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OZET

BALARILARINDAKI AMERIKAN YAVRU CURUKLUGU
HASTALIGI ETKENi OLAN Paenibacillus larvae’min LARVALI
PETEK VE BAL ORNEKLERINDEN KONVANSIYONEL VE
MOLEKULER BIiYOLOJiK YONTEMLERLE TESHISI

OZDEN, Mehmet

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Atag UZEL
Agustos 2017, 108 sayfa

Ulkemizde AYC hastalig1 teshisi, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'nin
“Laboratuarlar Arast Metot Birligi” kitapgigina gore, konvansiyonel kiiltiir yontemi
ile yapilmaktadir. Konvansiyonel kiiltiir yontemi ile teshis, uzun siirmekte ve
maliyeti yiiksek olmaktadir. Bazi {ilke ve laboratuarlarda OIE tarafindan da tavsiye
edilen molekiiler yontemler kullanilarak daha hizli sonuglar alinabilmektedir. Bu
calisma ise, teshis prosediiriinde uygulanabilirligi agisindan konvansiyonel kiiltiir
yontemi, Konvansiyonel PCR ve Real-Time PCR yontemlerinin paralel olarak

uygulanacagi bir metot karsilastirma projesi olarak tasarlanmistir.

Bu amagla farkli kaynaklardan 96 adet larvali petek, balli petek ile az sayida
kabartilmis petek ve ergin ar1 6rnekleri toplanmustir. Ornekler énce konvansiyonel
kiiltiir metodu ile incelenmis, daha sonra 6rneklerden DNA izolasyonu yapilarak
Konvansiyonel PCR ve Real-Time PCR metotlar1 ile incelenmistir. Molekiiler
calismalar i¢in, literatiirlerde belirtilen primer c¢iftleriyle sonu¢ alimamamais, ii¢
basarisiz denemeden sonra ancak dordiincii ¢alismada PCR i¢in farkli, Real-Time
PCR icin farkli primerler kullanilarak metotlar optimize edilebilmistir. Sonug
olarak, konvansiyonel kiiltiir metodu ile 10, konvansiyonel PCR ile 16, Real-Time
PCR ile 25 o6rnek pozitif olarak bulunmustur. Kiiltiir yontemi ile pozitif bulunan
tim Ornekler, molekiiler yontemlerle de pozitif bulunmustur. Calismamiz
sonucundaki bulgular 1s181inda, AYC siipheli bir 6rnek, molekiiler yontemlerle
muayene edilip negatif bulunursa menfi olarak degerlendirilebilir. Molekiiler
yontemlerle pozitif bulunursa, kiiltiir yontemi ile muayeneye alinip, konvansiyonel

kiiltiir yontemi sonuglarina gére degerlendirilmesinin uygun olacag: belirlenmistir.
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Real-Time PCR



ABSTRACT

DIAGNOSIS OF HONEYBEES’ AMERICAN FOULBROOD’S
CAUSATIVE AGENT Paenibacillus larvae FROM SUSPICIOUS
BROOD AND HONEY BY MOLECULAR AND CONVENTIONAL
METHODS.

OZDEN, Mehmet

PhD in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Atag UZEL
August 2017, 108 pages

In Turkey, diagnosis of American Foulbrood Disease (AFB) is carried out
with conventional bacteriological methods according to the “Laboratory Method
Unification Manual” of Ministry of Food, Agriculture and Livestock. Diagnosis
with conventional culture method is time consuming and expensive. In some
countries and laboratories, molecular methods recommended by OIE could be
used for faster results. This research was designed as a method comparison work
where conventional methods, PCR and Real Time PCR methods will be applied
parallel regarding to application on the diagnosis process.

