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Oz

Nosemosis bal arilarinda (Epis mellifera) sikga goriilen kiresel bir hastaliktir. Hastaligin etkeni fungal
mikroorganizmalar olan Nosema apis ve Nosema ceranae’dir. Bu ¢alismada Siirt ve Sanlurfa’da bal verimi
disik ve zayif (popilasyonu distik) ari kolonilerinde Nosema spp. sporlarinin varliginin mikroskobik olarak
muayene edilmesi ve pozitif bulunan 6rneklerden, multipleks PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile etkenin tir
diizeyinde tespiti amaglandi. Her iki ilde toplam 8 arilikta 44 kovandan alinan 880 ari numunesi mikroskobik
olarak spor varligi yoniinden incelenmis ve 19’unda (%43,18) nosema sporlari tespit edilmistir. Multipleks PCR
ile bu sporlarin tamaminin N. ceranae oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak, nosemosis’in bdlgede aricilik
isletmelerinde 6nemli bir problem oldugu, bu nedenle nosemosis yoninden gerekli tedbirlerin alinmasi
gerektigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Multiplex PCR, Nosema ceranae, nosemosis, aricilik.

Molecular Identification of Nosemosis Agents in Honeybees Found in Siirt and Sanliurfa

Abstract

Nosemosis is a global disease seen frequently in honey bees (Epis mellifera). The etiologic agents of
the disease are Nosema apis and Nosema ceranae, which are fungal microorganisms. In this study, we aimed
to detect the disease agent at species level in bee colonies in which honey production was poor ( low
population) in Siirt and Sanhurfa. For this purpose, the presence of spores of Nosema spp. was examined
microscopically and positive samples were tested by multiplex polymerase reaction. A total of 880 bee samples
from 8 apiaries and 44 hives in both provinces were examined microscopically and 19 out of 44 hives (43,18%)
were found as positive for the presence of spores of Nosema. All the spores were belong to N. ceranae by
multiplex PCR. As conclusion, we thought that nosemosis is an important problem in honey bees apiaries in
Siirt and Sanhurfa and in this context, required prevention measures should be taken for nosemosis.

Key words: Multiplex PCR, Nosema ceranae, nosemosis, beekeeping.

oynayan biyotik ve abiyotik bircok faktor
Girig bulunmaktadir (Grupe ve Quandt, 2020).
Tirkiye’de bitki florasinin c¢esitli ve iklimin de
uygun olmasina ragmen istenilen verim seviyesine
ulasilamamasinin en bilylik nedenleri koloni
yonetiminin ve hastaliklarla micadelenin yeterli

Aricilik, gerek bal ve ari sGtd, polen, ari
zehri gibi diger drinlerinin ekonomik degeri,
gerekse yapmis olduklari polinasyon nedeniyle
blylk 6nem tasir (Abaci ve ark., 2020). Turkiye’'de e
2019 yilinda arili kovan sayisi 8.128.360 iken 2020 olmamasindan kaynaklanmaktadir (Biyik ve ark.,
yilinda 8.179.085’e (%0.6 artis) ¢ikmistir. Ancak arih 2014).
kovan sayisina paralel olarak bal lretiminde artis
olmamis aksine 2019°da 109.330 ton olan bal
Uretimi %4.8’lik dusltsle 104.077 ton olmustur
(Anomin, 2021). Arilarin verim disukliginde rol

