldugundan, AYC'ye kars1 dnlemler ve tedavisi ¢ogu
zaman kanunla diizenlenir ve klinik olarak enfekte olmus kovanlarin yok edilmesini
igerir. Bazi iilkelerde, enfekte kolonilerin tedavisi i¢in antibiyotiklere izin verilir; ancak
bircok Avrupa iilkesinde, ar1 hastaliklarinin tedavisinde antibiyotik kullanimi
yasaklanmistir (Genersch, 2010). Amerika Birlesik Devletleri de dahil olmak iizere
bir¢ok lilkede, bal arilarinda klinik AYC semptomlar1 var oldugunda, enfekte bal arisi
kolonileri antibiyotikler ile tedavi edilmektedir. Antibiyotik kullanimi 1940’larin
sonunda baglamistir. Erken c¢alismalar klorotetrasiklin (aureomycin) tiirevlerinin P.
larvae tizerinde aktif oldugunu gosterirken, penisilin, kloramfenikol streptomisin ve
diger antibiyotiklerin daha az aktif oldugunu gdstermistir. Oksitetrasiklin 1950’lerin
baslarinda kullanilmaya baslanmis ve Amerikan ve Avrupa yavru ¢lirikligi
hastaliklarini tedavi etmek i¢in siklikla uygulanan antibiyotiktir (Kochansky vd., 2001).
Profesyonel aricilikdaki tetrasiklinlerin yogun kullanimi, ABD, Kanada ve Arjantin'de
tetrasikline direngli Paenibacillus suslarimin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanmustir.
Glinlimiizde yaygin direng konusunda genel bir endise vardir (Miyagi vd., 2000; Colter,
2000; Alippi, 2000; Reybroeck vd., 2012). Calismamizda tetrasiklin antibiyotigine kars1
direng AYC siipheli 6rneklerden izole edilen tiim izolatlarda arastirilmistir. (Tablo 13).
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Tetrasiklin direnci izole edilen P. dentriformis izolatlarinin 1’inde, P. larvae izolatlarinin
8’inde ve Bacillus pumilis izolatlarinin 1’inde olmak {izere toplam 63 izolatin 10’unda
gozlemlenmistir. Oksitetrasiklin antibiyotigine kars1 direng gelisimi ise sadece P. larvae
izolatlarinda incelenmistir ve 18 P. larvae izolatinin 8’inde oksitetrasiklin direnci
gozlenlenmistir. ~ Calismamizda P. larvae izolatlarinin %44’tinde tetrasiklin ve
oksitetrasiklin direnci tespit edilmistir. Bu sonu¢ diinyada c¢ogu iilkede oldugu gibi
Tiirkiye’deki ariciliktada bir tetrasiklin direncinin oldugunu gostermektedir. Direng orani
goze alindiginda tetrasiklin direncinin endise verici boyutta oldugu soylenebilir (Tablo

13).

Amerikan yavru ¢lriikliigli hastaliginin tedavisinde kullanilan diger bir
antibiyotik ise bir makrolid grubu antibiyotik olan tilosindir. Tilosin antibiyotigi yaklasik
olarak 1970’lerde ilk olarak arastirilmustir (Kochansky vd., 2001). Paenibaci/lus larin
tetrasiklinlere karsi diren¢ olusturdugu gozlenlendikten sonra, AYC hastaligina karsi
tilosin kullanim artirilmigtir. Tilosin yetiskin bal arilarinda neredeyse toksik degildir ve
bal aris1 larvalari igin oksitetrasiklinden daha az zehirlidir (Alippi vd, 2005). Tiirkiye’de
veteriner ilact olarak satilan tilosin igerikli bir cok antibiyotik kullanilmaya baglanmustir.
Bunlardan biri olan Tylan’in kulanim sekli; kovan basina 200 mg. Tylan, 20 gr. pudra
sekeri ile karistirilarak kovan kapagi acildiktan sonra g¢ergevelerin iizerine serpilmesi
yolu ile haftada bir kez ii¢ hafta boyunca kovana verilmesi yolu ile yapilmaktadir (URL-
27; Alippi vd. (2005) tarafindan yapilan onceki bir calismada degisik cografik
bolgelerden izole edilen 67 P. larvae izolatinin tilosin antibiyotigine kars1 direng profili
incellenmis ve tiim izolatlarin tilosin antibiyotigine kars1 hassas olduklar1 herhangi bir
direng gelistirmedikleri tespit edilmistir. Krongdang vd. (2017) yilinda yaptiklart
calismada ise tilosin antibiyotigine karsi P. larvae izolatlarinda direng tespit edilmistir.
Yaptigimiz tez ¢alismasinda tilosin antibiyotigine karsi direng gelisimi 18 P. larvae
izolatinda incelenmis ve izolatlarin %22’sinde (4 izolat) tilosin direnci tespit edilmistir.
Bu sonuglar iilkemizde de kullanilan bu antibiyotige kars1 diren¢ gelisiminin oldugunu
ve bu diren¢ gelisiminin Onlenmesi hususunda Onlemlerin alinmast gerekliligini

gostermektedir.

