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Ozet: Bu calismada Tiirkiye'nin degisik bélgelerindeki saglikl
kovanlardan ve tiiketime sunulmus ballardan alinan o6rneklerde,
Amerikan Yavru Curtukligii Hastaligl etkeni olan Paenibacillus lar-
vae’'nin yaygimlig tespit edilmistir. Bu amacla Merkez Veteriner Kont-
rol ve Arastirma Enstitiisii Antibiyotik Disk Uretim Laboratuvarma
getirtilen 327 bal numunesi incelenmistir. Materyal 6ncelikli olarak
nutrient agarda tiretilmis ve olusturulan vegetatif formlar ayni medi-
umun agarina transfer edilmistir. Daha sonra bal 6rnekleri dialize
edilerek brain hearth infussion agara ve 6 ug/ml nalidixic asit eklen-
mis kanli agara ekilmistir. P. larvae i¢in 6nerilen tiim testler uygula-
narak sonuca gidilmistir. Kovanlardan toplanan 297 bal érneginin
%14.14'iinden, piyasadan satin aliman 30 bal érneginin de %10'un-
dan etken izole edilmistir.

Anahtar kelimeler: Paenibacillus (Bacillus) larvae, Amerikan
yavru curukligi, bal.

Abstract: This study was performed for the detection of the pre-
valence of Paenibacillus larvae the causative agent of American Fo-
ulbrood Disease in the specimens collected from honey submitted to
human consumption and also from healthy hieves in the various re-
gions of Turkey.

& Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Ankara, TURKIYE.
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For this purpose, totally 327 honey specimens brought to The
Antibiotic Disc Production Laboratory of the Central Veterinary Cont-
rol and Research Institute were examined.

The material were propagated initially in the nutrient agar and
the vegetative forms were transferred to the broth of the same medi-
um. Then, the honey specimens were dialized and cultivated in the
brain hearth infussion agar and cultivated in to the blood agar con-
taining 6 mg/ml nalidixic acid. All the tests suggested for P. larvae
were performed for obtaining the results. The agents were isolated
from 14.14 % of the 297 honey specimens that were collected from hi-
eves and 10 % of the 30 honey specimens brought from the market.

Key Words: Paenibacillus (Bacillus) larvae, American foulbrood,
honey.

Giris

Tium diinyada oldugu gibi tilkemizde de arilarmn infeksiyon has-
taliklar icinde en tehlikeli ve bulasici olan1 Amerikan yavru ¢liriiklii-
gu (AYC) hastaligidir. Bu hastalik Apis mellifera ve diger Apis tiirleri-
nin larvalarinda spor formunda bir bakteri olan Paenibacillus larvae
tarafindan meydana getirilmektedir. Sporlar: 1siya ve kimyasal mad-
delere oldukca direnclidir. Bunlar kontamine arilar, kovanlar, arici-
likta kullanilan malzemeler, polen ve bal ile nakledilmektedir
(5,7,13,18,19). Bal ile bulasim bunlarin icinde en 6énemlisi kabul
edilmektedir. Ciinkii kontamine bal ile beslenen arilar larvalara in-
feksiyonu kolayca tasimaktadirlar. Bir giinliik larvay:r enfekte etmek
icin gerekli LD, 35 spor iken 4 giinliiklerde bu say1 1 milyonun tize-
rindedir (4). Paenibacillus larvae sporlarinin dis sartlara oldukc¢a da-
yanikli oldugu, 35 yil stire ile canliigini koruyabildigi bildirilmektedir
(4,5.8).

