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BAL ARILARININ BAKTERIYEL HASTALIKLARI ve
HASTALIKLARIN TESHISINE YONELIK GUNCEL
METOTLAR

OZET. Bal arilar1, diger hayvanlardan farkli olarak binlerce bireyden olusan bir siiper-
organizma olarak kabul edilir ve ic¢inde kralice, is¢i ve erkek arilar bulunur. Bal
arilarinda yavru ciiriikliikleri, spiroplazmoz ve septisemi gibi bakteriyel hastaliklar
gorlilmektedir. Bu hastaliklar arasinda larvalar etkileyen Paenibacillus larvae ve
Melissococcus plutonius’un neden oldugu yavru ciiriikliikleri ekonomik agidan diger
bakteriyel hastalik etkenlerine kiyasla daha fazla 6neme sahiptir. Bal arilari, kovan
icindeki yakinliklar1 ve yiyecek arama aliskanliklart nedeniyle infeksiyonlarin kolayca
yayilmasma katkida bulunduklarmmdan bu hastaliklarin teshisi ve kontrolii, aricilik
sektoriiniin - stirdiiriilebilirligi icin kritik bir 6neme sahiptir. Bu baglamda, ar
hastaliklarinin dogru ve hizli bir sekilde tespiti i¢in arastirmacilar yeni ve giivenilir
teshis yontemleri gelistirmeye yonelmislerdir. Bu derlemede, aricilik sektorii i¢in 6nem
tasiyan bakteriyel art hastaliklarimin teshisi ve teshiste giincel geligsmeler iizerine
odaklanilmustir.

Anahtar Kelimeler: Melissococcus plutonius, Paenibacillus larvae, septisemi,
Spiroplasma spp., tani, yavru ¢lrikIigii.
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BACTERIAL DISEASES of HONEY BEES and CURRENT
METHODS for THE DIAGNOSIS of DISEASES

ABSTRACT. Unlike other animals, honey bees are considered a super-organism
consisting of thousands of individuals, including queen, worker and drones. Bacterial
diseases such as foulbrood, spiroplasmosis and septicemia are observed in honey bees.
In honey bees Among the bacterial diseases of honey bees, foulbroods caused by
Paenibacillus larvae and Melissococcus plutonius, which affect the larvae, are more
economically important than others. Diagnosis and control of these diseases is critical
for the sustainability of the beekeeping sector, as honey bees contribute to the easy
spread of infections due to their proximity and foraging habits within the hive. In this
context, researchers have been driven to develop new and reliable diagnostic methods
for accurate and rapid detection of bee diseases. This review focuses on the diagnosis
of bacterial bee diseases of importance for the beekeeping industry and current
developments in diagnostics.

Keywords: Diagnosis, foulbrood, Melissococcus plutonius, Paenibacillus larvae,
septicemia, Spiroplasma spp.
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GIRIS

Bir ar1 kovani, veteriner hekimler i¢in tek tek tedavi
ettikleri diger hayvanlarin aksine, gelismekte olan
larvalar ve yetiskin bal arilar ile birlikte binlerce
bireyin olusturdugu bir super organizma olarak ele
alinmaktadir. Icerisinde kralice, is¢i ve erkek arilar
bulunan bu siiper organizmada, genellikle en ¢ok
endise edilen ve tedavi edilmesi gereken ise larvalardir
(Applegate ve Petritz, 2020). Paenibacillus larvae,
Melissococcus  plutonius,  Serratia
Spiroplasma apis ve Spiroplasma melliferum bal
arilarinda bakteriyel hastaliklarin birincil nedeni olarak
gosterilen etkenlerdir (Burritt ve ark., 2016). Bunlar

marcescens,

arasinda, neden olduklar1 hastaliklara bagli ekonomik
kayiplar agisindan en dnemlileri ise daha ¢ok larvalari
etkileyen P. larvae ve M. plutonius’tur (Fiinfhaus ve
ark., 2018).

Arilarin kovan igindeki yogunlugu, birbirine
yakin yerlesimi ve yiyecek arama aligkanliklari
nedeniyle infeksiyonlar kovan iginde ve kovanlar
arasinda kolayca yayilir. Infekte kovanlarda sosyal
bagisiklik ile iligkili davranislar sergileyen ve is birligi
halinde olan yetiskin arilar bakteriyel hastaliklarin g6z
Bal

patojenlere maruz kaldiklarinda yetigkin

ardi edilmesine neden olmaktadir. arilari,
is¢iler,
infekte arilara saldirmak veya dislamak i¢in kovan
giriginin kontroliinii saglarlar (Cremer ve ark., 2007).
Bu davranig sekli ise infekte kolonilerdeki bakteriyel
patojenlerin edilmesini
(Raymann ve ark., 2018). Ayrica, farkli patojenler

genellikle ayn1 anda ar1 kovanini infekte ederek koloni

tespit zorlagtirmaktadir

sagligini daha da azaltmakta ve diger zorluklara karsi
savunmasiz hale getirmektedirler (Lannutti ve ark.,
2022).

Arn Tdrinleri ve arilarin tozlasmadaki etkisi
nedeniyle kiiresel diizeyde aricilik énemli bir sektor
konumundadir. Bal arilarinin uluslararas: ticareti,
infeksiyonlarmn kiiresel olarak yayilmasina neden
olmakta ve bunlarin bircogu aricilik igin Onemli
kayiplara yol agmaktadir (Lannutti ve ark., 2022). Bu
nedenle bal arilarinda verim kayiplarina neden olarak
goriilen hastaliklar ciddi 6nem arz etmektedir. Dolayis1
ile bu hastaliklardan en 6nemli olanlarin teshisinin
dogru bir sekilde yapilabilmesi gerekmektedir. Gegmis
yillardan beri duyulan bu gereklilik ar1 hastaliklar
lizerinde ¢alisan arastirmacilari hizli, pratik ve yiiksek
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giivenirlikte metot ve araglarin gelistirilmesi igin tesvik
etmistir. Bu derlemede bakteriyel ar1 hastaliklarinin tani

yontemleri ve giincel gelismeler {izerinde durulmustur.