For this purpose, 96 samples consisting of larval broods, honey broods and
phenomenal amounts of harvested broods and adult bees were taken from
different sources. Samples were initially examined by culture methods, and then
by conventional PCR and real time PCR methods. In molecular studies
optimization was achieved with different primers for conventional PCR and real
time PCR methods. As a result, 10 samples were found to be positive with
conventional culture methods, 16 were positive with PCR and 25 were positive
with Real-Time PCR. All samples found positive with culture method were also
found to be positive with molecular methods. According to the findings of our
work, an AFB suspicious sample can be considered as negative if it is also was
found negative with molecular methods. If it is found to be positive with
molecular methods, it would be appropriate that the sample should be examined
and results should be evaluated with culture methods.

Keywords: Honeybee, American Foulbrood, Diagnosis, PCR, Real-Time
PCR
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1. GIRIS

Bal arilarinin (Apis mellifera) en 6nemli ve en ¢ok kayiplara sebep olan
bakteriyel hastaligt Amerikan Yavru Cirtikligi (AYC) hastaligidir (Genersch
2010). Hastaligin etkeni, Gram (+) bir basil olan Paenibacillus larvae’dir ve
oldukc¢a dayanikli endosporlara sahiptir. P. larvae arilara kolayca bulasabilmekte
ve Ozellikle zayif veya stresli kolonilerde koloni kayiplarina kadar varabilecek
zararlara yol agabilmektedir. Hastalik, bu haliyle 6zellikle gezginci aricilarin
korkulu riiyas1 konumundadir. Hastalifin, diger bazi bakteriyel ve viral ari
hastaliklarindan ayrimi klinik olarak miimkiin degildir. Hastalikla miicadelenin
etkin olabilmesinde hastaligin laboratuar teshisinin hizi ve dogrulugu biiyiik 6nem

tagimaktadir (Williams 2000).

AYC, Tirkiye’deki mevzuata gore (12.11.2011 tarihli Bal Arnlarinin
Amerikan Yavru Ciirtikliigii Hastaligima Kars1 Korunma ve Miicadele Talimati)
bal arilarmin ihbari mecburi olan tek bakteriyel hastaligidir. Yiriirliikteki
uygulamalara gore; AYC tespit edildiginde hastalik mihrakinda, belirti gdsteren
tiim balaris1 kolonileri, “aksam tiim arilar kovana dondiikten sonra” kovan giris
deligi kapatilip hizl1 ve kesin etkili bir dezenfektanla arilar 6ldiiriiliir. Daha sonra
oldirilmiis olan koloniye ait tim yetiskin ari, larva, bal ve petekler yakilarak
imha edilir. Kovan ise kostik soda, hipoklorit gibi dezenfektanlarla muamele
edilip, giineste kurutulduktan ve/veya piirlimiizle tim ylizeylerine 1sil islem
uygulandiktan sonra kullanilabilir. Bu islemlerin ardindan yetistiriciye ait tim
koloniler iki ay boyunca yerinde karantina altina alinir. Bolgeye baska arilarin
girigine ve arilarin bolgeden ¢ikisina izin verilmez. Arilarin bulundugu bolgenin
tiim girislerine uyar1 levhalart konularak diger aricilar uyarilir. Biitiin bu itibar
kaybina ve maddi kayba yol a¢an uygulamalara ragmen yetistiriciye herhangi bir

tazminat 6demesi de s6z konusu degildir.

Tespiti halinde yol actigt 6nemli zararlar nedeniyle, iilkemizde hastaligin
teshisi ile ilgili olarak yetkilendirilen Veteriner Kontrol Enstitiileri, hastalik
teshisini, uluslararas1 kabul gormiis ve valide edilmis metotlar ile yapmak

zorundadir. Aksi takdirde yol acilacak zararlarin telafisi miimkiin degildir.

