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Ozet: Bu arastirma, Kars ve Ardahan yéresinde yaygm olan Kafkas ki ar1 (Apis
mellifera caucasica L.) ile gezer arici kolonilerinden alinan Orneklere bakilarak,
bdlgede bakteriyel etmenli hastaliklarin tespit edilmesi amaciyla yapilmistir. Yapilan
calismada 21 farkli istasyondan alinan Olii ergin arilardan 5 Ornekte bakteriyel
enfeksiyona rastlanmigtir. 2 6rnekte Pseudomonas aeruginosa, 2 6rnekte Paenibacillus
larvae ve 1 ornekte ise Melisococcus pluton bakterileri tespit edilmistir. 26 farkli
istasyondan alinan petek Orneklerinden 6 tanesinde bakterilerin bulundugu tespit
edilmistir. 3 ornekte P. larvae ve 3 6rnekte ise P. aeruginosa bakterisine rastlanmisgtir.
Sonug olarak orneklerin toplandig1 bolgelerde bakteriyel etmenli ari hastaliklarinin
bulundugu tespit edilmistir.

Determining of Bacterial Disease on Honey Bee (Apis mellifera caucasica L.) in

Kars and Ardahan Province
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Abstract: This study was conducted to determine the diseases that are based on
bacterial factors in Caucasianbees (Apis mellifera caucasica L.), which are common in
Kars and Ardahan, by analyzing the samples taken from these bees and from the mobile
bee colonies. In the present study, bacterial infection was detected in 5 samples taken
from dead adult bees from 21 different stations. In 2 samples, Pseudomonas aeruginosa
bacteria were detected; in 2 samples, Paenibacillus larvae bacteria were detected; andin
1 sample, Melisococcus pluton bacteria were detected. It was also determined that there
were bacteria in 6 of the 26 honeycomb samples that were taken from 26 stations. In 3
samples, P. larvae bacteria were detected; and in 3 samples, P. aeruginosa bacteria
were detected. As a result, it was determined that there were bee diseases stemming
from bacterial factors in the areas where the samples were taken.
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1. GIRIS

Aricilik  ilkemizde  O6nemli  bir
hayvancilik sektoriidiir. Ailelerin gelir kaynagi
olmasinin yani sira tozlasma ile varolan tiirlerin
stirekliliginin ve tarimsal arazilerdeki verimin
artmasinda rol oynamaktadir. Propolis, bal,
polen, ar1 siitli, ar1 zehri, bal mumu gibi ar1
drtinleri insanlar i¢in 6nemli kaynaklar arasinda
yer almaktadir. Saglik sektoriinde de bu
irlinlerden faydalanilmaktadir. Ari iriinlerinin
gerek ekonomide gerekse saglik sektdriinde
kullanim1 giderek artmaktadir. Bu baglamda,
tilkemizde yiiriitilen aricilik faliyetlerinin
organik aricilik uygulamalarina yonlendirilerek
arthh kovan sayilarinin artist hedeflenmesine
ragmen istenilen sonuclar elde edilememistir
(Konak, 2012).

Ariciliktan  beklenen verimin elde
edilememesinin en biiyiik sebeplerinden biri ar1
kolonilerinin maruz kaldig1 hastaliklardir. Bu

hastaliklar bal arilarm1  yavru ve ergin
donemlerinde  etkilemektedir. Bal arisi
larvalarinda goriilen bakteri kokenli

hastaliklardan Amerikan Yavru Ciirtkligi ile
Avrupa Yavru Ciriikligii'niin  bulasicilig
yiiksek ve tehlikelidir. Bu hastaliklar koloni
kayiplarinda ve verim diisiikliigiinde en 6nemli
nedenlerden Ulkemiz, bal ve diger an
iirlinlerinin verimliligini ve kalitesini etkileyen
sorunlar nedeniyle bal {retiminde diinya
ekonomisinde istenilen yerde bulunmamaktadir
(Karacaoglu, 2012). Cam bali iiretiminde
thracatin % 90’m1 karsilayacak kapasiteye
sahip olan iilkemiz, bal {retiminde kovan
basina diisen verim siralamasinda ise sonlarda
bulunmaktadir (Konak, 2012).