Tirkiye ve dinyada bal arilarinda ( Apis
mellifera) gérilen en yaygin hastaliklardan biri olan
nosemosis hastaligl, bal veriminde kayda deger
duslislere ve 6nemli ekonomik kayiplara neden
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olan o6lumcul bir hastaliktir (Tosun ve ark., 2019;
Sinpoo ve ark., 2018; Yaman ve ark., 2015).
Nosemosis hastaligina neden oldugu tespit edilmis
etkenler Nosema apis ve Nosema ceranae’dir
(Chemurot ve ark., 2017). Bu mikroorganizmalar
yakin zamanda mantar olarak siniflandirilan
(molekuler filogenetik analiz) hiicreigi o6karyotik
mikrosporidianlardir (Han ve Weiss, 2017). Bu
tirlerin spor morfolojisi, genom boyutu, sicakliga
uyum saglama kabiliyeti ve konakgl (izerindeki
patolojik etkileri bakimindan farkhlk gostermekle
birlikte her iki tirin neden oldugu ari éliimlerinde
onemli bir farkhlik gorilmemektedir. Ancak N.
apis’in neden oldugu nosemosise tip A, N.
ceranae’nin neden oldugu nosemosise tip C
hastallk  olarak adlandiriimaktadir  (Martin-
Hernandez ve ark., 2018; Forsgren ve Fries, 2010;
Hges ve ark., 2010).

Nosemosise neden oldugu belirlenmis
etkenlerin  morfolojik  yapilarinda  farkliliklar
olmasina ragmen, bunlari 151k mikroskobunda ayirt
etmek zordur bu nedenle PCR tanida onemli bir
teshis aracidir (Chemurot ve ark., 2017; Fries ve
ark., 2006; Huang ve Solter, 2013). Ayrica
mikroskobik analizler disik yogunluktaki sporlari
tespit etmede yetersiz kalmakla birlikte zaman
alici, maliyetli ve zahmetlidir. N. apis ve N.
ceranae’i tespit etmek icin multipleks PCR kullanimi
yuksek duyarhlik, 6zgilliik gibi bircok avantajindan
dolayi geleneksel mikroskopiye gore nosemosis
tanisinda daha 6nemlidir (Hamiduzzaman ve ark.,
2010; Martin-Hernandez ve ark., 2007).

Nosemosisin  molekiler teshisi, son
yillarda bal arilarinda yeni nosema tirlerinin tespit
edilmesiyle daha da 6nemli hale gelmistir (Higes ve
ark., 2006; Chemurot ve ark., 2017). Hastahk
diinyada ve Tirkiye’'nin  birgcok bolgesinde
arastirilmistir. Yapilan g¢alismalarda N. apis ve N.
ceranae tespit edilmis olup (Szalanski ve ark. 2014;
Whitaker ve ark. 2011), son vyillarda yapilan
arastirmalarda genellikle sadece N. ceranae tespit
edilmistir ( Kartal ve ark., 2021; Utiik ve ark., 2019;
Mohammadian ve ark., 2018; Buyuk ve ark., 2017).

Tirkiye'nin cesitli bolgelerinde nosemosis
arastirilmistir. Ancak yapilan kaynak taramasinda
Sanliurfa ve Siirt bolgelerinde molekiler ¢alismaya
rastlanamadi. Bu arastirmada Sanhurfa ve Siirt
bolgelerinde sabit aricilik yapan isletmelerde
nosemosis yoniinden tarama yapilarak mikroskobik
olarak inceleme ile pozitif bulunan numunelerden
multipleks PCR ile nosemosise neden olan
etkenlerin tUr dizeyinde (N. apis ve N. ceranae)
belirlenmesi amaglandi.
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Materyal ve Metot
Ornekler

Calismanin materyali 2021 yili Mart ayinda
Siirt ve Sanliurfa illeri ve gevrelerinde bulunan 1220
kovanin incelenmesi sonunda temin edilmistir.
Siirt’ten 4 ari isletmesinden hasta 26 kovanin her
birinden 20 adet toplam 520 6li ari numunesi
alinmistir.  Ayni sekilde Sanhurfa’dan 4 an
isletmesinden 18 hasta kovanin her birinden 20
adet toplam 360 6li ari numunesi alindi. Toplanan
880 ar1i numunesi mikroskobik teghis ve PCR analizi
testleri yapilincaya kadar kuru ve rutubetsiz bir
ortamda muhafaza edildi.

