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ARTICLE Nosemosis, ergin bal arilarinda goriilen (Apis mellifera) ve microsproidea etkenlerinden Nosema apis ve Nosema
INFORMATION: ceranae'nin neden oldugu onemli bir hastaliktir. Hastalik mide (orta mide) mukozasmnda sindirim ve metabolik

bozukluklara neden olan kritik degisikliklere yol agabilir. Bu calismada saglikli ve enfekte is¢i arilarin mide mukozasmin
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alindi. Kesitler, genel morfolojik degisiklikleri ortaya ¢ikarmak i¢in Mallory’in tiglii boyamasi, nétr mukosubsanslari, asit
ve siilfat mukosubsanslarini taninmlamak iginse periyodik asit-Schiff, Alcian blue ve Toluidine blue ile boyandi. Mide
epitelinin analizi, bazi hiicrelerin g¢ekirdeklerinin ortadan kayboldugunu, bu hiicrelerin sitoplazmalarinda gesitli
boyutlardaki yogun bir vakuollesmenin hakim oldugunu, hiicre sinirlariin agikga belirlenemedigini ve hiicre zarlarinin
¢ogunun pargalandigini gosterdi. Histokimyasal analiz, karboksilik gruplara sahip ve siyalik asit bakimindan zengin
mukosubtans tiretiminde bir azalmay: ortaya koydu. Sonuglarimiz bu sekresyonun azalmasinda hangi mekanizmalarin
yer aldigimi agiklamak i¢in yeterli degildir. Bununla birlikte, nosemosisin besin bloke edici etkisi ve enfekte epitel
hiicrelerinin dliimiiniin mukosubstans iiretimi iizerine olumsuz etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Histokimya

Mukosubstans Histochemical observations on the effects of nosemosis (nosematosis) on honey bee

Nosemosis (Apis mellifera) midgut

Keywords: ABSTRACT:

Honey bee

Histochemist Nosemosis is a serious disease of adult honey bees (Apis mellifera) caused by (Microsporidia species) Nosema apis and
Nosema ceranae. The disease may lead critical changes in midgut mucosa that cause digestive and metabolic disorders.

Mucosubstances In this study we aimed to describe the histochemical characteristics as well as the changes of peritrophic membrane and

Nosemosis mucosa of the healthy and infected honey bees midgut. Tissue samples were taken from healthy and infected workers

from the colonies in Kalecik/Ankara. The samples were fixed in 10% neutral buffered formalin solution, embedded in
paraffin and cut with a microtome to 5 pum thick sections. Slides were stained with the Mallory's trichrome stain for
revealing general morphological changes and for describing neutral mucosubstances, acid and sulphate mucosubstances
we used the periodic acid-Schiff, Alcian blue and Toluidine blue. Analysis of the midgut epithelium showed that some
cells were with invisible nuclei, the cytoplasm of these cells was densely granulated with vacuoles of various sizes, while
cell boundaries were not clearly marked and most cell membranes had been degraded. Histochemical analysis revealed a
decrease in the production of mucosubstances with carboxylic groups and rich in sialic acid. Our results were not sufficient
to explain which mechanisms are involved on that reduction of secretion. However, it is thought that nosemosis has a
nutrient blocking effect and death of infected epithelial cells may have negative effects on mucosubtance production.
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1. Giris

Ik defa Enoch Zander tarafindan tanimlanan nosemosis hastaligmin etkenleri, Nosema apis (1) ve Nosema
ceranae (2) olarak bilinmektedir. Tiim diinyada goriilebilen hastalik bal {iretimi iizerinde olusturdugu olumsuz etkilere
bagli olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Her iki patojen de zorunlu, hiicre i¢i, microsporidia etkenleri olup,
ergin arilarin mide epitel hiicrelerine yerleserek etki gostermekte, meydana gelen sindirim bozukluklar ve
malniitrisyona bagli olarak ar1 dmriinii azaltmakta ve arilarin bal tiretim kapasiteleri diismektedir (3). Bununla birlikte
hastaligin 6zellikle akut donemde yiiksek oranda koloni kaybina yol a¢tig1 ve kolonide kalan bireylerin ise saglik
yoniinden ¢ok zayif diistiigii bilinmektedir (4).

Bal arisinda 6n-mide yutak, yemek borusundan olusurken; orta-mide ventrikiiliis/gercek mideden; arka-mide
ise ileum ve rektum olarak iki par¢adan meydana gelmektedir (5). Gergek mide, polen sindiriminin ve emiliminin
gerceklestigi primer organ olarak kabul edilirken ileum ve rektumun ise cogunlukla su ve iyonlarin emiliminden ve
osmotik kontrolden sorumlu oldugu disiiniilmektedir (6).