Su anda Tiirkiye’deki Veteriner Kontrol Enstitiilerinde uygulanan kiiltiir

yontemi ile laboratuar tanist en az yedi giin siiren, uzun ve zahmetli bir teshis



prosediiriidiir. Bu prosediir Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi (GTHB) Gida
Kontrol Genel Miidiirliigii’nce The World Organization for Animal Health, Office
International des Epizooties (OIE), tarafindan yayimlanan “Terrestrial Manual”da
altin metot olarak belirtilen Kiiltiir Metodu temel alinarak olusturulmustur.
“Laboratuarlar Arasi Metot Birligi” kitap¢ig1 uyarinca etkenin Brain Heart
Infusion Agar ve Broth, % 5 koyun kanli Columbia Agar gibi ¢esitli besi yerlerine
ekimi ongoriilmektedir. Ekimi miiteakip 37+1°C’de 7-14 giinliik bir inkubasyon
siiresi sonunda siipheli herhangi bir lireme tespit edilmezse menfi olarak
degerlendirmektedir. Ureme saptanmasi durumunda iireyen kolonilerden
biyokimyasal testler ile ayirici taniya gidilmesi s6z konusudur. Bu teshis
prosediirii uzun ve bazi nektar bolgelerinde en fazla 10-15 giin konaklayan

gezginci aricilar i¢in biiyliik maddi kayiplara sebep olabilecek bir siiredir.

Halihazirda tiim diinyada hastaligin teshisi i¢in hazir strip testlerden kiiltiir
metoduna kadar ozgilliikleri, duyarliliklari, maliyetleri, stireleri degisik
seviyelerde olan pek ¢ok metot kullanilmaktadir. Ulkeler veya birlikler,
amaglarina gore bu teshis metotlarindan bazilarinin kullanimini 6ngérmekte,
resmi olarak sonuglarina itibar etmekte bazilariin sonuglarini ise gegersiz kabul
etmektedir. Testlerin resmi otoritelerce kabuliindeki kriterler degismekle birlikte,
genel olarak insanlardaki hastaliklarda otorite kabul edilen Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) benzeri olarak hayvanlar icin OIE genel otorite olarak kabul
edilmektedir.

OIE, hastaliklarin teshisi i¢in temel referans niteliginde olan “Terrestrial
Manual” adli kilavuzunu yayinlamakta ve bu kilavuzu bilimsel gelismelerin ve

yayinlarin gelisimine paralel olarak siirekli yenilemektedir.

AYC hastaliginin teshisiyle ilgili olarak, kiiltlir metodu disindaki teshis
metotlarinin  Onerilmedigi 2004 yilinda yaymlanmis “Terrestrial Manual”
sonrasindaki yayinlarda, gerek nomenklatordeki degisiklikler, gerekse molekiiler
teshis yontemlerindeki gelismeler daha hizli ve giivenilir sonuglar alabilmeyi
miimkiin kilmigtir. Bu gelismeler neticesinde OIE, 2008 yilinda yayimlanan
Terrestrial Manual’da AYC teshisi i¢in molekiiler yontemleri de Onerilen teshis

metotlar arasina almigtir (OIE Terrestrial Manual 2008 ve 2016).



Ulkemizde, uygulama asamasinda hastalikla miicadele ve teshiste durum bazi
karigikliklar gostermektedir. Bu karisikliklardan en basta geleni, hastalik
miicadelesinde antibiyotik kullaniminin yasak olmasi ve miicadelenin sadece
koloninin tazminatsiz olarak imhasi esasina dayanmasidir. Mevcut durumda ari
yetistiricileri ifsa olmamak ve kolonilerini kaybedip maddi zarara ugramamak i¢in
hastaligr gizleme yoluna gitmektedir. Hastalik gizlendik¢e yayginlagmakta,
balarilarinda yol actifi zararin Oniine ge¢mek icin ruhsath antibiyotik
olmadigindan baska hayvan tiirleri i¢in piyasaya sunulmus olan antibiyotikler
bilingsizce, dozaj, uygulama yolu ve siiresi tamamen ampirik bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu ampirik tedavi kanunen yasaktir (ruhsatli ilaclar igin;
http://www.gkgm.gov.tr/vtu/) ve balda yol a¢tig1 kalinti nedeniyle balin pazar
degerini de yok etmektedir. Icinde antibiyotik kalintis1 olan ballarin imhasi

gerekmektedir (Parvanov et al. 2006).