AMERIKAN YAVRU CURUKLUGU
Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AYC) hastaliginin etkeni 1liman
ve subtropikal bolgelerdeki kolonilerde ciddi kayiplara neden
olan Gram pozitif ve spor olusturabilen Paenibacillus
larvae’dir (Genersch, 2010). AYC, Avrupa Yavru Ciiriikligi
(AvYCQ) ile birlikte Diinya Hayvan Saghig Orgiitii (World
Organisation for Animal Health; WOAH) niin Diinya
Delegeler Meclisi (The World Assembly of Delegates)
tarafindan kabul edilen Karasal Kod (Terrestrial Code)
icerisinde karasal hayvan hastaliklar1 listesinde yer alan
bakteriyel hastaliklardir (WOAH, 2023a).

P. larvae sporlar1 ar1 iiriinlerinde (bal, balmumu, 6li
larvalar) ve ¢evrede 3 ila 10 yil, kurumus larva kalintilarinda
35 wyil ve saflastirilmig sporlar ise 70 yildan fazla
(WOAH, 2023b). P.

koloniler arasinda dogal yayilimi, bakteriyel sporlar1 tagiyan

yasayabilmektedirler larvae’nin
bal arilarimin, koloniler arasinda siiriiklendigi veya zayif
kolonilerden kaynaklar1 galdigi, sporlan topladigi ve kendi
kolonilerine geri gdtiirdiigii horizontal bulasma yoluyla
gerceklesmektedir (Ingemar ve Scott, 2001). Bu nedenle
hastaligin bulagsmasi koloni yogunluguna bagli olmakta ve
AYC salgimlart ariciligin fazla oldugu bolgelerde daha sik
goriilmektedir (Peters ve ark., 2006). Larvalarin mevcut
oldugu her dénemde goriilebilen bu infeksiyon o6zellikle
yumurtlamanin  yogun oldugu donemlerde daha fazla
goriilmektedir (Borum, 2014).

P. larvae sporlari larvalar igin patojen oldugundan
yetiskin arilarda hastalik olusturmamaktadir (Uygur ve
Giriggin, 2008). Gen¢ ar1 larvalari, P. larvae sporlarim
hemsire arilar tarafindan kendilerine verilen yiyeceklerle oral
yoldan almakta ve yumurtadan ¢iktiktan sonraki ilk 12 ila 36
saat boyunca infeksiyona daha yatkin olmaktadir ( Hoage ve
Rothenbuhler, 1966; Bamrick, 1967). P. larvae sporlar orta
bagirsak liimeninde vejetatif hale gelerek bagirsak epiteline
niifuz ettikten sonra epiteli lokal olarak bozar ve hemoselde
kitlesel olarak g¢ogalirlar. Spor iiretmeye devam ettikge
hemoseli tamamen kaplar (Yue ve ark., 2008). Infekte larva
6ldiikten sonra P. larvae gelismeye devam eder ve 6len larva
tam olarak c¢lirimiis hale doniisene kadar ayristirilir.
Hastalikli bir petek goziindeki oli tek bir larvada bir
milyardan fazla endospor bulunabilmektedir. Koloni
diizeyinde hastaligin seyri ilerledik¢e daha fazla larva infekte
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olur ve 6liir. Boylece yavru sayisinin azalmasiyla soyun
devami saglanamaz ve bu durum koloninin sonmesine
neden olur (Genersch, 2008; Genersch, 2010). Birgok
farkli tani yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ugraslar
verilmesine ragmen AY C’nin aricilik endiistrine biiyiik

zararlar vermeye devam ettigi de bilinmektedir.

AMERIKAN YAVRU
HASTALIGININ TESHISi
KLINIK BULGULAR

AYC tanisi i¢in birincil klinik bulgu, infekte olan

CURUKLUGU

larvanin 6ldiikten sonra genellikle kahverengimsi, yar1
akiskan tutkal benzeri bir kivam almasidir. Infekte
kolonilerin petek gozleri yamali bir gorlintii alir.
Hastalikli bal aris1 larvalarii igeren kapali yavru
gozlerinde koyu-yagli bir goriiniim ve igeri dogru
¢okiiklitk goriilebilir (Forsgren ve ark., 2018). Yavru
gozlerine bir kibrit ¢opii batirilip g¢ekildiginde iplik
seklinde uzayan kremsi veya koyu kahverengi tutkal
benzeri larva kalintilar en belirgin klinik bulgu olarak
aricilar tarafindan kolayca teshis edilebilmektedir.
Larva, pupal donemde ¢iiriidiigiinde ise karakteristik
olarak kuluckanin tepesine kadar uzanmis pupal dil
goriiniimii alabilir (De Graaf ve ark., 2006) (Sekil 1).

Sekil 1. Amerikan Yavru Ciirtikliigii hastaliginda
karakteristik pupal dil gériiniimii (WOAH, 2023b).

Hastalik stiphesini dogrulamak veya P. larvae
prevalansini izlemek i¢in, bal aris1 kovanindan gesitli
bal,
laboratuvar analizi i¢in alinabilirler (De Graaf ve ark.,

iriinler (6rnegin, artlar, balmumu, polen)
2006). Bal ve yetiskin ar1 Ornekleri kullanilarak
yapilan hastalik teshisi balmumu, polen ve atik
orneklerinde bakteri tespitine kiyasla daha yiiksek bir
teshis degerine sahiptir (Adjlane ve ark., 2014;

Forsgren ve Laugen, 2014).
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LABORATUVAR TESHISI

Direkt Mikroskopi: Hastalikli 6lii larvalarin ariliklarda lama
yayilarak kurutulmasiyla elde edilen preparatlar direkt
mikroskopi ve kiiltlir i¢in kullanilabilir (De Graaf ve ark.,
2006). Siiriintii tizerine 1-2 damla steril su eklenerek yapilan
Gram boyamada mikroskopta tek veya iiziim salkimi1 halinde
elipsoidal pembe renkli, karbol fuksin ile boyama da ise
kirmizi-mor renkli kalin kenarli elipsoidal 0.6 x 1.3 pum
boyutlarindaki sporlar goriiliir (WWOAH, 2023b).