Mide ve bagirsak mukozasinin bir¢ok bal arisi patojenine karsi bir engel ve immun yanit olusturdugu
bilinmektedir (7). Bu engel mekanizmasit mide mukozasina ait hiicreler tarafindan salgilanan, glikozaminoglikanlar,
glikoproteinler ve proteinlerden olusan peritrofik membran olarak adlandirilan bir yapi tarafindan sekillendirilir (6,8).
PM, omurgali canlilardaki sindirim kanalinin yiizeyini kaplayan mukustan zengin ortii benzeri bir yapiya sahiptir. PM,
mide epitelini, mide igeriginden ayirarak epitel i¢in bir koruyucu katman goérevini iistlenmektedir. Ayrica beslenme
esnasinda yutulan patojenlere ve toksinlere karsi ilk engel olarak da nitelendirilmektedir (8,9). Saglikli bir mide
mukozasina ait epitel hiicrelerinin ve peritrofik membranin homojen bir biitiinliik gostermesi gerektigi bildirilmistir
(7). Bal ar1s1 patojenleri tarafindan saldiriya ugrayan ve enfekte edilen ilk bolgeler arasinda yer alan mide mukozasinin
epitel hiicrelerinin dejeneratif degisikler gosterdigi ve peritrofik membranin biitinligiint kaybettigi bilinmektedir (10).

Bal arilarinin normal gelisimlerini tamamlayabilmeleri ve saglikli kolonilerin devamliligi i¢in polenler
vasitastyla alinan besin maddelerinin sindirim kanalinda etkili bir sekilde emilimi biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Hiicre
ici patojenler, hayatta kalmalari i¢in glivenli bir siginak olusturmak amaciyla konakg¢i hiicrelerin hiicresel
mekanizmalarini degistirerek besin maddelerinin emilimini azalmasina neden olmaktadir. (11). Bu degisikliklere bagh
olarak 6zellikle mide epitel hiicrelerinin yikimlanmasindan dolayr metabolizma faaliyetleri azalmaktadir. Bu durum
sonucunda ar1 viicudunda protein emilimi arttigindan, sindirim enzimlerinin tiretimi yok denecek seviyelere diiser ve
enfekte ar1 agliktan 6lebilmektedir.

Ulkemizde yerli bal aris1 irklarimizin tanimlanmasina ve nosemosisin teshisi ve dagilimma yénelik birgok
morfolojik calisma ve saha ¢alismasi hilihazirda bulunmaktadir (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18). Ancak nosemosisin
tilkemizdeki bal aris1 Kkolonilerinin tizerinde olusturdugu etkilerin histomorfolojik ve histokimyasal olarak
incelenmesine yonelik calismalarin oldukca simirli oldugu hatta yok denecek kadar az oldugu goriilmektedir. Bu
calismada saglikli ve nosemosisli is¢i artlarin mide mukozasinin histokimyasal ve histomorfolojik 6zellikleri ile birlikte
mide mukozasinda ve peritrofik membranin yapisinda meydana gelen degisikliklerin karsilastirillmas: amaglandi.

2. Gereg ve Yontem

Isik mikroskobik incelemeler igin Kalecik/Ankara bolgesindeki kolonilerden toplanan saglikli (n=20) ve
enfekte (n=20) isci arilardan mide drnekleri alindi. Ilk olarak isci arilar on dakika boyunca +4 °C’de tutularak duyu
yitimi (anestezi) islemi gergeklestirildi. Takiben sindirim kanalinin abdomen boliimiinii ortaya ¢ikarmak i¢in iki adet
pens yardimi ile toraks ve son abdomenin ug bolgesinden tutularak dikkatli bir sekilde birbirlerinden ayrilmasi saglandi.
Sonrasinda hastalikli oldugu makroskobik olarak tespit edilen is¢i arilardan alinan 6rneklere ait igerik nosemosis
etkenin varligini tespit etmek amaciyla Ringer’s soliisyonu ile muamele edilerek Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitiiniin
(OIE) belirlemis oldugu kilavuzun basamaklar1 uygulanarak incelendi (Sekil 1) (19). Saglikli oldugu tespit edilen isgi
arilardan ve enfekte arilardan alinan 6rnekler %10 tamponlu notral formalinde 18 saat siire ile tespit edildikten sonra
sirastyla dereceli alkollerden ve ksilolden gegirilerek paraplasta bloklandi. Bloklardan alinan 5 pm’lik kesitlere genel
morfolojik yapiy1 ortaya koymak amaciyla Crossmon tarafindan modifiye edilen Mallory’nin {i¢lii boyamasi uygulandi
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(20). Genel olarak polisakkaritlerin gdsterilmesi i¢in periyodik asit-Schiff (PAS) (notral mukosubstans), Alcian blue
(AB) pH 2.5 (karboksilli ve siilfatli asidik mukosubstans), PAS/AB pH 2.5 (nétral ve asidik mukosubstans)
kombinasyonu ve Toluidine blue (TB) (asidik mukosubstans) boyamasi yapildi (21). Son olarak tiim 6rnekler Leica
DM 2500 model aragtirma mikroskobu ile incelenerek dijital mikroskop kamerasi (Leica DFC450) ile fotograflandu.