Spor Tanisi

Nosemosisin teshisi amaciyla 20 arinin
abdomeni ayrilarak 3 mL serum fizyolojik igerisinde
ezildi.

Numune slispansiyondan preparat
hazirlanarak ornekler direkt ve Giemsa boyama
yapilarak incelendi. Direkt incelemede, olusan
siispansiyondan 3 damla kadar alinarak bir lam
Uzerine konuldu ve Uzerine bir lamel kapatilarak
istk  mikroskobunda (40X) sporlar arastirildi.
Giemsa boyama igin Ornekler oda isisinda
kurutuldu ve metanolde tespit edildikten sonra
Giemsa boyama yapilarak i1sik mikroskobunda (40X)
spor yoniinden incelendi.

Nosema sporlari yoninden pozitif bulunan
ornekler kullanilincaya kadar —20 °C’'de muhafaza
edildi

DNA Ekstraksiyonu

Orneklerden DNA ekstraksiyonu OIE
(Terrestrial Manual 2008)'nin bildirdigi yonteme
gore vyapildi. Mikroskopide pozitif bulunan
numunelerin slispansiyonunda 1 mL alindi ve
filtrelenerek 1,5 mL’lik tiplere aktarildiktan sonra
800 xg‘de 6 dakika santriflij edildi. Pelet taze
hazirlanmig 200 pl germinasyon buffer ( 0,5 M
sodyum klortr, 0,5 M sodyum hidrojen karbonat,
ortofosforik asit ile pH 6.0) ile iyice karistirilarak 37
°C’de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin
sonunda  beklenilmeden  DNA  ekstraksiyon
asamasina gecildi. Hedef DNA elde edilmesinde,
germinasyon islemi sonunda numune 800 xg'de 5
dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi atildiktan sonra
dipte kalan tortudan GenelET Genomik DNA
Purifikasyon kiti (Thermo Scientific) ile DNA
ekstraksiyonu  vyapildi.  B{tin  islemler kit
prosediiriine gore yapilarak elde edilen DNA’lar
PCR’de kullanilincaya kadar —20 °C’de muhafaza
edildi

PCR Asamasi
Polimeraz zincir reaksiyonunda Martin-
Hernandez ve ark. (2007) tarafindan bildirilen
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multipleks PCR igin tasarlanmis, N. ceranae ve N.
apis’in 16S rRNA genine spesifik primer giftleri
kullanildi (Cizelge 1.).

Toplam 50 ul’'lik hacimde hazirlanan PCR
karisimina 5 pL 10X PCR tamponu, 3 mM MgCl,,
0,4 uM her bir primer’den, 0,4 mM DNTP, 1.25 U
Taqg DNA Polymerase enzimi, 2,5 pL template DNA
ve final konsantrasyonu 50 pL olacak sekilde sudan
olustu.

siklusu, 942C’de 15 saniye (sn), 61,82C'de 30 sn,
72°C’'de 45 sn ve son 20 PCR siklusu, 94 eC’'de 15
sn, 61,82C’de 30 sn, 722C’de 50 sn. arti her ardisik
dongi icin 5 saniyelik uzama doéngisi seklinde
yapilmistir. Son siklusu takiben 722C’'de 7 dakika
son uzama islemi yapildi.

Olusan  Urlnler %2’lik agaroz jelde
yuritllerek ethidium bromide ile boyanip, UV
transilliminatérde spesifik bantlarin varligi izlendi.