Ulkemizde ekonomik olarak biiyiik
kayiplara neden olan Amerikan Yavru
Curtkligii hastaligmma Paenibacillus larvae
adli sporlu, basil seklindeki bakteri sebep
olmaktadir. Petek gozleri igerisinde gelismekte
olan hastalik Paenibacillus larvae sporlar1 ile
enfekte olmus besinlerin oral yolla alinmasi
sonucu  bulagsmaktadir.  Avrupa  Yavru
Cirikligii hastaligi ise yavru bal arilarinda
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goriilen bakteriyel etkenli bir diger hastaliktir.
(Bailey ve Ball, 1991; Lindstrom, 2006;
Shimanuki ve Knox, 2000).

Ulkemizde bu hastalikla tanimlanan
kayitlh ilk petek Ornegi 1947 yilinda
Kirklareli’nin Pinarhisar ilgesinden Ankara’ya
gonderilmistir. Hastaligin ilk olarak Trakya
yoresinde gozlemlenmesi ise hastaliga sebep
olan patojenin Bulgaristan lizerinden geldigi
varsayimini  desteklemektedir.  Hastaligin
gozlemlendigi yillarda gezginci ariciligin
yaygin olmamasi iilkemizde bulunan hastaligin
cabuk ilerlemesini engellemistir fakat 1955 ve
1965 yillarinda Tirkiye’nin diger yorelerinde
hastalik goriilmeye baslanmistir (Tutkun ve
Bosgelmez, 2003).

16S rRNA gen sekanslamasi ve
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler
kullanilarak  termofilik  mikroorganizmalar
tanimlanmistir (Bekler Matpon, 2017).

PCR yontemi ile bal arisinda (Apis
mellifera) Nosema ceranae paraziti Tiirkiye’de
ilk defa molekiiler olarak tespit edilmistir
(Utiik ve ark., 2010).

Art hastalik ve zararlilarnn  bal
verimliliginin azalmasina neden olmustur.
Yapilan c¢alismada Apis mellifera’da goriilen
hastaliklar, belirtileri, teshisi ve miicadele
metotlar1 ile ilgili bilgi verilmistir. Ayrica bal
arist zararlilar1 anlatilmistir (Uygur ve Girisgin,
2008).

Hatay yoresinde bal arist  (Apis
mellifera) hastalik ve zararhlari arastirilmistir.
Yavru c¢iriikliigi hastaliklarina rastlanmis ve
hastaliklardan korunma, kontrol ve tedavi
konularinda eksikliklerin oldugu belirlenmistir
(Sahinler ve Giil, 2005).

Gliney Marmara Bolgesi’'nde 2001
yilinda bal arisi (Apis mellifera) hastalik ve
zararhlarimi tespit etmek i¢in yapilan bir
calismadir. Bu calismada % 5 Avrupa yavru
cliriikliigiine rastlanmasina karsin Amerikan
yavru ciiriikkligline rastlanmamistir. Yavru
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curiikliigii bakimindan siipheli petekler i¢indeki
yavrulu gozlerden kibrit ¢opli ile uzayan
ornekler mikrobiyolojik yontemlerle
incelenmistir (Aydin ve ark., 2001).

Bartin yoresi Apis mellifera L.
zararlilar1 ve hastaliklar1 hakkinda yapilan
calismada Amerikan yavru ¢iirikligii ve
Avrupa yavru ¢iiriikligline rastlanmigtir.
Ayrica yorede aricilarla aricilik hakkinda genel
bilgiler elde etmek amaciyla anket yapilmistir
(Lermi, 2009).

Bursa ve Yalova yorelerinden alinan
eski peteklerde Amerikan yavru ¢iiriikliigi ve
Avrupa yavru ¢liriikliiglinlin var olup olmadigi
mikrobiyolojik yontemlerle tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak Amerikan yavru ¢iiriikligii ve
Avrupa yavru clrikligi etkenine
rastlanmamustir (Ozakin ve ark., 2003).