Stackebrandt vd., (1995) Kocuria varyans suslarinin tetrasiklin, kloramfenikol,

eritromisin, oleandomisin, streptomisin ve penisilin G’ye duyarliligin1 bazi suslarda ise
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direng¢ varlig1 bildirilmistir. Becker vd. (2008) Kocuria rhizophila’nin beta laktam,
makrolid, glikopeptid, kinolon (norfloksasin hari¢) duyarliligini bildirilmistir.
(Calismamizda PB 25c¢’nin test edilen 12 antibiyotikten 8’ine, PB 30b’nin ise 2’sine karsi
direng tasidig1 bildirilmistir (Tablo 13). Calismada test edilen S.warneri suslarinin test
edilen 12 farkli antibiyotige karst oldukca duyarl oldugu, yalnizca 2 susun (SV24a ve
SV27c¢) seftazidime direngli oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan makrolid grubu bir diger antibiyotik ise eritromisindir.
Eritromisinin yavru c¢iriikliigi hastaliklar1 etkenlerine karsi etkili oldugunu gosteren
caligmalar olmasina ragmen ¢ok fazla kullanilan bir antibiyotik degildir (Reybroeck vd.,
2012). Fakat iilkemizde 6zellikle Giiney Marmara Bolgesi’nde aricilikta olduk¢a yogun
kullanildig: ve bu kullaniminin balda kalintilara sebep oldugu gosterilmistir (Gunes vd.,
2009). Calismamizda eritromisin antibiyotigine karst direng AYC siiphesi ile alinan tiim
orneklerden izole edilen Gr pozitif bakterilerde incelenmistir. Calismada izole edilen 34
Paenibacillus cinsine ait izolatin 10’unun, 24 Bacillus cinsine ait izolatin 5’inin, 5 gram
pozitif kok izolatinin ise 1’inin eritromisine karsi direngli oldugu tespit edilmistir (Tablo
13). Literatiirde Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde aricilikta eritromisin kullanimina
dair veriler bulunmasada bu sonugclar bize bu bolgelerde de eritromisin antibiyotiginin

kullantiminin oldugunu diistindiirmektedir.

Linkomisin linkosamid grubu bir antibiyotiktir. Yapilan bir¢ok c¢alismada P.
larvae izolatlarina karsi etkinligi goOsterilmistir. Linkomisin, tylosin ile birlikte,
tetrasikline direngli AYC hastaligini kontrol etmek i¢cin FDA onay1 bekleyen potansiyel
bir ilag olarak goriilmektedir. Linkomisinin pudra sekeri ile hazirlanan siispansiyonlari
bal aris1 kolonilerine toz halinde uygulandiginda AYC hastaligin1 kontrol etmede etkili
oldugu gosterilmistir (Feldlaufer vd., 2001; Kochansky vd., 2001; Pettis ve Feldlaufer,
2005; Reybroeck vd., 2012). Amerika Birlesik Devletlerinde son yillarda yapilan bir
calismada P. larvae izolatlarinin linkomisine karsi direng gelistirdigi gosterilmistir
(Krondang vd., 2017). Linkomisin etken maddesini igeren bir ¢ok ila¢ (linkomis-40,
MISTAV; linpectan, baVET; LIN-SPEK, vimar) Tiirkiye’de Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan ruhsatlandirilmis ilaglar icerisinde yer almakta ve kiiciik bas hayvan
sagligr i¢in veteriner hekimler tarafindan regetelenmektedir. Calismamizda linkomisin

antibiyotigine karsi diren¢ olusumu P. larvae izolatlarinda incelenmis ve izolatlarin
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3’tiniin (%17) linkomisin antibiyotigine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir (Tablo 13).
Linkomisin antibiyotiginin Tiirkiye’de bal arilarinin tedavisi i¢in kullanildigina dair bir
veri bulunmamaktadir. Fakat calismamizdaki sonuglar agikca gostermektedir. Ar1 ve ari
tirtinlerinden izole edilen P. larvae izolatlari linkomisin antibiyotigine kars1 direnglidir.
Bu durum linkomisin antibiyotiginin biligsiz bir sekilde kullanildiginin ve direng

gelisimi agisindan kullaniminin kontrol altinda tutulmasi gerektiginin bir gostergesidir.