PCR amplifikasyonunda 952C'de 2 dakika
on denatlirasyon asamasini takiben, 10 PCR

Cizelge 1. Multipleks PCR’da kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Primerin DNA dizilimi (5'-3') Hedef gen Spesifite Uriin bayikligi
bolgesi (bp)

218MITOC-FOR  CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA

218MITOC-REV  CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 165rRNA — N.ceranae  218-219

321APIS-FOR GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA

321APIS-REV GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG 16SIRNA . gpis 321

Bulgular ve Tartisma

Bu ¢alismada Siirt ve Sanlurfa’da
nosemosis varligi mikroskobik ve molekiler olarak
arastirilmistir. Siirt ilinde 4 arihgin  tamaminda ve
Sanliurfa ilinde 4 arihgin ikisinde Nosema sporlari
tespit edilmistir (Sekil 1 ve Sekil 2).
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Siirt ilinde numune alinan ariliklarda hasta olan 26
kovandan alinan 6li ari numunelerinin mikroskobik
ve molekiiler olarak incelenmesi sonucunda
%46,15 oraninda nosemosis varligi bulundu.
Sanliurfa’dan numune alinan 18 hasta kovanda
nosemosis %38,88 oraninda saptandi. Her iki ilde
toplam 1220 kovanin incelenmesi sonucunda
incelenen 44 kovanda nosemosis yogunlugu
%43,18 olarak hesaplandi (Cizelge 2).

2 B VI 77 -

t incelemedé nosema sporlari (4OX)

Cizelge 2. Siirt ve Sanliurfa bolgesindeki bazi ariliklarda nosemosis yogunlugu

Siirt Numune alinan Nosemali Nosemosis Sanhurfa Numune alinan Nosemali Nosemosis
kovan sayisi kovan sayisi orani % kovan sayisi kovan sayisi orani %

AArlik 7 2 28.57 A Arihk 5 0 0

B Arilik 7 3 42.85 B Arilik 7 4 57.14

C Arihik 6 3 50 C Arihk 4 3 75

DArlik 6 4 66.66 D Arilik 2 0 0

Toplam 26 12 46.15 Toplam 18 7 38.88
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Mikroskopide nosema yoéniinde pozitif
bulunan numuneler tiir dizeyinde Nosema teshisi
icin multipleks PCR ile incelendi ve numunelerin
tamaminda N. ceranae igin pozitif bantlar (218-
219 bp) tespit edildi (Sekil 3). Yapilan galismada
Sanliurfa ve Siirt illerinde incelenen kovanlarda N.
apis tespit edilemedi.

Sekil 3. PCR’de N. ceranae’nin igin 218-219 bp
bantlar. (M: Marker, 1: Negatif kontrol. 2:Pozitif
kontrol, 3,4,5,6,7: Pozitif drnekler)

Nosemosis bal arilarinda gorilen kiresel
bir hastaliktir (Duquesne ve ark., 2021). Hastaligin
etkenleri N. apis, N. ceranae ve yine nosemosise
neden oldugu disundlen N. neumanni'dir
(Chemurot ve ark., 2017). Turkiye’de de hastalik
gorilmekle birlikte, bu calismada N. apis ve N.
ceranae’nin Siirt ve Sanlurfa ilinde molekiler
olarak tespiti amaglandi. Sunulan bu galismada,
mikroskopide pozitif bulunan numunelerin tamami
multipleks PCR ile N. ceranae olarak belirlendi,
numunelierin higcbirinde N. apis bulunamadi.

Dinyada ve Tirkiye’de nosemosisin
tespitine  yonelik  ¢alismalar  bulunmaktadir.
Tirkiye’de N. ceranae’nin ilk molekiiler teshisi Utiik
ve ark. (2010) tarafindan yapilmistir. Shumkova ve
ark. (2018) Bulgaristan’da yaptiklari ¢alismada 3
bolgeden 108 numune nosemosis yoninden
molekiler olarak incelenmis hastaligin yogunlugu
%52,77 olarak bulunmus olup sadece N. ceranae
tespit  edilmistir.  Benzer  sekilde iran’da
Mohammadian ve ark. (2018), yaptiklari ¢calismada

farkh bolgelerden 183 ari kovanini nosemosis
yoninden incelemis ve prevalansi  %46,40
oraninda bulmuslardir. Arastiricilar tim
numunelerin N. ceranae yonlinden pozitif
oldugunu ve N. apis’in bulunmadigini
bildirmislerdir. Hasta kovanlardan alinan
numunelerin  nosemosis yoninden incelendigi
caismada 44 kovanin  19’unda  (%43,18)