AYC hastalifln diinyanin her bdélgesinde yaygm olarak seyret-
mektedir (2,6,15). Hastalik tilkemizde de sik olarak gortilmektedir.
Tutkun (18) Oytun ve Aktun’a atfen 1947 yilinda Kirklarelimin Pinar-
hisar ilgesinde hastaligin goériildiigiinii kaydetmistir. Yine ayni aras-
tirici (18) Leloglu ve Balcr'ya atfen 1960-1961 yillarinda Kars'in Posof
ilgesindeki kovanlardan AYC etkeninin izole edildigini bildirmektedir.
Kaftanoglu ve ark. (13) ise 1995 yilinda 47 ilde yaptiklari1 anketlerde
AYC hastaliginin ortalama %24.1 oraninda yayilis gosterdigini belirt-
mektedirler.
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Amerikan yavru curiikliigtiniin tipik hastalik belirtilerinden
dolay1 semptomatik teshisi kolayca yapilabilmektedir. Infeksiyonun
ciktig1 kovanlarmn 1sitilmis zamk gibi kokmasa tipiktir. Larval ¢cergeve-
de bos, ¢okmiis veya delinmis petekgdzleri dikkati ¢eker. Bir kibrit ¢6-
pi ile larvaya dokunuldugunda uzama meydana gelisi karakteristik-
tir. Klinik bulgular hastaligin teshisinde énem tasirsa da kesin teshis
icin marazi madde alinarak laboratuvar muayenelerinin yapilmasi ge-
reklidir. Laboratuvarda bakteriyoskopi, kiiltiirel ve biyosimik testler,
ayrica Holst stit testi ve immunfloresans yéntemleri uygulanarak ke-
sin teshise gidilir. Fakat immunfloresanda Paenibacillus alvei ile kros
reaksiyonlar alinabilmektedir (4,5,8,14,19).

Bu calismada iilkemiz ariciligimi tehdit eden 6nemli bakteriyel
infeksiyonlardan AYC hastaliginin etkeni P. larvae’nin izolasyonu ve
ballarda bulunma oraninin tespiti baslica amag olarak ele alimmistir.

Materyal ve Metot

Orneklerin toplanmasi ve laboratuvara getirilmesi

Bu arastirma 1995-1996 yillarinda, Giresun, Izmir, Kirsehir,
Sivas, Yozgat, Eskisehir, Ankara, Adana ve Kirikkale illerinde bulu-
nan kovanlardan ve Ankara piyasasinda satilan ballardan alinan 6r-
nekler tizerinde yurtitiilmustiir. Toplam 297 adet kovan bali ve 30
adet tiikketime sunulan bal 6érnegi islenmistir (Tablo 1).

Tablo 1: Illere gére gelen numune sayisi

Numunenin
Alidig 11

Adana
Ankara
Eskisehir
Giresun
Izmir
Kirikkale
Kirsehir
Sivas
Yozgat
Ankara Market
Toplam

327

Numune
Sayis1
N
o
NN
(0
—
[
04
—
w
o))
p—t
S
®
N
—
w
i
w
S

Kovandaki larvali peteklerden 8x10 cm. boyutlarinda bir parca
mukavva kutu icinde, piyasada tiiketime sunulan stizme ve petek
ballardan satin alinarak laboratuvara getirilmistir.
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Bal 6rneklerinin islenmesi ve Paenibacillus larvae
izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rnekler vidali kapakl tiiplerde bulunan
yar1 kati agara inokule edilerek 37 °C'de 2-3 giin inkiibe edilmistir.
Ytlizeye dogru tlireyen vegetatif formdan alinarak ayni vasatin glikoz-
suz haline petrilere ekilerek bir ka¢ giin sporulasyon i¢in beklenmis-
tir. Klasik kitaplarda (3,4) belirtildigi sekilde Gram boyama, nigrosin-
le boyama ve Holst siit testi denenmistir.

Bal ¢rneklerinden 25 ml. alinarak 25 ml. su ile karistirilmis ve
44 ym. lik dializ membrana konulmustur. Distile suya kars: 18 saat
dializ edilmistir. Dializden sonra igerik 2000 rpm de 15 dakika sant-
rifiij edilmistir. Supernatant atilarak geri kalan kisim 9 ml su ile su-
landirilarak karisim 80 °C’lik ben maride 15 dakika birakilmistir. Di-
aliz sonunda brain hearth infussi on (BHI) ve kanlh agara (6 ug/ml na-
lidiksik asit ve %7 sitratli koyun kani icerir) ekim yapilarak Paeniba-
cillus larvae saf olarak tretilmistir.