Hatay yoresinde 2010-2011  yih
kislatma zamaninda, kis salkimi1 erken bozulan
kolonilerde paraziter ve bakteriyel patojenlerin
tespiti yapilmistir. Amerikan yavru ciirtikligi
etkeninin (P. larvae) tespit edilmesi igin
bakteriyel ekim (MYGP agar) ve PCR
metotlart kullanilmistir. Alti degisik kislatma
alanindaki 30 farkli ariliktan alinan 6rneklerin
tamaminda V. destructor’a (% 100), 90’inda
Nosema sporlarma (% 10) ve 72’sinde
Amerikan yavru ciiriikligii hastalig1 etkeni P.
larvae’ye (% 8) rastlanmustir. Kiglatma
kayiplarinin % 30 seviyesine ulagtigi tespit
edilmistir. Bu kayiplara neden olarak, hava
sicakligindaki ani degisimler ile bakteriyel ve
paraziter zararlilarin bulunmasi1 gosterilmistir
(Solmaz ve ark., 2012).

Hastalik siipheli kovanlardan alinan bal
ve bal mumu Orneklerinden Paenibacillus
larvae’nin kiiltir ve direk PCR metodu ile
saptanmasi amaclandi. AF6 ve AF7 primer ¢ifti
kullanilarak  Paenibacillus larvae DNA’s1
tespit edildi. 25 ariliktan 100 adet bal ve bal

mumu Ornegi kullanildi. 8 oOrnekte PCR
yontemi ile pozitif sonu¢ bulunmus, bu
orneklerin ~ 7’sinde  kiiltiir  yontemi ile
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Paenibacillus larvae saptanmigtir. PCR ile
pozitif bulunan 8 adet bal aris1 larvasi tespit
edilmis ve kiiltir metodu ile negatif olan

siipheli ornek ise yine PCR ile pozitif
bulunmustur. PCR ile bal ve bal mumu
tetkiklerinde 7 adet bal  Orneginde
Paenibacillus  larvae’nin  varligi  tespit

edilmistir (Kili¢ ve ark., 2010)

Tirkiye’de Apis mellifera’da goriilen
hastaliklar1 tespit etmek i¢in birgok calisma
yapimugtir.  Ulkemizde ar1 hastaliklar1  ve
yayiliglar1 ile 1ilgili yapilan yaymlar toplu
olarak verilmistir. Buna gore asagidaki oranlar
arasinda degisen pozitif sonuglar elde
edilmistir.

Varroosis i¢in % 6,2—100

Nosemosis ve Amerikan yavru ¢iiriikliigii i¢in
% 0-100

Avrupa yavru ¢iirikligi i¢in % 0-28

Tas hastaligi i¢in % 0-5,86

Kireg hastalig1 i¢in % 0-79,59

Bal mumu giivesi i¢in % 3-14,7

Ayrica Tulumsu yavru ¢iiriikligii ve Acarapis
woodi ise tespit edilememistir.

2. MATERYAL VE METOT

Kars ve Ardahan illerini kapsayan bu
calismada, bu bolgelerde yaygin olan Kafkas
ar1 1rki1 (Apis mellifera caucasica) aricilardan
temin edilen Oli is¢i ergin ar1 ve hastalik
stipheli yavrulu petekler ii¢ bakteriyel hastalik
yoniinden incelenmistir.

Kars ve Ardahan il merkezleri ile
ilcelerine ilkbahar mevsiminde arazi
caligmalar1  yapilarak calisilacak  Ornekler

toplanmistir. Ardahan ilindeki ariliklardan 46
adet Oll ergin isci (disi) ar1 ve 3 adet hastalik
siipheli yavrulu larva petek Ornekleri
toplanmistir. Kars ilindeki ariliklardan ise 185
adet olii ergin ar1 ve 23 adet hastalik siipheli
yavrulu petek ornegi toplanmistir. Ornekler
bolgedeki  bakteriyel ar1 hastaliklarindan
Amerikan Yavru Cirikligi (AFB), Avrupa
Yavru Ciriikligi (EFB) ile Septisemi
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enfeksiyonlarinin  teshis edilmesi amaciyla