Bir aminoglikozit tlirevi olan streptomisin yavru clirikligi hastaliklariin
tedavisinde kullanilan bir diger antibiyotiktir. Aricilikta streptomisin kullanimi ¢ok
belirtilmezken, 1997 yilinda Cin’de meydana gelen AYC salgininda kullanildig1 rapor
edilmistir (Reybroeck vd., 2012). Caligmamizda P. larvae suslarinda streptomisin direnci

tespit edilmemistir.

Calismada kullanilan gentamisin ve amikasin aminoglikozit grubunda yer alan
diger antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklerin aricilikta kullanimu ile ilgili herhangi bir veri
literatiirde bulunmamasina ragmen, yaptigimiz ¢alismada AYC siipheli 6rneklerden izole
edilen 64 Gram pozitif izolatin 11’inin gentamisine, 9’unun ise amikasine direngli
oldugu tespit edilmistir. Calismada izole edilen P. larvae izolatlar1 incelendiginde 18
izolatin 5’inin gentamisine, 3’liniin ise amikasine direngli oldugu tespit edilmistir (Tablo

13).

Siilfonamidler veterinerlik alaninda bakteriyel ve protozoal hastaliklarin kontrolii
icin kullanilan etkili kemoterapotik maddelerdir. Siilfo ilaglarin, 6zellikle siilfotazoliin
Amerikan yavru ¢iliriikligii yayilimini 6nleyebilecegi gosterildikten sonra, bal arilarinin
bakteriyel hastaliklara kars1 korunmas i¢in siilfonamid kullanima, ticari aricilikta yaygin
bir uygulama haline gelmistir (Reybroeck vd., 2012). Calismamizda siilfonamid
grununda yer alan trimethoprim-siilfametaksazol (SXT) direnci izole edilen 63 izolatin
tiimiinde incelenmistir. Yapilan antibiyogram sonucunda SXT direnci sadece 3 izolatda
tespit edilmistir. Bu izolalarin 1’i P. larvae olarak tespit edilirken, 2’si Bacillus sp. olarak

tespit edilmistir (Tablo 13).

Calismamizda DNA sentezini inhibe eden antibiyotiklerden furazolidon,

siproflaksasin ve norflaksasin sadece P. larvae izolatlarinin tizerinde etkisi incelenmistir.
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Yapilan antibiyogram testleri sonucunda 18 izolatin 8‘inde siproflaksasin ve norflaksasin
direnci tespit edilirken sadece 2 izolatda furazolidon direnci tespit edilmistir.
Furazolidon genis spektrumlu bir antibiyotik olup, nitrofuran grubunda yer almaktadir.
Nitrofuranlar, kiimes hayvanlari, domuz ve sig1r ¢iftlikleri, balik, karides ve ar1 ¢iftlikleri
i¢in ¢ok kullanilan veteriner antibiyotiklerinden olusan belirli bir gruptur. Bu grupta yer
alan nitrofurantoin, nitrofurazon, nifiisol ve fiirtadon antibiyotiklerine gore ari
hastaliklarinin tedavisinde baglica kullanilan antibiyotik furazolidondur (Khong vd.,
2004; Torre vd., 2015). Literatiirde AYC etmeni olan P. larvae izolatlarinda furazolidon
direnci ile ilgili herhangi bir bilgi yoktur. Bu ¢alisma bal arilarindan AYC siiphesi ile
izole edilen P. larvae izolatlarinda furazolidon direncinin gosterildigi ilk ¢alismadir
(Tablo 13). Kinolon grubu antibiyotiklerin klinik kullanimlarinin ¢ogunlugu
flurokinolonlar seklindedir. Verimliligi gosteren bilimsel verilerin eksikligine ragmen,
aricilikta, ozellikle Asya'da flurokinolonlarin ar1 hastaliklarina karsi profilaksi olarak
uygulanmasi son birka¢ yildir artmistir. Bu kullanim, o bdlgedeki balda kalintilarin
saptanmastyla dogrulanmistir. Yapilan kalint: testleri siploflaksasin ve norflaksasin gibi
ana flurokinolonlarin balda bulundugunu gostermistir (Reybroeck vd., 2012). Fakat
literatiirde P. larvae izolatlarinin flurokinolonlara karsi direng gelistirdigini gdsteren bir
calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alismada P. larvae izolatlarinin sipraflaksasin ve
norflaksasine karsi direngli oldugu tespit edilmisti. Bu veriler yogun kullanilan
antibiyotiklerin ar1 iirlinlerinde kalintt olusturmalarinin yanisira direng gelisiminede

sebep oldugunu bir kere daha gostermistir.