Etken Izolasyonu: P. larvae izolasyonu igin Paenibacillus
larvae agar (PLA), MYPGP (Mueller-Hinton broth, maya
ekstrakti, potasyum fosfat, glukoz ve piruvat igeren besiyeri)
agar, tiamin eklenmis Beyin kalp inflizyon agar (BHIT), J-
agar (tripton, maya ekstrakti, KoHPOj4, glikoz, agar igeren
besiyeri) ve Columbia koyun kanli agar (CSA) gibi kati
besiyerleri 6nerilmektedir ve bu ortamlara mantar iiremesini
engellemek i¢in amfoterisin B eklenebilir. Diger bakterilerin
vejetatif formlarim 6ldiirmek i¢in P. larvae sporlarini igeren
homojenize edilen larval sulu ¢ozeltiye 80°C’de 10 dk veya
95-96°C*de 3-5 dk 1s1 soku uygulamasi yapilabilir (Forsgren
ve ark., 2008). Ekim yapilan agarlar 37°C’de 2-4 giin
boyunca %5-10 CO;’li ortamda inkiibasyona birakilirlar.
PLA’da koloniler opak, piiriizli yiizeyli, kiigiik yesil-sar1
renkli, MYPGP ve J-agarda ise kiigiik, diizenli, ¢ogunlukla
piiriizlii, beyazimsi bej renklidir (Sekil 2). Ureyen
kolonilerden yapilan Gram boyamada etken Gram pozitif
comaklar olarak goriiliir (Sekil 3A). Schaeffer & Fulton
yontemi kullanilarak yapilan boyamada ise bakteri kirmizi
renkte endosporlar ise yesil boyali olarak goriiliirler
(WOAH, 2023b) (Sekil 3B).

Sekil 2. MYPGP agar iizerinde P. larvae’nin koloni
goriinimii (WOAH, 2023b).
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boyandiginda Gram pozitif mikroskobik gériintiisii (Rieg ve
ark., 2010) (A). P. larvae’min Schaeffer & Fulton boyama
yontemi ile endosporlarin yesil, etkenin kirmizi boyandig
mikroskobik gortintiisii (WOAH, 2023b) (B).

larvae nin Gram boyama yontemi ile

Biyokimyasal Testler: P. larvae genotipleri arasinda
farklilik gostermekle birlikte glukoz ve trehalozdan asit
iiretimi ile tipik bir karbonhidrat fermantasyon profiline
sahiptirler ancak arabinoz ve ksilozdan asit
iiretemezler. Ayrica katalaz negatif olup, etkenler
kazein veya siitii hidrolize edebilirler (WOAH, 2023b)
Holst siit testi, P. larvae’nin sporulasyonunda kazeini
hidrolize eden proteolitik enzimlerinin saptanmasina
dayanan basit laboratuvar testlerinden biridir (Schuch
ve ark., 2001). Yaklagik %5°lik siit ¢ozeltisi hazirlanir,
iki cam tiipe alinir ve birine hastalikli larva eklenir. 1
saat bekletildikten sonra larva konulan sivinin berrak
kahverengiye donmesi pozitif olarak kabul edilir
(Lépez-Uribe, 2022).

Antijen Saptanmasina Dayali Testler: AYC’nin hizli
tanisi i¢in ticari olarak “The Vita American Foulbrood
Diagnostic Test Kit” gelistirilmistir. Siipheli larva
Ornegi ekstraksiyon sisesine konularak 20 saniye
boyunca c¢alkalanir. Bakteri siispansiyonundan yatay
olarak tutulan test aparatina 2 damla konur ve 1-3
dakika sonucunda goriilen ¢ift mavi ¢izgi pozitif
oldugunu gosterir (Vita Bee Health, 2023a).
Geleneksel ~ ELISA,  bakterinin  subklinik
seviyelerinin tespiti i¢in yeterince hassas degildir.
Pastucha ve ark. (2021) tarafindan P. larvae ig¢in
spesifik bir antikor hazirlanmis ve bunu upconversion-
linked immunosorbent assay (ULISA) gelistirmek i¢in
kullanmiglardir. Bu amagla Foton-upconversion
nanopartikiiller (UCNP) bakir katalizli klik kimyas1
bir PEG-baglayici

streptavidine konjuge edilmistir. Gelistirilen bu yontem

kullanilarak araciligiyla

diisiik capraz reaktivite gostermis ve ELISA'ya kiyasla
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22 kat daha duyarll 2,9 x 10®° CFU (Colony-forming
unit)/mL'lik bir tespit limiti saglamistir.

Molekiiler Tani (PCR ve PCR Tabanlh Tani Testleri): P.
larvae’nin tamimlanmasi i¢in ilk PCR testi Govan ve ark.
(1999) tarafindan gelistirilmistir ve 16S rRNA genine
dayanmaktadir. Dobbelaere ve ark. (2001) benzer bir test
tanimlamuslar ve ilkine gére 6zgiilligi daha iyi bulunmustur.
Sonraki yillarda bircok PCR protokolii gelistirilmistir (De
Graaf ve ark., 2006). Lauro ve ark. (2003)’nin gelistirdigi
nested PCR protokolii, bal ve kovan érneklerinin dogrudan
analizine izin vermekte ve patojenik seviyenin altindaki P
larvae seviyelerini de tespit edebilmektedir.