Bu bilingsiz tedavi girisimleri iki sekilde zararhidir. Ilki, bu kullanimlarla
etkendeki diren¢ olusumu icin gerekli zemin hazirlanarak etkenin zamanla daha
giiclii olmasinin &nii acilmaktadir. Ikincisi, kullamilan antibiyotik ¢ok iyi bir
koruyucu olan bal i¢inde yikimlanmadan aynen muhafaza edilmekte, bu ballarin
kontrolsiiz bir sekilde piyasaya siiriilmesiyle gidalar yoluyla insanlara kadar
ulagsmakta ve insanlarda saglik problemlerine yol agmaktadir (Parvanov et al.
2006). Ulkemizde tiiketime sunulan ballarda, Kloramfenikol, Nitrofuran,
Tetrasiklin grubu, Siilfonamid grubu, Betalaktam grubu, Makrolid grubu, Kinolon
grubu, Karbamatlar, Pyretiroidler gibi antibiyotikler ile Organoklorlu maddeler,
Kursun, Bakir, Kadmiyum, Cinko elementleri ve Naftaline yonelik bir Ulusal
Kalmti Izleme Programi resmi otoritelerce titizlikle yiiriitiilmektedir.
http://www.tarim.gov.tr/GKGM/Belgeler/Gida%20ve%20Y em%20Hizmetleri/gid
a_kontrol/Ulusal_Kalinti_lzleme Plani_2017.pdf (Erisim tarihi 05 Eyliil 2017)

Bilingsiz antibiyotik kullaniminin laboratuar teshisi yOniinden en Onemli
dezavantaj1 ise bilingsizce ¢ok yliksek dozda uygulanan antibiyotigin 6rnekte de
yiksek diizeyde bulunmasi ve bu durumun etkenin kiiltire edilmesini
engellenmesidir. Etkenin antibiyotik kullanimi nedeniyle kiiltiire edilememesi,
klinik belirtiler ve bakteriyoskopide miispet belirtiler gosteren Orneklerin
teshisinde yanlis negatif sonuglara yol agabilmektedir. Bu durum, klinik olarak

(Anamnez, renk, koku, uzama v.b.) ve bakteriyoskopide (Gram pozitif sporlu


http://www.tarim.gov.tr/GKGM/Belgeler/Gıda%20ve%20Yem%20Hizmetleri/gida_kontrol/Ulusal_Kalinti_Izleme_Plani_2017.pdf
http://www.tarim.gov.tr/GKGM/Belgeler/Gıda%20ve%20Yem%20Hizmetleri/gida_kontrol/Ulusal_Kalinti_Izleme_Plani_2017.pdf

basiller gibi) pozitif belirtiler gosteren drneklerde, molekiiler yontemleri avantajl

kilmaktadir (Gillard et al. 2008, de Graaf et al. 2006D).

Bunun yani sira ariciligin rutin islemlerinden olan hasat sonrast balmumunun
eritilip, otoklavda steril edilerek temel petek olarak tekrar kullanilmasi molekiiler
yontemler agisindan dezavantajli bir durum olusturmaktadir. Burada temel petegin
hammaddesi olan dogal balmumunun elde edildigi kolonilerde AYC etkeninin
olmast durumunda, otoklavlanmasmna ragmen mevcut DNA molekiiler

yontemlerle tespit edilebilmekte, bu da yanlis pozitif sonuglara yol agabilmektedir

(Ryba et al. 2009).