Sekil 1: (1) Saglikli (A) (kahvrengi igerik ve kalin duvar yapisi, beyaz ok baslar1) ve enfekte (B) (soluk renkli igerik
ve incelmis duvar yapisi, siyah ok baglari) ig¢i arilara ait mide ve bagirsagin makroskobik goriiniimii. (2) Tiim abdomen
homojenatlarindaki Nosema spp. sporlari (N). 400x.

Figure 1: (1) General macroscopic appearance of the midgut and hindgut of healthy (A) (mid-gut with fine walls and
filled with brownish excrements, white arrowheads) and infected (B) (mid-gut with thin walls and filled with pale
excrements,black arrowheads) worker bee. (2) Nosema spp. spores(N)in whole abdomen homogenates. 400x.

3. Bulgular

Makroskobik incelemelerde abdomen boliimiiniin saglikli is¢i arilarda normal bir gériiniim sergilerken enfekte
arilarda sigserek genisledigi goriildii. Abdomenin diseksiyonu sonrasinda saglikli ig¢i arilarin mide duvarinin kalinligini
korudugu ve mide igeriginin dogal kahverengi tonlarinda oldugu gozlemlenirken; enfekte isci arilarin mide duvarmin
inceldigi (zar benzeri, seffaf goriiniim) ve mide igeriginin renginin daha soluk ve akigskan kivam aldig tespit edildi.
Saglikli is¢i arilarda bagirsak mukozasinin biitiinliigiinii korudugu ve sekresyonun kuvvetli oldugu goriildii. Saglikli
isci artlarin mide epitel hiicrelerinin, hiicre membranlariin belirgin oldugu ve biitiinliiklerini koruduklar tespit edildi.
Hiicre ¢ekirdekleri ise normal goriiniim sergilerken sitoplazmalari homojen ve yogun bir yapiya sahipti. Epitel
hiicrelerinde herhangi bir yikimlanma gériilmezken; peritrofik membranin oldukga kalin, yogun ve liimenin tiimiinde
esit bir dagihm gosterdigi goriildi. Enfekte is¢i arilarda ise nosema invazyonuna bagh olarak mide mukozasinda
dejeneratif ve litik siireglerin isledigi tespit edildi. Hiicre i¢i osmotik basincin artmasina bagli olarak hiicre
membranlarmin zarar goérdigii ya da tamamen patladigi dikkati ¢ekti. Bu duruma bagl olarak hiicreler arasindaki
siirlari ve baglantilarin kayboldugu gézlemlendi. Bazi1 hiicrelerde hiicre ¢ekirdeginin ortadan kayboldugu goriildii.
Hiicre sitoplazmalarinin homojen goriinimiinii kaybettigi ve gesitli biiyiikliiklerde vakuoller igerdigi fark edildi. Bunun
yani sira enfekte mukozalarda polisakkarit sekresyonunda belirgin olarak zayiflama oldugu goriildii. Peritorik
membranin yapisinin gevsedigi, hacmini kaybederek daginik bir goriiniim sergiledigi tespit edildi. (Sekil 2).

Saglikli isci arilarmn epitel hiicrelerinin apikal yiizleri ve peritofik membranin nétral mukosubstans (PAS+),
karboksilli ve siilfatli asidik mukosubstans (AB+), nétral ve asidik mukosubstans (PAS+/AB+), asidik mukosubstans
(TB+) yoniinden kuvvetli bir pozitif boyanma profili gosterdigi tespit edildi. Bazi peritorfik membranlardaki
mukosubstansin boyanma karakterinin yer yer degisiklik gosterdigi fark edildi. Mukosubstansin, enfekte ig¢i arilarda,
saglikli olanlar ile benzer yerlesim gosterdigi tespit edildi. Yapilan boyamalarda enfekte ig¢i arilarin mukosubstans
yanit1 agisindan, tamamen negatif olmamakla birlikte, daha zayif bir reaksiyon verdigi goriildii (Sekil 2).
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Sekil 2: Saglikli ve enfekte is¢i ar1 midelerinin genel mikroskobik goriiniimii ile mukosubstansin yerlesimi ve dagilimi
(PM: Peritrofik membran). Bar: 100 um

Figure 2: General microscopic view of healthy and infected worker bee midguts and location and appearance of
mucosubstance (PM: Peritrophic membrane). Scale bar: 100 um