Beims ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada P. larvae
genotipleri ERIC I ve ERIC II'yi ayirt etmek i¢in yeni bir
coklu tan1 yontemi olan multipleks qPCR’1 gelistirmislerdir.
CSA qPCR
birlestirilerek 4 giin i¢cinde genotipler tespit edilmistir. Bu

agar Uzerindeki kiiltir ve multipleks

yontemle DNA’nin saflastirilmasi, jel elektroforezi ve
fragman paternlerinin yorumlanmasi gibi zaman alici
yontemler gerekli olmadigindan, mevcut calisma siiresi
yartya indirilerek daha hizli miidahalede bulunma ve daha
fazla 6rnek islenmesine katki saglanmaktadir.

Kusar ve ark. (2021)’nin gelistirdigi TagMan tabanl
gPCR ise dijital PCR kullanilarak kalibre edilmistir. Alinan
orneklerin tespit ve kantifikasyon sinirlari sirasiyla bal i¢in 8-
58 spor/g ve kovan dokiintileri igin 188-707 spor/mL
bulunmustur.

Erban ve ark. (2017) 16S rRNA metabarkodlama analizi
kullanarak bal arilarinin total viicut mikrobiyotasindaki P.
Bu

degerlendirme sonucunda AYC’nin Oncelikli olarak isci

larvae’nin  rolatif oranlarmi  degerlendirmislerdir.

arilarin patojenik/gevresel bakteri topluluklarimi etkiledigini

gostermislerdir.

Stamereilers ve ark. (2018) P.
faj

Diger Tami Yéntemleri:
48  adet
sekanslamiglardir ve tiim fajlarin endolizin gorevi goren N-
asetilmuramoil-l-alanin amidazi kodladiginm bildirmislerdir.
P. larvae saha susundan izole edilen PPL1c faji P. larvae
suslarini Bacillus, Brevibacillus
Paenibacillus (P. larvae hari¢) cinsinden tiirlerin PPL1c ile

larvae’nin genomunun  tamamini

lize etmektedir. ve
indiiklenen lizise direncli oldugu kanitlandigindan, PPL1c'ye
kars1 faj duyarlihigi P. larvae’nin tamimlamasi igin kullanilan
tamamlayic1 bir ara¢ oldugu bulunmustur. (Stahly ve ark.,

1999).
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Lee wve ark. (2020) infekte larvalarda gaz
kromatografisi - kiitle spektrometresi araciligi ile tespit
edilen propiyonik asit, valerik asit ve 2-nonanone adli
bilesiklerin volatil hastalik belirtegleri (Volatil disease
VHB)
belirtmiglerdir. Bu VHB’lerin kovandaki isci arilar

markers, olarak kullanilabilecegini
tarafindan infekte larva tespitinde etkili oldugunu ve
hastaligin belirlenerek koloni kayiplarinin &niine
gegcilebilmesi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi adina
umut vadettigi vurgulanmustir.

Bikaun ve ark. (2022) kovan havasinda kat1 faz
mikroekstraksiyonu ve gaz kromatografisi Kiitle
Spektrometresi kullanarak AYC infeksiyonlar1 igin
biyosensor olarak 40 ugucu bilesik belirlemislerdir.
Bunlar arasinda en hassas ugucu biyosensor olan 2,5-
infekte
Bu biyosensoérlerin

dimetilpirazini yalmzca P. larvae ile
kovanlarda tespit etmiglerdir.
AYC’nin hizli teshisi i¢in tagimabilir sensor cihazlari ile

tespitinde uygun parametreler olacagini bildirmislerdir.

AVRUPA YAVRU CURUKLUGU

AvYC bal aris1 kolonilerinin ekonomik olarak énemli
bir hastaligidir ve ciddi vakalar ar1 kovanlarinda agir
hasarlara, hatta tamamen kaybina neden olabilmektedir
(Tomkies ve ark., 2009).
Melissococcus plutonius Gram-pozitif, genelde mekik

Hastaligin  etkeni
sekilli bazen de pleomorfik ve ¢omak benzeri
goriinimdedir. Mikroskopta tek tek, ciftler halinde
veya cesitli uzunluktaki zincirler seklinde goriiniirler.
Optimum iireme sicakligi 35°C olup anaerobik olarak
da iireyebilen mikroaerofilik bir bakteri olup tiremek
icin karbondioksite ihtiyag duymaktadir. (Bailey ve
Collins, 1982; Forsgren, 2010). AvYC miihiirlenmemis
yavru gozlerinde bulunan genellikle 4-5 giinliik bal
aris1 larvalarini etkileyerek dliimiine sebep olmaktadir
(Forsgren, 2010). Larva, Enterococcus faecalis ve
Paenibacillus alvei gibi sekonder etkenlerden dolay1
kotii veya eksi bir koku yaymaktadir (Arai ve ark.,
2012).

Hastaligin  goriilme ilkbahar
aylarinda artmaktadir.

sikligt kis ve
aylarinda  diistikken,
ilk

kolonizasyondur. Kontamine yiyeceklerle alinan M.

yaz

Infeksiyondaki adim asemptomatik
plutonius larvalarin orta bagirsaginda gogalmaktadir.
Bulagma sonrast M. plutonius’la infekte larvalar yavru

gozleri kapatilmadan tespit edilerek hemsire arilarca
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uzaklagtirilirlar. Yavru gozleri kapatilmadan once hemgire
arilarca tespit edilemeyen infekte larvalar dliirler ve sekonder
etkenler hizla ¢ogalirlar. Miihiirlenmis yavru gozlerindeki
pupaya doniisen larvalar ise bagirsak iceriginde etken
bulunduran gii¢siiz veya normal eriskinlere doniisebilirler.
Bu durumda M. plutonius digk: ile atilarak yavru géziinde
birikmektedir (Bailey ve Ball, 1991).

Rutin aricilik uygulamalar1 da M. plutonius'un koloniler
arasinda kolayca taginmasina neden olur. Bu nedenle AvYC
genellikle hizli bir sekilde yayilmakta ve acil bir dnlem
alinmadikga ortadan kaldirilmast zor olmaktadir (Thompson
ve Brown, 2001).