incelenmistir.
2.1. Orneklerin Toplanmasi

Kars ve Ardahan illerindeki istasyonlar
ariliklarin  birbirlerine olan uzakliklar1 baz
alinarak  belirlenmistir.  Aricilarla  yapilan
goriismeler sonrasinda 2017 yili Haziran-
Agustos aylar1 arasinda toplu ar1 6liimleri olup
olmadig1 sorularak hastalik belirtisi gosteren
zay1f kovanlarin Onilinden oli ar1 Ornekleri

almip cam kavanozlara konularak tim
kavanozlar numaralandirilmistir.
Arliklarin  igerisindeki  kovanlarda

bulunan bakteriyel hastalik y6niinden stipheli
goriilen petekler toplanmistir. Ornekler temiz
kagitlar icerisinde etiketlenerek saklanmustir.

Tablo 5: Orneklerin toplandig1 istasyonlar

Istasyon Septisemi Hastalik

Adlan siiphesiyle siipheli
toplanan o6lii ergin | yavrulu
ig¢i an petekler

KARS

Merkez 3 4

Digor 2 3

Sarikamig 2 3

Arpagay 3 3

Selim 2 2

Kagizman 1 2

Susuz 2 3

Akyaka 2 3

ARDAHAN

Merkez 4 3

Toplam 21 26

Toplanan o6lii ar1 ve yavru hastalig

stiphesi tastyan petekler clriime,
kontaminasyon veya herhangi bir bozulmaya
karst  +4  °C’  deki  buzdolaplarinda
tutulmuslardir.
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Hastaliklarin teshisi i¢cin PCR teknigi
kullanilmigtir. Bunun i¢in her 6rnek asagidaki
On hazirlik islemlerinden gegirilmistir.

Hastalik siipheli petek gozlerinden steril
0ze ile alinan Ornekler eppendorf tiiplerine
aktarihir. 100 pl ELB eklenir. 30 dk buzda
bekletilir. 10000 rpm de 10 dk santrifiijlenir.
Stipernatant (iist sivi) dokiiliir. Pelet iizerine
ayni islem tekrarlanir. Ornekler 65 °C’de yarim
saat inkiibe edilir. Her 10 dakikada bir 6rnekler
vortexlenir. Pelet lizerinel00 pl NLB eklenir.
75 ul Proteinaz K eklenerek vortexlenir.
Uzerine 200 ul SDS eklenerek 37 °C’de bir
gece inkiibe edilir. Ornekler 30 dk oda 1s1sinda
bekletilir. Uzerine 500 pl 6 M NaCl eklenerek
10000 devirde 10 dk santrifiijlenir. Siipernatant
yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 1,5 ml’ ye
tamamlayacak miktarda etil alkol eklenir.
Tiipler alt st edilerek -20 °C’de bir giin
bekletilir. Ornekler 10000 devirde 10 dk
santrifiijlenir. Siipernatant dokiiliir. Pelet 100
pl su ile ¢ozdiiriiliir. Yogun olursa su eklenir.
On hazirhg tamamlanan 6rnekler PCR
diizenegi hazirlanarak incelenir.

2.3. Septiseminin Teshisi

Septiseminin teshisi i¢cin PCR teknigi
kullanilmigtir. Hastalik siipheli 6lii ar1 6rnekleri
asagidaki on hazirlik islemlerinden
gecirilmistir.