Calismada hiicre duvar yapisini1 bozan beta-laktam antibiyotiklerinden penisilin,
ampisilin, amoksisilin-klavunolik asit, seftazolin, sefuroksim ve seftazidim
antibiyotikleri kullanilmistir. Antibiyogram sonuglar1 incelendiginde tiim gruplarda en

yiiksek direng seftazidime kars1 tespit edilmistir (Tablo 13).

Bu ¢alismada, bal arilarmin florasindan izole edilen saprofit (Tablo 14) ve
hastalik etmeni (Tablo 15) mikroorganizmalar ¢oklu antibiyotik direnci agisindan
incelenmis, bir ¢ok antibiyotik agisindan ¢oklu direncin varhigi belirlenmistir. Bu durum
tilkemiz ariciliginda AYC ve AvYC hastaliklarinda izinsiz antibiyotik kullanilanimini
gostermez, zira uzun yillardir AYC hastaliginda antibiyotik kullanimi yasaklanmigtir. Bu

sonu¢ ekosistemde yaygin bulunan mikroorganizmalarin bazilarinda dogal olarak
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antibiyotik direncinin var olmus olacagini, bazilarinin insan ekosistemiyle tanigmis
olabilecegini veya farkli canlilarin (balik hastaliklar1 yada diger hayvan hastaliklarinda)
florasinda bulunduklar1 siirecte antibiyotikle karsilagsmis olabileceklerini gostermektedir.
Bu durum ise c¢evre ve toplum sagliginda antibiyotiklerin daha rasyonel kullanilmasi
gerektigi disiincesini  pekistirmektedir. Bu durum sadece iilkemiz ile de
iliskilendirilemez, zira ana ar1 gen kaynaklariin alindig1 bolge, iilke ve ¢evresiyle de

iligkili bir sonug olarak diistintilmesi gerekmektedir.

P. larvae suslarinda plazmit DNA izolasyonu ilk olarak Benada vd., (1998)
tarafindan rapor edilmistir. Bunu P. larvae suslarinda 9 kb biiyiikliigiinde bir baska
plazmitin varliginin Cek Cumhuriyeti’nden rapor edilmesi izlemistir (Bordorova-
Urgosikova vd., 1992). Ek olarak 9,4 ve 11 kb biyiikligiindeki plazmitlerin
Almanya’dan izole edilen P. larvae suslarinda bulundugu Neuendorf vd. (2004)
tarafindan, 4 ve 8 kb biiytkligiinde plazmitlerin Boston’dan izole edilen P. larvae
suslarinda bulundugu Alippi vd. (2007) tarafindan, ABD ve Kanada’dan izole edilen P.
larvae izolatlarinda bir¢ok plazmitin varligi ise Murray ve Aronstein (2006) tarafindan
gosterilmistir. Calismamizda ise 18 P. larvae izolatindan plazmit DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve izolatlarin 13’tinlin en az bir plazmit DNA igerdikleri tespit

edilmistir (Tablo 17).

Oksitetrasiklin ve tilosin, bal aris1 kolonilerinde AFB'nin 6nlenmesi ve kontrolii
icin onaylanmis antibiyotiktirler. Bununla birlikte, oksitetrasikline direngli P. larvae
izolatlart ABD, Kanada ve Arjantin'in bazi bolgelerinde tespit edilmistir (Allippi vd.,
2007). Cogu bakterilerdeki tetrasiklin direnci, genellikle mobil elementler ile iliskili yeni
genlerin edinilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu genler genellikle plasmidler veya
transpozonlar ile iligkilidir ve konjugatiftirler. Tetrasiklin direncine sebep olan {i¢ ana
mekanizma vardir. Bunlardan ilki antibiyotigi enerji bagimli olarak hiicre disina
pompalama, ribozomal koruma ve tetrasiklin molekiiliiniin enzimatik inaktivasyonudur.
Bugiine kadar tanimlanms 43 farkli tet ve otr geni vardir ve bu genlerden 27’si hiicre
disina pompalama, 12’si ribozomal koruma ve 3’iiniin enzim inaktivasyonu ile ilgili
oldugu bulunmustur. Ayrica 1 genin diren¢ mekanizmasida bilinmemektedir (Roberts,
2011). Gram pozitif bakterilerde Bacillus ve yakin iliskili tiirlerde yalnizca tet(K), tet(L),
tet(M) ve tet(W) determinantlarinin varligi rapor edilmistir (Alippi vd., 2014).
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Calismamizda tetrasiklin ve oksitetrasiklin direngli P. larvae izolatlarinda plazmit DNA
izolasyonu gerceklestirilmis ve izole edilen plazmit DNA’lar kalip olarak kullanilarak 2
farkl1 otr (otrA, otrB) ve 4 farkli tet geni (tet(K), tet(L), tet(M), tet(W)) PZR yardimu ile
taranmistir (Sekil 17, 18 ve Tablo 18). Yapilan ¢alisma sonucunda 8 oksitetrasiklin ve
tetrasiklin direncli P. larvae izolatinin 8’sinde tet(M) ve 7’sinde tet(W) genlerinin varligi
tespit edilmistir. Oksitetrasiklin direngli 8 P. larvae izolatinin tiimiinde otrA geninin
varlig1 tespit edilirken, izolatlardan sadece P. larvae SV28 hari¢ diger tiim 7 izolatda ise