Daha sonra Voges-Prokauer, metil red, indol, katalaz ve nitrat
rediiksiyonu testleri yapilmistir.

Bulgular

1995 ve 1996 yillarinda Tiirkiye'nin degisik boélgelerinden top-
lanan 327 adet balmm muayenesi sonucunda asagidaki bulgular elde
edilmistir.

Farkl bélgelerde bulunan 9 ilden 297 adet kovan bali ve Anka-
ra’da piyasada satilan 30 adet bal numunesi muayene edilmistir. Ko-
van ballarmmin (Bal 1) 42’si (%14.14), piyasa ballarinin da (Bal 2)
3inden (%10) Paenibacillus larvae izole edilmistir. Toplam 327 nu-
munenin 45 (%13.76)1 bu bakteri ile kontamine bulunmustur (Gra-
fik 1).

En yiiksek bulagsim %44.44" liikk oran ile Izmir'den gelen ballar-
da, en diisiik bulasim ise %6.45’ lik oran ile Yozgat'tan gelen ballar-
da tespit edilmistir. Kirsehir, Sivas, Ankara ve Kirikkale’den gelen nu-
munelerde P. larvae izole edilmemistir (Grafik 2).
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Grafik 1: Kovanlardan ve marketlerden alinan bal Orneklerinde
P.larvae ile kontaminasyon orani
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Grafik 2: llere gore kontaminasyon orani.
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Kovanlarda AYC hastalig: belirtisi olmadan da bal ¢rneklerinde
P. larvae sporlar1 bulunabilmektedir. Clinkii etkenin sporlar1 yagma-
c1 arillar ve kontamine malzemelerle de kovana bulasabilmektedir.
Boyle kolonilerde hastalik olusmayip, semptom goriilmese dahi bal-
larda sporlar bulunabilmektedir. Ayrica hastaliga kars: oksitetrasik-
lin kullamimmda semptomlarin baskilandigi, ancak yine de bu kovan-
larda etkenin bulunabilecegi belirtilmektedir (16).
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Avustralya’da 505 bal érneginde yaptiklar1 ¢alismalarmda Hor-
nitzky ve Clarck (9) P.larvae sporlarimimn bulunusunu %12.5-16.5 ola-
rak belirlemislerdir. Deraksifar (6), 1993-94 yilarinda Avusturya’'da
yapmis oldugu calismasinda toplanan 149 balin, yillara gore sirasiy-
la %58, %71 oraninda P. larvae ile bulasik oldugunu kaydetmektedir.
Bat1 Avustralya’da benzer calisma yapan Kabay (12) ise bal érnekle-
rinde 1991-92’de %25.5, 1992-93'de %32 oraninda P. larvae izole et-
tigini bildirmektedir.

Bu calismada degisik illerden temin edilen 327 kovan ve piyasa
balinin 45 adedi (%13.76) P. larvae ile kontamine bulunmustur.

Shimanuki ve Knox (17) ballardan P. larvae’nin izolasyonunda
dializ, sentrifugasyon, 1s1 soku ve BHI agar kullandiklarini bildirmek-
tedirler. Bu tiir ekimlerde ayni ortamda ve P. larvae’den daha hizhi
olarak AvYC etkeni olan P. alvei de tiremektedir. Bunu inhibe etmek
icin degisik arastiricilar (1,10,11,14) tarafindan kanli agara bir mik-
tar nalidiksik asit eklenmesi gerekli gériilmektedir. Bu ¢alismada bu
yontemler kullanilarak biyokimyasal testlerle desteklenmistir.

Sonug olarak muayenesi yapilan ballarda P. larvae sporlarinin
kitigimsenmeyecek oranda oldugu ve hastaligin bu tip kontamine
ballarla daha hizh bir sekilde yayilabilecegi kanaatine varilmistir.
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