AVRUPA YAVRU CURUKLUGU HASTALIGININ
TESHISI

KLINIK BULGULAR

AvYC’nin saha tanisi, petegin goérsel muayenesine ve
hastaliklt larvalarin tespitine dayanmaktadir. Kolonideki
genel belirtiler kulugkadaki kapakli ve kapaksiz gozlerin
diizensiz bir sekilde dagilmis olmasidir. Semptomatik yavru
gozlerinin bulundugu alandan kesilen 10x10 cm’lik parca,
yavru gozlerinden sorumlu hemsire arilar, bal ve polen gibi
materyaller teshis igin kullanilabilirler (Forsgren ve ark.,
2013).

Infeksiyondan 6len geng larvalar hiicrenin dibini kaplar
ve neredeyse trakea goriinecek kadar seffaf goriiniimdedirler
(Forsgren ve ark., 2013). Yasl larvalar ise yavru gozlerinde
larvanin normal olan sarmal pozisyonu yerine, duvarlar
sekil
Olmektedirler. Larvanin rengi inci beyazindan sartya daha

etrafinda  biikiilmiis veya uzanmig bir alarak
sonra kahverengiye ve en sonunda siyaha doniismektedir.

Bazi larvalar yavru go6zii miihiirlendikten sonra
6lebilmektedir ve AYC semptomlarina benzer sekilde kapak
iceri dogru ¢okiik bir goriiniimde olmaktadir. Larvalarin
biiyiikk ¢ogunlugunda 6liim gergeklesmis ise petek diizensiz
goriinlir ve bazen kotii eksi bir koku hissedilmektedir

(Forsgren, 2010; Forsgren ve ark., 2013) (Sekil 4A).

LABORATUVAR TESHISI
Direkt Mikroskopi: Mikroskopik muayenede
larvalarin  orta bagirsak

infekte
iceriginden hazirlanan sulu
siispansiyon lam iizerine alimir ve %5 sulu nigrosin ile
karigtirilir. Lam {izerine yayildiktan sonra ateste kurutularak
mikroskopta direk incelenir. Yaklastk 0,5 x 1,0 pm
boyutlarinda, tek tek veya kiimeler halinde meydana gelen ve

giftler veya kisa zincirler halinde u¢ uca dizilmis ¢cok sayida
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mekik seklinde koklar AvYCmin tamisidir (WOAH,
2023c) (Sekil 4B). Bir diger boyama yonteminde lamda
hazirlanan smear % 0,2’lik karbol fuksin ile 30 saniye

boyanir ve yaklasgtk 0,5x1,0 pm biytikligiindeki

boyay1 esit sekilde almig mekik seklinde koklar M.
plutonius siipheli olarak kabul edilir (Forsgren ve ark.,
2013).

Sekil 4. Yavru gozlerinin diizensiz, delikli kapaklanmasi ve
infekte larvalarin gérinimii (WOAH, 2023c) (A). Basal
mediumda {ireyen etkenin
goriintiilenmesi (Arculeo ve ark., 2005) (B).

%S5 nigrosin boyama ile

Etken Izolasyonu: M. plutonius baldan ve hastalikl
kuluckadan ornekleme yoluyla izole edilebilse de,
bakteri kiiltlirii yontemleri mikroskopik olarak sayilan
bakterilerin % 0.2'sinden daha azin1 tespit ettigi i¢in
cok diisiik duyarhiliga sahiptirler (Hornitzky ve Smith,
1998). Etken izolasyonu i¢in Bailey (1957)’den
modifiye edilmis Basal medium (maya ekstrakti, L-
sistein, glukoz, ¢oziiniir nisasta, KH2PO,, agar igeren
besiyeri), M110 agar (pepton, glukoz, ¢6ziiniir nisasta,
maya ekstrakti, neopepton, triptikaz, fosfat tamponu,
agar igeren besiyeri) (Forsgren ve ark., 2013) ve
KSBHI agar (KH2POa, ¢6ziiniir nisasta, BHI broth ve
agar igeren besiyeri) (Arai ve ark., 2012) kullanilabilir.
Bu besiyerlerine ikincil bakterilerin biiylimesini
onlemek i¢in istege bagli olarak otoklavlamadan sonra
ml basina 3 ug nihai konsantrasyona kadar filtre ile
sterilize edilmis nalidiksik asit (0,1 M NaOH iginde
¢oOziilmiis) eklenebilir. Anaerobik kosullarda 35°C’de 7

giin inkiibe edilir (Forsgren ve ark., 2013) (Sekil 5.).
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Sekil 5. Basal mediumda iireyen 1 mm boyutundaki
M. plutonius kolonilerinin goriintiisii (Forsgren ve
ark., 2013).

Antijen Saptanmasina Dayali Testler: Immunoloji bazl
metot olarak Tomkies ve ark. (2009) tarafindan AvYC’nin
sahada tanis1 i¢in infekte doku esktraktlarindaki biyolojik
antijenleri saptayan Yanal Akis Cihazi (Lateral Flow Device,
LFD)’na M. plutonius i¢in spesifik olan bir monoklonal
antikor iiretilerek optimize edilmistir. Boylece optimize
edilen bu antikorlar ile yeni bir AvYC LFD gelistirilmistir.
Spesifik ve hassas olan bu saha kitlerinin hem hastalik
olmayan hem de semptomatik ar1 kovanlarinda latent
infeksiyonlarin arastirilmasinda etkili bir arastirma araci
olma potansiyeli tasidiklar1 belirtilmistir. AvYC’nin hizli
tanisi i¢in ticari “The Vita European Foulbrood Diagnostic
Test Kit” olarak kullanima sunulmustur. Uygulanmasi
AYC’de uygulanan test kiti ile aymi sekildedir (Vita Bee
Health, 2023b). Dezavantaj olarak tek bir larva ile test
yapildigindan
gerektirmektedir (Forsgren ve ark., 2013).