otrB geni tespit edilmistir.

Murray ve Aronstein (2006) yaptiklar1 bir ¢calismada, ABD ve Kanada’dan izole
edilen 36 P. larvae izolatinda tetrasiklin ve oksitetrasiklin direncini incelenmisler ve
izolatlarin 21’inin oksitetrasiklin direngli olduklarin1 tespit etmislerdir. Direngli izolatlar1
tet(L) ve tet(K) geni varligi agisindan incelenmisler ve izolatlarin 4’tiniin tet(L) geni
acisindan pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Alippi vd. (2007) yaptiklar1 bir diger
calismada degisik ¢ografi bolgelerden izole edilen 75 P. larvae izolatinda tet(K) ve tet(L)
direng genlerinin varliini incelemigler ve izolatlarin 4’iiniin tet(K) direng geni igerirken,
higbirinin tet(L) direng geni icermediklerini tespit etmislerdir. Calismamizda ise
tetrasiklin ve oksitetrasiklin direngli 8 izolat 4 farkli tet geni (tet(K), tet(L), tet(M),
tet(W)) varligi acisindan incelenmistir. Calismamizda hicbir izolattda tet(K) ve tet(L)

direng¢ genlerinin varlig tespit edilememistir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar, bulasict hastaliklarin zaman ve mekansal dagilimin
aragtirir ve salginlar1 etkileyen faktorleri ortaya g¢ikarmaya calisir. Cogu durumda,
salgina neden olan organizmalar klonal olarak iligkilidirler ve benzer biyokimyasal ve
genetik Ozellikleri paylasmaktadirlar. Bu nedenle, bakteriyal alt tipleme enfeksiyon
kaynaginin belirlenmesinde, ozellikle de viriilan suslarin farkedilmesi ve AFB ile
miicadele icin kontrol programlarinin izlenmesinde oldukc¢a yararlidir. Bu alanda,
fenotipik tabanli yazim yoOntemlerinin eksiklikleri, molekiiler tipleme yoOntemlerinin
gelistirilmesine yol agmistir ve bakteriyal alt tiirleri belirlemek i¢in bir takim molekiiler
tipleme yontemleri gelistirilmistir. Degisken Alanli jel elektroforezi (Pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE), restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction
Fragment Length polymorphism, RFLP), tekrarlayan element PZR parmak izi (repretive
element OCR fingerprinting, rep-PZR), rastgele arttiritlmis polimorfik DNA (random
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amplified polymorphic DNA, RAPD) ve sekanslama bu metotlardandir. Bakteriyal alt
tiirleri belirlemek i¢in kullanilacak yontemin laboratuvar iginde tekrarlanabilirligi ve
yiliksek ayirim giiclinede sahip olmalidir. Ayn1 zamanda yontemi kurmak, kullanmak ve
yorumlamak kolay olmalidir (Genersch ve Otten, 2003; Ashiralieva ve Genersch, 2006).
Calismamizda izole edilen 18 P. larvae izolatinin alt genotip O6zellikleri rep-PZR

yontemi ile belirlenmeye ¢alisilmustur.