Burada teshis i¢in temel olarak bakteri genomunda mutasyonlarla degisiklige
ugramamis, en iyi korunmus olan genlerden 16 S rRNA gen bolgesi ve ikincil
metalloproteinaz gen bolgesi esas alinmig molekiiler ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir.
Tiim molekiiler caligmalar ve taksonomik ¢alismalar, genetik olarak iyi korunmus

bu gen bolgeleri esas alinarak yapilmaktadir(Bakonyi et al., 2003)

Yukarida anlatilanlar 15181nda teshis i¢in uygun metodun secilmesi, kullanilan
teshis metodunun sonuclarinin yorumlanmasi ile O0rnege ve metoda uygun

sonuglarin raporlanmasi biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Calismamizda OIE Terrestrial Manual’da (2008) kabul edilen teshis
yontemleri, ayn1 ornekler iizerinde uygulanarak AYC ayirict teshisinde, teshis
metotlar1 arasindaki duyarlilik, 6zgiilliik, hiz, giivenilirlik, maliyet gibi kriterler
ortaya koyulmaya calisilacaktir. Yapilan bu metot karsilagtirma ¢alismasi sonunda
materyal ¢esidine, laboratuar altyapisina, siireye ve maliyete gére hangi metodu

se¢gmenin daha uygun olacagi hususunda arastirmacilara yardimci olunabilecektir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Tarihce ve Taksonomi

Insanlarin arilara ve ar1 hastaliklarina ilgisi, ariciligin baslamas ile birlikte
artmistir. Konuyla ilgili ilk kayitlara, gilincelleri kadar kesinlik icermemekle
birlikte Aristotle, Virgil ve Pliny’nin eserlerinde rastlanmaktadir. Bu eserlerdeki
bilgiler, kesinlik igermedigi igin pek dikkate alinmasa da giincel olarak
tanimlanmis olan ar1 hastaliklar ile ilgili ilk kayitlar olduklar1 kabul edilir. Bu
tanimlamalar icinde AYC veya Avrupa Yavru Ciiriikligi hastaliklarina benzer ilk
kayitlarin 1771 yilinda not edildigi belirlenmistir (Williams, 2000). Balarilarinin
yavru ciirtikliiklerinin iki farkl tiirde oldugu, birinin miihiirlenmemis larvalarda
daha hafif ve tedavi edilebilir, digerini ise miihiirlenmis larvalarda daha kétii ve
tedavi edilemez oldugu Dzierzon tarafindan 1882 yilinda bildirilmistir (Genersch,
2010). Arastirict, yavru ciiriikliiklerini ikiye aymrmis; ilkini “iimli ve tedavi
edilebilir” tanimlamistir. Tanimlanan bu hastalik, muhtemelen gilinlimiizde
“Avrupa Yavru Curikligii” olarak tanimladigimiz hastaliktir. Arastirmacinin
ikinci hastalik tanimi ise “kétii huylu ve tedavi edilemez” yavru ciiriikligi
olmustur. Muhtemelen tanimlanan bu ikinci hastalik ta giiniimiizde “Amerikan
Yavru Ciirikligi” olarak kabul edilen hastalik idi. 1885 yilinda Chesshire ve
Cheyne tarafindan yavru ¢iiriikliigii olarak tanimlanan olgulardan Bacillus alvei
izole edilmis ve yavru clirtikliigii etkeni olarak tanimlanmistir (Genersch, 2010).
Yavru ciirtikliigi bakteriyolojisi ile ilgili ilk calismalar ise yine ayni yillarda
yapilmaya baslanmis, yavru ciiriikliiklerinde kag¢inilmaz bir sekilde bir patojen
etkenin varligi, bu etken ile arilarin kendi aralarinda ve c¢evre ile olan
etkilesimlerinin sagliklarini etkiledigi vurgulanmistir (Genersch, 2010).

Veteriner hekimligi, uzunca bir siire, talihsiz bir sekilde memeliler
haricindeki tiirlere ilgisiz kalmistir. Veteriner hekimlerin bal arilari ile ilk
ilgilenmeye baslamasi, yogun Varroosis salginlart gibi, ruhsath ilaglara yogun
ihtiya¢ duyulan olaylarla birlikte ger¢eklesmistir (Williams, 2000).