dogru numune se¢imi saha  Dbilgisi

ELISA, antikor bazli bakteri tespiti i¢in kullanilan en
iyl yontemlerden biri olmasina ragmen erken donemdeki
AvYC infeksiyonunu ortaya ¢ikaracak kadar yiiksek
duyarliliga sahip degildir. ~ ELISA yontemindeki bu
eksikligin giderilmesi adina Polachova ve ark. (2019) Foton-
(UCNPs)

biyolojik tanima molekiilleri ile konjligasyonundan sonra

upconversion  nanopartikillerinin spesifik

immiinoanalizlerde ultrasensitif etiketler olarak

kullanilabilecegi bir yontem gelistirmislerdir. Arastirmacilar
ULISA adi verilen bu yontemin geleneksel ELISA



14 (3): 149-161: 2023

Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Dernegi

S. Bediz Sahin ve B. Sareyyiipoglu | DERLEME

yontemine gore 400 kat daha duyarli oldugunu ve hem
hastaligin erken déonemde teshisi hem de yayilmasinin
engellenmesi igin  biyiik bir

potansiyele sahip

oldugunu bildirmiglerdir.

Molekiiler Tani (PCR ve PCR Tabanli Tani Testleri):
AvYC’nin tamsi i¢in klasik PCR (Govan ve ark.,
1998), hemi nested PCR (Djordjevic ve ark., 1998),
real-time PCR (Roetschi ve ark., 2008) gibi molekiiler
yontemler kullanilabilmektedir (WOAH, 2023c). Arai
ve ark. (2014) tarafindan gelistirilen dubleks PCR ise
tipik ve atipik suslar arasindaki ayrimi saglamaktadir.
Milbrath ve ark. (2021) mikroskobik inceleme ve
gPCR ile saha teshisi igin gelistirilen yanal akis
cihazini (Lateral Flow Device, LFD) saha 6rneklerinde
kargilagtirmiglardir. Bu ¢ teshis teknigi arasinda
yiiksek diizeyde uyum bulmuslardir.

Diger Tamt Yontemleri: Mikusova ve ark. (2019)
tarafindan gelistirilen amperometrik immunosensoriin
ELISA veya PCR’a gore daha hizli oldugu ve 2 saat
gibi kisa bir siirede teshis sagladigini bildirmislerdir.
Anti-Melissococcus antikoru yiiksek affinite ve diisiik
capraz reaktiviteye sahip olmasi i¢in horseradish
peroksidaz (HRP) ile etiketlenerek hazirlanmistir.
Boylece bakterilerin  elektrot

diger yiizeyine

baglanmasi engellenerek elektrokimyasal
doniistiiriiciiye dayali hizl bir test gelistirmislerdir. Bu
ydntemin tespit limiti 6.6x10* CFUmL™" olup, 10°-

10° CFUmL™' araliginda genis bir tespit imkani

sunmaktadir.

SPIROPLASMOZ

Spiroplasma apis ve Spiroplasma melliferum bal arisi
patojenleridir.  Spiroplasmalar  kiigiik,  sarmal,

hareketli, hiicre duvarindan yoksun Gram-pozitif
bakterilerdir. Bagirsak bariyerini gecerek ¢ogalirlar ve
hemolenfe ulasarak armin o6limiine neden olurlar
(Regassa ve Gasparich, 2006). Bu hastalik mayis ve
haziran aylarinda goriilmesi nedeniyle “Mayis
hastalig1” olarak da adlandirilmaktadir. Hastaliga
neden olan etken S. apis Mouches ve ark. (1983)
tarafindan izole edilerek tanimlanmustir. S. melliferum
ise Clark ve ark. (1985) tarafindan bir tarama ¢aligmasi
sirasinda bal arilarinin bagirsak ve hemolenfinden

izole edilerek tanimlanmistir. Norolojik semptomlarla
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ilkbahar
goriilmektedir. Ayrica yapilan caligmalar S. apis ve S.

seyreden spiroplasmoz, oOzellikle aylarinda
melliferum’un tipik bal arisi mikrobiyatasinin bir pargasi
olmayan fakiiltatif simbiyotlar oldugunu ancak gegici ve
bolgesel olarak yaygin olmasi nedeniyle bal arisi sagligini
etkiledigini gostermektedir (Schwarz ve ark., 2014). Bazi
spiroplasma suglar1 arilarin temas ettigi ciceklerden izole
edilmis ve bunlar yetiskin arilara injeksiyon veya gida
yoluyla verildiginde patojenik olduklar1 goézlemlenmistir
(Mouches ve ark., 1984).

Spiroplazma infeksiyonlari, bal arilarini tek basina
etkileyebilir veya parazitler, viriisler, yetersiz beslenme ve
kimyasal kalintilar gibi diger faktorlerle etkilesimi veya
kombinasyonuyla savunmasizligini artirabilir (Zheng ve
Chen, 2014). S. apis infeksiyonlarmin, S. melliferum
infeksiyonlarindan daha yiiksek 6liim oranlariyla iligkili
oldugu deneysel olarak gosterilmistir, ancak ikincisi cografi

olarak daha yaygin goriinmektedir (Schwarz ve ark., 2014).