Bugiine kadar P. larvae suslarinin genetik ¢esitliligini incelemek igin c¢esitli
molekiiler ¢caligmalar yapilmistir. Rep-PZR ile, bakteriyal genomda bulunan tekrarlayan
DNA elementlerinin PZR amplifikasyonu ile elde etmek ve bakteriyal genomlarin
parmak izini almak miimkiindiir. Bu amag i¢in en sik uygulanan teknikler ERIC, REP ve
BOX-PZR'dir. ilk rep-PZR Allippi ve Aguilar (1998) tarafindan Arjantin’den izole
edilen 99 P. larvae izolatinda BOX primeri kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda izolatlardan 3 degisik genotip tanimlanmis ve A, B, C olarak adlandirilmustir.
Genersch ve Otten (2003) yaptiklar1 bir diger ¢calismada ise BOX A1R ve MBO REP1
primerleri ile rep-PZR teknigi kullanarak 105 Almanya kokenli P. larvae izolatini
incelemislerdir. BOX-PZR sonucunda agaroz jelde yaklasik 700 bp’lik bolge sirasiyla
amplifikasyon {irliniin varligi, yoklugu veya iki bant olusumuna gore genotipi A, a, o
olarak isimlendirmislerdir. Ayn1 sekilde REP1-PZR sonucunda agaroz jelde yaklagik
1000 bp’lik bolgede bir bandin varliginda genotip b, 1000 bp’lik bolgeden biraz daha
yukarda olan bandin varliginda ise genotip B olarak isimlendirilmistir. REP1 ve BOX-
PZR sonucunda arastirmacilar 105 P. larvae izolatinin 4 farkli genotipte oldugunu (AB,
ab, Ab, aB) tespit etmislerdir. Peters vd. (2006) yaptiklar1 ¢alisjmada Almanya’nin
Arnsberg Bolgesi’nden izole edilen 176 P. larvae izolatinin rep-PZR analizlerini
gergeklestirmiglerdir. Arastirmacilar Genersch ve Otten (2003)’c ilave olarak REP1
primeri ile gergeklestirdikleri rep-PZR sonucunda 1000 bp’lik bolgede ve az yukarisinda
sirastyla herhangi bir bandin olmadigini veya iki bandinda bulundugunu tespit etmisler
ve bu genotipik 0zelligi tasiyan izolatlart B ve b olarak isimlendirmislerdir.
Calismamizda ise Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinden izole edilen 18 P. larvae
izolatinin genetik ¢esitliligi rep-PZR kullanilarak incelenmistir. BOX A1R primerleri ile
yapilan rep-PZR analizi sonucunda izolatlarin 17°sinin 700 bp’lik bolgede bir bant
verdigi, 1 izolatda ise bu bolge bant olmadig1 goriilmiis ve izolatlar sirasiyla A ve a

genotipi olarak isimlendirilmislerdir (Sekil 15, Tablo 16). MBO REP1 primerleri
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kullanilarak gergeklestirilen rep-PZR sonucunda ise izolatlarin 2’sinde 1000 bp’lik
bolgenin iizerinde, 7’sinde ise 1000 bp’lik bdlgede bant goriilmiis ve sirasiyla B ve b
genotipi olarak isimlendirilmislerdir. Ayn1 zamanda 9 izolatda ise bu bolgelerede
herhangi bir bant goriilmemis ve B genotipi olarak isimlendirilmislerdir. Yapilan rep-
PZR sonucunda Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinden izole edilin P. larvae izolatlarinin

4 farkli genotipte (AB, AR, ab, Ab) olduklar tespit edilmistir (Sekil 16).

Literatiirde P. larvae izolatlarmin genetik cesitliligi ile ilgili veriler ¢ok fazla
degildir. Calismalarin biiyiik bir grubu Almanya’da gerceklestirilmistir. Tiirkiye icin ise
yapilan bu tez calismasi bir ilktir. Neuendorf vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada
Almanya’nin ¢esitli bolgelerinden izole edilen P. larvae izolatlarinin genetik ¢esitliligi
rep-PZR ile incelenmis ve izolatlarin AB, Ab, ab, ve aB olmak tlizere 4 farkli genotipte
olduklart tespit edilmistir. Ayn1 genotipik gruplar Genersh ve Otten (2003)’1n yaptigi
calismada da bulunmustur. Bu ¢alismalar ile benzer olarak, bizim ¢alismamizda da AB,
Ab ve ab genotipleri bulunmustur, fakat aB genotipi ¢caligmamizda tanimlanmamuistir.
Peters vd. (2006)’nin yaptiklari ¢alismada Almanya’nin Arnsberg Bolgesi’nden izole
ettikleri 176 P. larvae izolatinin rep-PZR analizleri sonucunda Ab, AB, AB, ab ve af
olmak tiizere 5 farkli genotipte olduklarin1 bulmuslardir. Loncaric vd. (2009) yaptiklari
bir diger ¢alismada ise Avusturyanin ¢esitli bolgelerinden izole ettikleri 214 P. larvae
izolatinin genetik cesitliligini rep-PZR ile incelemisler ve izolatlarin ab, aB, Ab, AB ve
ab olmak iizere 5 farkli genotipte olduklarini tespit etmislerdir. Calismamizda ise Peters
vd. (2006) ve Loncaric vd. (2009)’in calismalar1 ile benzer olarak Ab, Ab, ve ab
genotipleri tanimlanmustir. Fakat arastirmacilarin tanimladigit Ab, af, aB ve ab
genotipleri c¢aligmamizda tanimlanamamistir. Son yillarda Rusenova vd. (2013)
yaptiklar1 bir diger ¢alismada ise Bulgaristan’in ¢esitli bolgelerinden izole ettikleri 96 P.
larvae izolatinin genetik ¢esitliligi rep-PZR ile incelenmis ve izolatlarin Ab ve ab olmak

tizere 2 farkli genotipte olduklar tespit edilmistir.