4. Tartisma ve Sonug¢

Tiirkiye bal tiretiminde diinyanin sayil iilkeleri arasinda yer almasina ragmen kovan bagina bal veriminde
sorunlar yagamaktadir (22). Bunun en biyiik nedenlerinden biri, arilarm sagligin1 dogrudan etkileyen hastaliklardir
(15). Bal arisinin yeterli diizeyde geligimini tamamlamasi ve yag oranimi arttirabilmesi i¢in tiikettigi polenlerin uygun
bir sekilde sindirilerek emilmesi gerekmektedir (10). Bu mekanizmanin saglikli bir sekilde ¢alisabilmesi i¢in mide
epiteli ¢ok kritik bir rol iistlenmektedir. Mide epitel hiicreleri tarafindan salgilanan mukosubstansin, sindirilmemis
icerigin lubrikasyonu, osmoregiilasyonun diizenlenmesi, proteinlerin, iyonlarin ve diger maddelerin gegislerinin
saglanmasi, epitelin mekanik etkiler ve patojenlerin invazyonundan korunmasi gibi birgok 6nemli fonksiyonu
bulunmaktadir (8). Nosemosisli arilar {izerinde yapilan ¢aligmalarda salgilanan mukosubstansin karakterinin degistigi
ve notral, karboksilli ve siilfath asidik mukosubstansin miktarinda azalma oldugu tespit edilmistir (7, 10, 23). Bizim
caligmamizda benzer sekilde farkli histokimyasal boyama yontemleriyle incelen mukosubstans salgisinin nosemosisli
arilarda genel olarak degistigi ve zayifladigi goriildii. Bu durum, nosemosisli arilarda protein emiliminin bozulmasina
bagl olarak, glikozaminoglikanlar, glikoproteinler ve proteinlerden zengin olan mukosubstans salgisini1 da olumsuz
etkilemis oldugu diisiiniilmektedir.

Hiicre ici bir patojenle enfekte olan hiicrelerin, dogal yanit olarak, bu durumu algiladiklar1 asamada apoptotik
hiicre 6liimii mekanizmalarini galigtirarak bu etkenin ¢ogalma ve yayilma ihtimallerini 6nledigi tespit edilmistir. Ancak
yapilan ¢alismalar 6zellikle microsporidialarin enfekte ettikleri hiicrelerin metabolizmalarini bagarih sekilde manipiile
ederek kendi yasam dongiistinii devam ettirebildigi géstermistir (11, 24). Bizim ¢alismamizda elde edilen veriler
neticesinde Nosema spp. ile enfekte olan bir ¢ok mide epitel hiicresinin kaginilmaz olarak hiicre 6limii yoluna gittigi
ve buna bagli olarak da peritrofik membranmn yapisinin da bozuldugu ve sekresyonunda azalmalar oldugu gérilmiistiir.
Caligmamizda gozlemledigimiz hiicre 6liim tipinin daha ¢ok hiicre nekrozu morfolojisi sergilemis olmasi, bu etkenin
son agamaya kadar hiicrenin Kontrol mekanizmlarindan kendisini saklamaya basardigi fikrini desteklemektedir. Ancak
elde edilen sonucun saglikli bir sekilde dogrulanabilmesi i¢in apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim tiplerinin daha detayl
yontemlerle incelenmesi gerekmektedir.

Gajger ve ark (23) yaptiklart bir ¢aligmada nosemosisli arilarda PM’nin yapisinin gevseyerek biitiinliigiinii
kaybettigini gostermislerdir. Calismamizda benzer bir sekilde nosemosisli arilarda peritrofik membranmn belirgin
sekilde hacmini kaybederek daginik bir goriiniim kazandig: fark edildi. Peritrofik membranin mide epitel hiicreleri olan
yakin iligikisi g6z 6niinde bulunduruldugunda, Nosema sporlariyla enfekte olan epitel hiicrelerinin Sliimiiniin peritorfik
membraninda benzer bir yikimlanma siirecine girmesine neden olabilecegi diisiiniildii.
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Arilarin mide mukozasi yasam dongiisii boyunca bir¢ok farkli patojen ve diger olumsuz etkenlere maruz
kalmaktadir. Bu ¢aligmada, bal arilarinin mide epitel hiicrelerine yerleserek nosemosise neden olan Nosema spp.’nin
mide mukozasi lizerinde meydana getirdigi olumsuz degisikler histokimyasal ve histomorfolojik olarak incenlenmistir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler mide epitelinin hastaligin etikisiyle biiyiik oranda zarar gorerek hiicre 6liimii
slirecine girdigini ve mukosubstansin iiretiminin azalarak karakterinin degistigini gostermistir. Nosemosise bagli
meydana gelen hiicre Sliimiiniin tiplendirilmesi ve mukosbustans iiretiminin azalmasina etki eden mekanizmalarin
ortaya konulmasi i¢in yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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