AYC hastalig1 ve etkeni lizerine ilk c¢alismalar, 1906 yilinda Gershom
Franklin White’in ¢alismalarina dayanmaktadir (Genersch, 2010). White (1906),
ar1 hastaliklarinin bakteriyolojisi {lizerine yaptig1 caligmada, uzama gosteren

viskoz larvalardan B. alvei‘yi izole etmekte basarisiz olmus, bunun yerine



hastalikli ve 6lii larvalarda, istisnasiz olarak, comak sekilli, endosporlu saptamis,
bunu Bacillus larvae olarak smiflandirmistir (Genersch, 2010). Bu g¢alisma,
aricilikta bakterilerin 6nemi konusunda da ilk ciddi ve onemli ¢alisma kabul
edilir. Ilk olarak bu ¢alismada, AYC etkeni, diger basil tiirlerinden fenotipik
karakterizasyon ve klinik etkileri itibariyla farkli olarak tanimlanarak B. larvae
adiyla literatiirdeki yerini almistir (Genersch, 2010). Bu tarihten sonra AYC
etkeni ile ¢alisan tiim arastirmacilar referans olarak White’in calismasina atifta
bulunmuslardir. Ayrica arastirici, farkli etkenlerce farkli klinik belirtilerle
seyreden iki farklt yavru ¢iirikliigli oldugunu vurgulayan ilk arastirmacidir
(Genersch, 2010).

Bu arastirmacidan sonra uzunca bir siire, etkenin taksonomisi lizerine
degisiklik yapilmasini gerektirecek herhangi bir kayda rastlanmamaktadir. 1950
yilinda Katznelson, giiniimiizde AYC hastaliginin farkli bir klinik formu olarak
degerlendirilen “ tozlu kabuk” olarak tanimlanan, turuncu pigmentasyon gosteren
yavru c¢irikligi etkenini, AYC etkeninden farkli bir etken olan Bacillus
pulvifaciens olarak tanmimlamigtir (Genersch et al., 2006). Sonraki bazi
aragtirmacilar, etken iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda, fenotipik karakterizasyon
ve kiiltiir ihtiyaglar1 acgisindan ayr1 bir tiir olarak degerlendirilmesini uygun
gormemisler, etken uzunca bir siire klasifikasyon disinda birakilmistir (Genersch
et al., 2006). Nakamura, gelismekte olan DNA analizlerini uygulayarak, daha
once Bacillus pulvifaciens olarak tanimlanmis 34 susu incelemis, ilk 6nce kuvvetli
katalaz aktivitesi gosteren 10 adedini, fenotipik karakterizasyona hi¢ uymadigi
icin c¢aligma dist birakmistir. Kalan 24 sus iizerinde yaptig1 fenotipik
karakterizasyon ¢alismalari, DNA saflagtirma, tekrar birlestirme ve G+C
iceriklerine gore yaptigi calisma sonunda asagidaki tablolarda detaylandirilan
verileri elde etmistir. Arastirici, elde ettigi veriler dogrultusunda, bakterinin B.
pulvifaciens olarak tekrar klasifikasyona alinmasini Onermis, Onerisi kabul

gormiistiir (Nakamura, 1984).