Her bir 6lii ar1 6rnegi cam petri kabinda
steril  bistiiri  ile  parcalanir.  Fiziksel
parcalamaya tabi tutulan Ornek eppendorf
tiipiine aktarilir. Uzerine 100 ul ELB eklenir.
30 dakika buzda bekletilir. 10000 devirde 10
dakika santrifiijlenir.Siipernatant dokiiliir. Pelet
tizerine ayni iglem tekrarlanir. Daha sonra pelet
tizerine 100 pul NLB eklenir. 50 pl Proteinaz K
eklenerek vortexlenir. Uzerine 200 pl SDS
eklenerek 37 °C’de bir gece inkiibasyona
birakilir. Ertesi giin O6rnekler yarim saat oda
1s1sinda bekletilir. Uzerine 500 ul 6 M NaCl
eklenerek 10000 devirde 10 dk santrifiijlenir.
Siipernatant yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 1,5
ml’ye tamamlayacak miktarda etil alkol
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eklenir. Tiipler alt {ist edilerek -20 ‘C’de bir
saat bekletilir. Ornekler 10000 devirde 10 dk
santrifiijlenir. Siipernatant dokiiliir. Pelet 100
ul su ile ¢ozdiiriiliir. Yogun olursa su eklenir.
On hazirhg tamamlanan 6rnekler PCR
diizenegi hazirlanarak incelenir.

Tablo 3: PCR da kullanilan kimyasallarin
miktari

2,5uL DNA

2,5uL 10xPCR Buffer
15uL MgCl

0,5uL dNTPs

0,5uL fleri primer
0,5uL Geri primer

0,2 uL Tag polimeraz

Tablo 4:PCR diizenegi

94°C~1 dk Ondenatiirasyon (DNA
eksenlerinin birbirinden
ayrilmasi)

94°C~1dk | 30 dongii | Denatiirasyon(DNA
eksenlerinin birbirinden
ayrilmasi)

48°C~1dk | 30 dongii | Baglanma (Primerlerin
komplementer DNA
eksenlerine baglanmasi)

72°C~1dk | 30 dongii | Uzama(Uzerinde durulan
DNA boélgesinin sentezinin
yapilmasi)

72°C~1dk Son uzama(Uzerinde durulan
DNA Dbolgesinin sentezinin
sonkez yapilmast)

3. BULGULAR

Yapilan calismada, 21 farkl

istasyondan alian 6lii ergin arilardan 5 6rnekte
bakteriyel enfeksiyona rastlanmistir; 2 6rnekte

Pseudomonas  aeruginosa, 2 ornekte
Paenibacillus larvae ve 1 Ornekte ise
Melisococcus  pluton  bakterileri  tespit

edilmigstir. 26 farkli istasyondan alinan petek
orneklerinden 6  tanesinde  bakterilerin
bulundugu tespit edilmistir; 3 6rnekte P. larvae
ve 3 oOrnekte ise P. aeruginosa bakterisine
rastlanmistir.

32

4. TARTISMA VE SONUC

Onalan ve arkadaslar1 2014 yilinda PCR
yontemi kullanilarak 16 S ribozomal RNA gen
bolgesinden bakteriyel ar1 hastaliklarinin tespit
edilmesi  amaciyla  yapilan  calismada
asemptomatik bireylerde kisa siire icerisinde
identifikasyonun saglanmasi amaglanmstir.
Ar  hastaliklarinda  kullanilan  molekiiler
yontemler, hastaliklarin teshis ve
epidemiyolojisinde, tir i¢i veya tiirler arasi
yapilacak  taksonomik caligmalarda, gen
kaynaklariin tespiti ve korunmasi gibi bir¢ok
konuda yapilacak arastirmalar igin rutin bir
arac haline gelmistir.

Atilla ve arkadaslar1 2012 hastane
enfeksiyonlarinda sik karsilagilan ve c¢ogul
antibiyotik direncliligi gostermesi yliziinden
tedavi edilmesi ¢ok zor olan Pseudomonas
aeruginosa’nin izolatlarinda PER-1 tipi beta-
laktamaz sikligmin ve antibiyotiklere direng
oranlarinin  arastirlmasinda PCR  yontemi
kullanmistir. Calisma sonucunda elde edilen
verilerden birisi Pseudomanas aeruginosa
suslarinda aminoglikozid grubu antibiyotiklere
kars1 direncin olduk¢a yiiksek oldugu
belirtilmistir.