P. larvae izolatlarinin rep-PZR yontemi ile genetik cesitliliklerinin incelendigi
caligmalar incelendiginde Ab, Ab ve ab genotiplerinin tiim bolgelerden izole edildigi ve
bu genotiplerin diger genotiplere gére daha fazla tanimlandig1 goriilmektedir. Ab, a3, aB
ve ab genotiplerinin ise tanimlandig1 fakat sayisinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir.

Calismamizda literatiirde bugiine kadar heniiz tespit edilmemis AP genotipi tanimlanmis
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ve 18 izolatin 7’sinde oldugu (%39) tespit edilmistir (Sekil 15, 16 ve Tablo 16).

P. larvae izolatlarinin genotipleri hakkindaki bilgiler Amerikan yavru ¢iiriikligi
hastaliginin risk degerlendirmesinde bir iilke i¢in olduk¢a 6nemlidir. Cilinkii genotip ve
klinik semptomlarin ortaya c¢ikist arasinda bir korelasyon vardir (Loncaric vd., 2009).
Genersch vd. (2005) yaptiklar1 biyoassay ¢alismalar1 sonucunda gostermislerdir ki; AB
genotipine sahip P. larvae izolatlar1 ile enfekte olmus larvalarin 6liimii, diger genotiplere
sahip izolatlar ile enfekte olmus larvalara gére daha hizhidir. AB genotipi ile enfekte
olmus larvalarin ¢ogu hiicre sinirlamasindan 6nce 6ldiikleri i¢in, hemsire arilar bunlar
algilayabilir ve kovandan c¢ikarabilir, boylece sporlarin liretimi azaltilabilir. Dolayisiyla,
bu genotipin koloni i¢inde yayilmasi daha yavas olur (Loncaric vd., 2009). Calismamiz
AB genotipi diger ¢aligmalara gore sik tamimlanmamistir. Literatiirde yapilan
caligmalarda ¢ok yiiksek oranda AB genotipi goriiliirken, calismamizda bu oran oldukg¢a
diisiiktiir. Bu durum ¢ografik farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi 6rnek sayimizin

azligindan da kaynaklanabilir.
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5. ONERILER

Arilar hem polinasyon hem de biyocesitlilik agisindan diinya icin ayricalikli bir
yer teskil etmektedirler. Bal arilar1 ise bu islevin yan1 sira 6nemli bir {irlin ¢esitliliginin

(bal, polen, propolis, ar1 siitii vb.) biyolojik kaynagidir.

2017 Hayvan hastaliklar1 ile Miicadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolii
genelgesine gore arilarn AYC hastaligi “Ihbart Mecburi” bir hastalik olup, Avrupa
birligine iiye ve iilkemiz gibi liye aday: iilkeler basta olmak {izere bircok diilkede
antibiyotiklerin tedavi ya da koruma maksatl kullanimi yasaktir. Diinya saglik orgiitii ve
AB’nin de kalnti konularini halk sagligi acisindan oOnemle izledigi gbéz Oniine
bulunduruldugundan dolay:1 iilkemizin de konuya daha fazla 6nem verilmesi, ari
hastaliklarinda antibiyotiklere alternatif tedavi yontemlerinin kullanilmasiyla ilgili

projelerin yapilmasinin yayginlastirilmasi konusu gézden gegirilmelidir.

Ar ile ilgili ¢aligmalar hem diinyanin ii¢lincii en énemli bal {ireticisi olan hem de
diinya endemik tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunu igeren iilkemiz biyocesitliligi agisindan
onemli olup, daha fazla ¢aligmalarin yapilmasi ve de yeni arastirmacilarin yetistirilmesi

gerekmektedir.