mikroskobik ve molekiiler olarak nosemosis teshisi
konulmustur. Bu bulgular pozitiflik orani ve etken
yoniinden diger calismalara benzer olarak
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gorulmistir  (Shumkova ve  ark,, 2018;
Mohammadian ve ark., 2018). Ayrica Ordu
bolgesinde Yaman ve arkadaslarinin nosema
prevalansi amaciyla vyaptiklari c¢alismada 10
bolgeden 200 ari mikroskobik olarak incelenmis
nosemosis %44 oraninda bulunmustur. Bu
calismada elde edilen pozitiflik oranina yakin bir
nosemosis orani bildirilen galismada tur diizeyinde
teshis yapilmamistir (Yaman ve ark., 2015).

Buyik ve ark. (2017) , Kirsehir genelinde
ariliklarda yaptiklari nosema taramasinda %21,56
oraninda pozitiflik belirlemis ve tir dizeyinde
teshiste sporlarin tamami, bu galismanin sonucuna
benzer olarak sadece N.ceranae belirlenmistir. Bu
arastiricilarin - bildirdigi  pozitiflik duzeyine gore
yaklasik olarak iki kati kadar nosemosis pozitiflik
saptanan bu calismada, blylk farkhgin nedeninin
calismada sadece hasta kovanlardan numune
alinmasindan kaynaklanabilecegi
disinidlmektedir. Tunca ve ark. (2016), Tirkiye'de
2011-2012 wyillari arasinda 11 farkh bolgeden
(izmir, Aydin, Mugla, Tekirdag, Kirklareli,
Zonguldak, Artvin, Isparta, Adana, Konya, Kirsehir)
99 ari kovanindan yaptiklari ¢alismada 8 bolgede
nosema sporlari teshis etmisler ve sunulan bu
¢alismanin  sonucuna benzer olarak PCR ile
tamamini N. ceranae bulduklarini bildirmislerdir.
Kartal ve ark. (2021) Mugla bolgesinde yaptiklari
¢alismada ¢alismamiza benzer olarak sadece N.
ceranage turi tespit edilmis olup nosemosis
prevalansi %71,53 oraninda bulunmustur. Siirt ve
Sanlurfa’ya gére Mugla’da hastalik yogunlugunun
yliksek olmasinda iklim ve ari popllasyonu

yogunlugundan kaynakli olabilecegi
duslintlmugtar.

Siirt  ilindeki numune alinan hasta
kovanlarda nosemosis %46,15 oraninda,

Sanlurfa’da ise numune alinan hasta kovanlarda
nosemosis orani %38,88 olarak bulundu. Ayrica
Siirt ilinde numune alinan ariliklarin tamaminda
Nosema sporlari gorilmis olup Sanhurfa’da
numune alinan ariliklarin yarisinda Nosema sporlari
tespit edildi. Her iki il arasinda Nosema hastalig
oranindaki bu farkliigin nedeninin Siirt ilinde
Sanliurfa’ya gore aricilik faaliyetlerinin daha yogun
bir sekilde yapilmasi ve Siirt’teki numune alinan ari
isletmelerinin birbirine yakin olmasindan
kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Sonug

Bu calismada elde edilen verilere gore
Tirkiye'nin bircok bdlgesinde oldugu gibi Sanliurfa
ve Siirt ilinde de nosemosisin yaygin oldugu ve N.
ceranae’nin  dinyada ve Turkiye’nin birgok
bolgesinde oldugu gibi Siirt ve Sanlurfa’da da
baskin tiir oldugu sonucuna varildi.
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Tesekkiir: Bu calisma, Harran Universitesi Bilimsel
Arastirma  Projeleri Koordinatérligii  (HUBAP)
tarafindan 18079 proje numarasi ile
desteklenmistir.

Cikar Catigsmasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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