1992’de uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji Komitesinin “Bacillus
Genusunun Taksonomisi Alt Komitesi” tiirlerin tanimlanmasi igin gerekli
minimum standartlar1 belirlemis, nomenklatér buna gore yeniden diizenlenmistir.
Bu komitenin tavsiyeleri dogrultusunda karsilastirmali 16S rRNA dizi analizi

verilerine gore, 1991 yilinda en az bes filogenik hatta sahip oldugu bildirilen



Bacillus hatlarindan, grup 3 olarak belirlenen hatta bulunan bakterilere, diger
Bacillus tiirlerinden belirgin bir sekilde fenotipik 6zellikleri ve tiir spesifik 16S
RNA probu ile ayrilan aerobik endospor gelistiren Paenibacillus adinda yeni bir
tir olarak siniflandirilmasi 6ngoriilmiistiir (Ash et al., 1993). Calisma, B. larvae
ve B. pulvifaciens suslari arasinda ¢ok yakin akrabalik oldugunu belirlemis ve bu
tirler Paenibacillus genusu altinda yeniden siniflandirilmistir. Bu diizenlemeye
gore suslar, Paenibacillus larvae ve Paenibacillus pulvifaciens olarak
adlandirilmistir.

Takip eden calismalarda, P. larvae ve P. pulvifaciens olarak adlandirilan
bakteriler, SDS-PAGE, yag asitleri, fenotipik karakterizasyon ve numerik analiz,
DNA-DNA hibridizasyonu, DNA temel kompozisyonu, ARDRA (Amplified
ribosomal DNA restriction Analysis) AFLP Analizi, RAPD metodlar ile
calisilmig, P. larvae subsp. larvae ve P. larvae subsp. pulvifaciens olarak tekrar

smiflandirilmiglardir (Heyndrickx et al., 1996).



Testin karakteristigi P. larvae P. pulvifaciens
Hareket v v
Eliptik sporlar + +
Santral ve subterminal sporlar + +
Siskin sporlar +/- +/-
Anaerobik gelisim + +
Tiamin ihtiyaci + -
Eskiilin hidrolizi + +
Arjinin dihidrolaz1 - +
Kazein hidrolizi + +

Sitrat kullanim - -

Hidrojen siilfit tiretimi - -

Indol tiretimi - -

Jelatin eritme + +
Nitrat indirgeme Y Y
ONPG - -
Ureaz - _
Voges-Proskauer % v

Karbonhidratlardan asit tiretimi

N-Asetilglikozamin, D-Glikoz, + +
Gliserol, D-Mannoz, Riboz ve D-

Trehaloz

Mannitol - +
Salisin + -
D-Friiktoz, D-Galaktoz, metil-D- Y, Y,

glikozid, ve D-Tagatoz

Tablo 2.1: P. larvae ve P. pulvifaciens suslarinin fenotipik karakteristikleri
(Heyndrickx et al., 1996).
+: Pozitif
-: Negatif
+/-: Zayif Pozitif
V: Degisken




Ozellik P. P. P. P.
larvae | pulvifaciens | alvei | validus | polymyxa

Anaerobik gelisim + + - +
Avrjinin dihidrolaz - + - -
Indol {iretimi - - - -
Jelatini eritme + + - n
ONPG - - - ¥
Asit olusturma
N-asetilglikozamin + + - -
Maltoz - - n ¥
Nisasta - - v +
Siikroz - F + +
Mannitol - + + +
Salisin + - - +
d-Ksiloz - - ¥ n
Karbohidrattan gaz - - - +

Tablo 2.2:P. larvae ve P. pulvifaciens’i yakin Paenibacillus tiirlerinden ayiran 6zellikler
(Heyndrickx et al., 1996) .

+: Pozitif
-: Negatif
+/-: Zayif Pozitif
V: Degisken
Sus ile % DNA eslesmesi
Suslar LMGno | % G+C
6911 14427 14428 9820 14426
P. pulvifaciens | 6911 43.3 100
14427 42.9 100 100
14428 42.0 99 100 100
P. larvae 9820 42.3 90 100
14426 42.2 81 95 100