AYC hastalig1 biitiin diinyada oldugu gibi iilkemiz i¢in de énemli bir sorundur.
Bu alanda yeni c¢alismalarin yapilmasi, prevalans ve insidansin ortaya konmasi
gerekmektedir. Hastaligin yayilis kaynaklarmin belirlenmesi, kontamine kaynaklarin
cevreye yayilmasmin onlenmesi agisindan etkenlerin izolasyonu, identifikasyonu hem
geleneksel hem de molekiiler yontemlerle tanimlanmasi ve biyotiplerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu g¢alismalar bulas kaynaklarin1 ve kokenini ortaya koymaya farkl
tilkelerle olan iliski ve benzerliklerini gérmeye yardimi olacaktir. Bu durum ar1 ve ar1
driinlerinin  ihracatinda iilke c¢ikarlarina diinya ilkelerindeki durumdan farkh

olmadigimiz1 gostererek, giic kazanmamiza katki saglayacaktir.

Antibiyotik caligmalar1 ve antibiyotik direnci igeren saprofit ve patojen
mikroorganizmalarin belirlenmesi, aricilarin antibiyotik kullanmis olabileceklerini tam

anlamiyla ortaya koymaz ancak fikir verir. Bu durumun kesinlestirilmesi i¢in ar1
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ornekleri alindig Uireticinin kendi viicut florasindan, arilar1 gezdirdigi veya konaklattigi
alanlarin ¢evresel Orneklerinden ornekleme yapilarak dogru bilgiye ulasilmasi
gerekmektedir. Bu c¢alisma ¢evresel direng yayilimimi ve yanlis antibiyotik kullaniminin
onlenmesi, aricilarin ekonomik kayiplara ugramasmin engellenmesi agisindan da

onemlidir.

Aricilikta yaygin sekilde kullanilan tilosin antibiyotigine kars1 %22 direng tespit
edilmis olup P.larvae’lerde tilosin kullanimi konusundaki gidisatin tekrar gézden

gecirilmelidir.

Tetrasiklin direnci artmakta olup (calismamizda %44 bulundu) bu konuda daha

rasyonel tedbirlerin alinmasi1 gerekmektedir.

Calismamizda izole edilen ancak cins diizeyinde tanimlanan suslarin farkli
molekiiler yontemlerle detayli aragtirilmasi yeni tiirlerin kayda girmesi acisindan yararl

olacag diistiniilmektedir.

Antibiyotiklerin kullaniminda ¢evresel orjinli diren¢ gelisimine neden olmayacak

tedbirlerin alinmasi (hem insan hem de hayvansal kaynakli) gerekmektedir.

P. larvae’nin genetik ¢esitliliginin belirlenmesi {ilkemizde ilk olarak bu ¢alisma
ile yapilmis olup; ¢alisma materyallerinin arttirilarak iilke prevelansinin belirlenmesi
gerekmektedir. Ciinkii genotip dagilimi ile hastalik etkeni ve klinik semptomlar: arasinda

bir korelasyon vardir ve bu korunma yontemleri i¢in bilinmesi zorunludur.

Calismamizda P. larvae’nin genetik ¢esitliligi belirlenmis, literatiirde bugiine
kadar heniiz tespit edilmemis AP genotipi tanimlanmistir. Bu ¢aligmalarin daha fazla
ornekle yapilmasit durumunda daha once bulunan genotiplerin tiimiiniin varligi ya da

yeni genotiplerin ortaya ¢ikmasi saglanmis olacaktir.

Bu ¢alismada elde edilen hastalik etkeni suslar ile bir mikrobiyolojik gen havuzu
olusturulmustur. Bu  c¢alismalarin  devam  ettirilmesi ve  hastalik  etkeni

mikroorganizmalarin daha fazla izolatinin elde edilmesi ve stoklanmasi gerekmektedir.
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Bu alanda ulusal vizyonla bakip bakanlik nezdinde bir sus koleksiyonu olusturulmasi
tilke ¢ikarlar1 agisindan 6nemli olacaktir. Elde edilen ve koleksiyonda saklanan suslarla
daha genis c¢apta tedaviye yonelik yeni arastirmalarin yapilmasina katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

Geleneksel tan1 yontemlerinde ¢alismamizda oldugu gibi manuel yapilmis olup
her zaman monitorize yontemlere gore daha fazla hata pay: vardir. Cok sayida P. larvae
izole edilip, genetik cesitliligi belirlendikten sonra genotipler ile biyokimyasal 6zellikler
arasinda ne gibi bir iliski var olup olmadigi ortaya konmalidir. Ciinkii bu alanda

yeterince kesin sonugclar literatiirde de ¢ok az ve bazi farkliliklar mevcuttur.

Bu alandaki yeni caligmalarin diinyada oldugu gibi iilkemizde de hastaligin

(AYC) kontrolii i¢in yeni stratejiler bulmakla ilgili olmasi 6nem tasimaktadir.
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