SPIROPLASMOZ HASTALIGININ TESHiSi

KLINIK BULGULAR

Isci arilarm etkilendigi S. apis infeksiyonunda kovan
icerisinde bir¢ok can ¢ekisen ya da Slmiis ar1 bulunmaktadir
ve infekte arilarin ugamadiklar1 yalnizca kovan Oniinde
titresme hareketi yapabildikleri g6zlemlenmistir (Mouches
ve ark., 1984). Karinlar1 sert ve siskin, bagirsaklar ise
sindirilmemis polen ile doludur. Bireysel olarak arilar
Olurken, koloni zamanla
(Bailey ve Ball, 1991).

kendiliginden iyilegsmektedir

LABORATUVAR TESHISI

Direkt Mikroskopi ve Etken Izolasyonu: Diger bakteriyel
bal aris1 patojenlerinin aksine Spiroplasma spp. ile infekte
arilarin  klinik belirtiler ile tanimlanmasi imkansizdir
(Schwarz ve ark., 2014). insektlerde spiroplazmalari tespit
etmek icin mevcut teknikler, hemolenf veya yumusatilmis
dokularin kiiltiiriine bagli olmaktadir (Meeus ve ark., 2012).
Spiroplasmalar sindirim sistemi igeriginde ve hemolenfte
karanlik saha mikroskopisi ile kolayca saptanabilirler
(Daniels, 1983). Spiroplasmalarin kiiltivasyonu ig¢in SP4
agar (Tripton, maya ekstrakti, pepton, karbon kaynagi olarak
glukoz, PPLO broth temeli, yeastolate igeren besiyeri) hizli
izolasyon saglamasi agisindan onerilmektedir (Whitcomb,

1983).

Molekiiler Tani: Meeus ve ark. (2012) tarafindan S.
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melliferum spiralin ve S. apis rpoB genlerini
¢ogaltmak i¢in tiire 6zgii primerlere dayali multipleks
PCR tasarlanmig ve bunlar Spiroplasma spp.’ye karst
evrensel primerlerle birlestirilerek  bakterilerin
izolasyonu sonrast her iki tiirlin tespit edilmesine
olanak saglamistir. Bu yontem spiroplasmayr DNA
ekstraksiyonuna ihtiya¢ duyulmadan kiiltiirlerden ve 3
saat gibi kisa bir slirede tamimlayabilmektedir.
Boylelikle hemolenfin dogrudan kiiltiirlenmesi ile
DNA ekstraksiyonu adimi ortadan kalktigindan daha
diigiik maliyetli olmaktadir. Schwarz ve ark. (2014) ise
S. melliferum spiralin primerleri ve S. apis 16S rRNA
primerleri kullanilarak yapilan bir qPCR testi ile tiire
0zgli yiiksek hassasiyette tespit yapilmasia olanak

saglamiglardir.

SEPTISEMI
Hastaligin etkeni Serratia marcescens, insanlar ve
bocekler de dahil olmak iizere c¢esitli hayvanlarin
Gram-negatif firsat¢i bir patojenidir. Cogu hayvanda,
S. marcescens sadece kan dolagiminda bulundugunda
oldiriicii olmaktadir (Grimont ve Grimont, 1978).
Serratia genusu genellikle karakteristik kirmizi veya
pembe pigment olan prodigiosin lireten gomaklardir.
Ayrica S. marcescens, hastalikli bal arisi1 larvalarmdan
da izole edilmistir (El Sanousi ve ark., 1987). Diger
Enterobacteriaceae ile birlikte,

mikrobiyom bilesiminin bir gostergesi olarak kabul

arilardaki atipik
edilen S. marcescens, bal aris1 bagirsaklarinda diisiik
Bal
arilarindan izole edilmis S. marcescens kzl1 susu

frekanslarda yaygin olarak bulunmaktadir.
tetrasikline yiiksek direng gosterdiginden tetrasiklin ile
tedavi edilen arilarda mortalitenin artmasina neden
oldugu goézlemlenmistir (Raymann ve ark., 2017).

S. marcescens infeksiyonlariin insektlerdeki
patogenezi, bakterilerin bitkilerden alinmasini takiben
hemosele penetrasyonu ve hemolenfte proliferasyonun
Olimciil bir sekilde ortaya c¢ikmasini igermektedir
(Grimont ve Grimont, 2006).

SEPTiSEMi HASTALIGININ TESHISi

KLINIK BULGULAR

Semptom gosteren ig¢i artlar ve erkek arilarin
hareketlerinde azalma ve aktif olan diger kovan
iiyelerinden ayri kaldigi goriilmistiir. Aralik ve Ocak
aylarinda, semptom gosteren isciler canliliklarini
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stirdiirmelerine ragmen i¢ kapagin istiinde hareketsiz bir
sekilde bulunmusglardir. Ayrica, semptom gosteren erkek
arilar ise sicak aylarda ugamamuslardir. Infeksiyona ragmen
infekte arilarin gardiyanlar ve kovan temizliginden sorumlu
isciler tarafindan zorla uzaklastirildig1 gozlenmemistir.
Ancak kendilerini serbest birakarak kovandan ayrilmalari,
hastalik bulagmasini1 sinirlandirdigl  diisiiniilen hijyenik
davranist desteklemektedir (Burritt ve ark., 2016).

LABORATUVAR TESHISI

Etken Izolasyonu: Bakterinin kiiltivasyonu seyreltilmis
hemolenf kiiltiirii steril LB broth’ta seri seyreltmeye tabi
tutulduktan sonra LB agar (sodyum kloriir, pepton, agar,
maya ekstrakti igeren besiyeri) tizerine ekim yapilarak 3 giin
boyunca 22°C’de inkiibe edilerek yapilabilir (Burritt ve ark.,
2016).

Molekiiler Tant (PCR ve PCR Tabanli Tani Testleri):
Burritt ve ark. (2016) is¢i arilarin hemolenfinden izole edilen
Gram-negatif  bir 16S rRNA
yorumlanmasi ve tam genom dizisi analizi ile yeni bir sus

bakterinin sekansinin
olan S. marcescens sicaria susu (Ss1)’nu tanimlamiglardir.
Bu yeni sus daha 6nce Serratia genomlarinda bulunmayan
65 gen dahil ¢esitli fenotipik ve genotipik farkliliklar
gostermistir. S. marcescens Ss1 susu Ozellikle kislak
kovanlardaki Varroa akarlarindan ve hareketsiz ya da 6lii
arilarin hemolenfinden izole edilmistir. Raymann ve ark.
(2018) tarafindan yapilan ¢alismada S. marcescens Ssl'in
sadece bal arilarmin hemolenfinde bulundugunda viriilans
Bu

izolatlarindan farkli viriilans ve infeksiyon mekanizmalarina

sergiledigi  gozlemlenmistir. durumda  bagirsak
sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica S. marcescens’in
bal arilarinin bagisiklik mekanizmalarini indiiklemedigini ve
bu sonuglara dayanarak etkenin gozden kacan bir tehdit

oldugu gosterilmistir.