Solmaz ve arkadaslarmin  Hatay
yoresinde 2010-2011 yili kislatma zamaninda,
kis salkimi erken bozulan kolonilerde paraziter
ve Dbakteriyel patojenlerin tespit edilmesi
amaciyla Amerikan yavru ciirtikliigii etkeni (P.
larvae) bakteriyel ekim (MYGP agar) ve PCR
metotlar1  kullanilarak tespit edilmistir. Alt1
degisik kislatma alanindaki 30 farkli ariliktan
alman oOrneklerin tamaminda V. destructor’a
(%100), 90’1inda Nosema sporlarina (%210) ve
72’sinde Amerikan yavru clirlikligii hastalig
etkeni P. larvae’ye (%8) rastlanmustir.
Kislatma kayiplarimin %30 seviyesine ulastigi
tespit edilmistir. Bu kayiplara neden olarak,
hava sicakligindaki ani  degisimler ile
bakteriyel ve paraziter zararlilarin bulunmasi
gosterilmistir.
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Ozakin ve arkadaslarinin 2003 yilinda
Bursa ve Yalova yorelerinden aldiklar1 eski
peteklerde Amerikan yavru c¢lrikligi ve
Avrupa yavru ¢liriikliiglinlin var olup olmadigi
mikrobiyolojik  yontemlerle tespit edilen
calisma sonucunda Amerikan yavru ¢iirikligi
ve Avrupa yavru cirikliigii etkenine sebep
olan bakteri tiirlerine rastlanmamustir.

Ardahan ve Kars illerinin ekolojik
sartlarina en iyl uyum saglamis olan Katkas
Irk1 ar1 (Apis mellifera caucasica L.) bolgede
yogun olarak bulunmaktadir. Kafkas Irk1 armin
Tiirkiye’deki gen merkezi olarak kabul
edilebilecek bu bolgeye, Tiirkiye'nin c¢esitli
bolgelerinden diger ar1 irklarina ait ¢ok sayida
gezer arict gelmektedir. Gezer aricilardan
dolay1 bolgedeki yerli ar1 kolonileri ile temas
etmektedir. Bu arastirmada, Kars ve Ardahan
yoresinde yaygin olan Kafkas Irki ar1 (Apis
mellifera caucasica L.) ile gezer arici
kolonilerinden alinan oOrneklere bakilarak
bolgede bakteriyel enfeksiyon olup olmadigi
arastirilmstir.

Bu arastirma sonucunda Kars ve
Ardahan yoresinde yaygin olan Kafkas Irki ar
(Apis mellifera caucasica L.) ile gezer arici
kolonilerinden alinan Orneklere bakilarak
bolgede bakteriyel etmenli hastaliklarin tespit
edilmesi amaciyla yapilmistir.  Yapilan
calismada 21 farkli istasyondan alinan oli
ergin arilardan toplanan 5 Ornekte bakteriyel
enfeksiyona rastlanmigtir. Ardahan
istasyonundan alinan 4 Ornegin 2 tanesinde
Pseudomonas aeruginosa, Akyaka
istasyonundan alinan 2 drnektede Paenibacillus
larvae ve Arpacay istasyonundan alman 3
ornegin 1 tanesinde ise Melisococcus pluton
bakterilerine rastlanmustir. 26 farkli
istasyondan almman petek Orneklerinden 6
tanesinde  bakterilerin  bulundugu tespit
edilmigtir. Akyaka istasyonundan alman 3
ornekte de Paenibacillus larvae ve Ardahan
istasyonlarindan 3 ornekte de Pseudomonas
aeruginosa bakterisine rastlanmistir. Sonug
olarak  orneklerin  toplandigi  bdlgelerde
bakteriyel etmenli ar1 hastaliklarinin bulundugu
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tespit edilmistir. Bu ar1 hastaliklarinin ar
iiriinlerinden elde eldilen verimin azalmasina
ve  koloni  kayiplarina  sebep  oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica hastalikli kolonilerin
bulundugu istasyonlarin birbirlerine yakin
olmas1 bakteriyel ar1 hastaliklarinin bulagici
oldugunu destekledigi diistiniilmektedir.
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