Diger  Tami  Yontemleri:  Son  yillarda  kiitle
spektrometresinde, matris destekli lazer
desorpsiyonu/iyonizasyonu (MALDI-MS) profili rutin

mikrobiyolojik organizmalarin identifikasyonunda gercek
zamanli klinik teshiste oldukg¢a kullanigh bir yontem olarak
Apis bakteriyel

uygulanmaktadir. mellifera’nin

infeksiyonlardaki saglik durumunu takip etmek ve

hemolenfteki 6nemli molekiiler degisiklikleri izlemek i¢in
MALDI BeeTyping gelistirilmistir. Bu ydntemde bal

arilarindan elde edilen ve yaygin bir patojen oldugu bilinen
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S. marcescens susu kullanilarak deneysel bir model
gelistirilmis ve dogrulanmistir (Arafah ve ark., 2019).

COKLU TANI iICiN GELISTIiRILEN BAZI
YONTEMLER

Garrido-Bailon ve ark. (2013) tarafindan P. larvae ve
M. plutonius™un 16S rRNA genini ve de A. apis’in 5.8S
rRNA genini es zamanli tanisi i¢in ¢oklu patojeniteleri
tespit  edebilen  multipleks PCR  yontemi
gelistirilmistir.

Lim ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
calismada hem bakteriyel hem de fungal hastaliklarin
multipleks tespiti igin PCR-chip tabanli ultra hizli PCR
sistemi gelistirilmistir. Bal arisinin baslica infeksiy6z
patojenleri P. larvae, M. plutonius, Ascosphaera apis,
Aspergillus flavus, Nosema apis ve Nosema ceranae’yi
iceren 6 patojenin tespiti i¢in spesifik primer ¢iftleri
secilmigtir. Ultra hizli PCR sistemi ile tek PCR-chip’te
strastyla P. larvae 10%, M. plutonius 10%-102, A. apis
102, A. flavus 103, N. ceranae 102, N. apis 10"’e kadar
cogaltilmig ve minimum ¢alisma siiresi 10 dakika
kadar stirmiistiir. Lim ve ark. (2017) tarafindan yapilan
bir diger calismada ise gelistirilen PCR-chip tabanl
ultra hizli multipleks PCR ‘da da ayn1 etkenlerin tiim
PCR 12 dakika 57
hesaplanmistir.  Standart DNA

kullanildigi bu yontem % 100’e¢ yakin dogruluk

saptamast saniye olarak

substratlarinin

gostermistir. Bu yontemlerin yalnizca laboratuvarda
degil ariliklarda da patojenlerin hizli bir sekilde tespit
edilmesi i¢in uygulanmasi beklenmektedir.

Dainat ve ark. (2018), P. larvae, M. plutonius ve
bal aris1 Apis mellifera’nin genomunu ayni1 anda tespit
etmek icin ilk DNA tabanli yontem olan Tripleks RT-
PCR gelistirmiglerdir.

Okamoto ve ark. (2022) ise tek bir reaksiyonda
ana yavru cliriikliigli patojen tipleri hem P. larvae
ERIC I ve II’yi hem de tipik ve atipik M. plutonius’u
kesin olarak ayirt eden yeni bir multipleks PCR testi
gelistirmislerdir. Bu calismada ilk kez ERIC II tipi
P.larvae suslari i¢in spesifik hedef dizi se¢mislerdir.

Ehrenberg (2022) tarafindan ise iki ana P. larvae
genotipinin (ERIC 1 ve ERIC II) dahil oldugu,
Amerikan ve Avrupa yavru ciiriikliikleri etkenleri
farelere verilmesiyle spesifik monoklonal antikorlar
elde edilerek bu etkenlerin tespiti ve ayrimi i¢in tanisal

bir sandvi¢ ELISA ve bir yanal akis cihazi (Lateral
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Flow Device) gelistirilmistir.

SONUC
Bakteriyel ar1 hastaliklarinin teshisi, geleneksel mikroskobik
incelemeler, kiiltiir yontemleri ve molekiiler teknikler gibi
cesitli yontemler kullanilarak yapilir. Ancak, bu yontemlerin
bazilar1 koloni i¢indeki arilarin davranislari nedeniyle veya
alman numunelerin laboratuvar kosullarinda analiz
edilmesinin zorlugu nedeniyle pratikte uygulanabilirligi
sinirli olabilmektedir. Bu nedenle, sahada kullanilabilir hizli
teshis yontemlerinin gelistirilmesi, hastaliklarin erken teshisi
ve kontrolii i¢in kritik 6neme sahiptir. Sonug olarak, bal arisi
bakteriyel hastaliklarinin  teshisinde ve kontroliinde
calismalarin artirilmasi ar1 hastaliklarinin daha etkili bir
sekilde yonetilmesine ve ar1 kolonilerinin sagliginin
korunmasima yardimci olabilir. Son zamanlarda yapilan
bal

ilginin arttigin1  gostermektedir.

calismalar arist  bakteriyel hastaliklarinin teshisi

konusunda Aragtirilan
yontemlerin oncelikle sahada uygulanabilirligi konusunda
daha fazla c¢alismaya ihtiyac bulunmaktadir. Ozellikle
hijyenik davranig nedeniyle tespitin zorlastifi bu
hastaliklarda yeni ydntemlerin gelistirilmesi hastaliklarin

onlenmesi i¢in yapilacak calismalara veri saglayabilecektir.
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