Tablo 2.3:P. larvae ve P. pulvifaciens suslarinin kendi aralarinda ve iglerindeki DNA

eslesme verilerindeki G+C igerikleri (Heyndrickx et al., 1996)
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Bu c¢aligmadan sonra, birbirine yakin olan alt tiirler iizerinde
siniflandirmaya yonelik ¢aligmalar devam etmistir. 2004 yilinda, Kilwinski ve
arkadaglari, P. larvae subsp. pulvifaciens DSM 3615 (ATCC49843) susunun
asagida detaylar1 verilen karsilastirmali katalaz, plageman testleri, spesifik PCR
reaksiyonu, BIOLOG biochemical fingerprinting system, 16S rDNA sekanslama
gibi biyokimyasal ve genetik ¢aligmalar sonrasinda P. larvae subsp. larvae olarak
tekrar siniflandirilmasini 6ngérmiislerdir (Kilwinski et al., 2004).

Alt tiirler arasindaki bu yakinlik, arastirmacilarin ilgisini ¢ekmis, gelisen
molekiiler tiplendirme metotlarimin P. larvae alt tiirlerine uygulanmasiyla
smiflandirmada yeni bir yaklasim sekillenmistir. 2006 yilinda Genersch ve
arkadaslari, 44 adet P. larvae subsp. pulvifaciens ve P. larvae subsp. larvae susu
ile 9 adet referens sus iizerinde uyguladiklar1 rep-PCR, PFGE, 16S rRNA
sekanslama, API, API ZYM, biyoanaliz 6zellikleri gibi metotlar sonucunda, bu
mikroorganizmalarin alt tiir ayrimi olmaksizin Paenibacillus larvae olarak tekrar
siniflandirilmasini ongérmiislerdir (Genersch et al., 2006).

Mevcut smiflandirma géz oniine alindiginda, kaynaklarda (OIE Terrestrial
Manual 2008; Ryba et al., 2009), P. larvae, Gram pozitif, yuvarlak uglu, diiz veya
kivrik 0,5 pum en, 1,5 ile 6 pm boyunda, mikroskopta iplik¢ikler veya zincirler
seklinde goriilen, bazi suslari hareketli, santral veya subterminal sporlu basil
olarak tanimlanmaktadir. Sporlar, dis kosullara sira dig1 dayanim saglayan yedi
koruyucu katmana sahiptir. Cevresel sartlara olduk¢a dayanikli olup, dogada en az
30 ile 50 yil canli kalabilirler. Preperatlarda serbest olarak goriilebilirler.
Endosporlar, goriintii olarak diger tiirlere benzese de, diger Bacillus tiirlerinde
sporlar enfektif degilken, P. larvae’da sadece sporlar hastalik yapma kapasitesine
sahiptir (OIE Terrestrial Manual 2008; Ryba et al., 2009).

2.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de Mevcut Durum

2.2.1 Diinya’da AYC hastaliinin mevcut durumu

Tim Diinya’da AYC hastaligi, ar1 kolonilerinin gelecegini, dolayisiyla
arilara bagl polinasyonu ve tarimsal iiretimi de tehdit eden en 6nemli etkenlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Genersch, 2010). Aricilik sektdriine 6nem veren

iilkeler de hastalikla miicadelede basarili olabilmek i¢in {ilkelerindeki ar1
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hastaliklarinin  yayginligina yonelik tarama c¢aligmalart yapmaktadirlar. Bu
calismalara kisaca goz atacak olursak;

Antunez ve arkadaglari, 2001 ve 2002 yillarinda Uruguay’da
gerceklestirdikleri orneklemeleri takiben, klinik belirti gosterip gostermedigi
ayrimi yapmaksizin 101 bal Orneginden iilkesel bir P. larvae taramasi
gerceklestirmislerdir. Ornekler &nce steril distile su ile sulandirilip 1s1l islemden
gecirilmis, ardindan 9ug/ml nalidiksik asit eklenmis J agara ekilmistir. Ekimler
sonrasi P. larvae koloni yapisi gosteren, Gram pozitif, katalaz ve Voges-
Proskauer negatif kolonilere PCR yontemi uygulamis ve 101 6rnegin 52’sinde ( %
51.5 ) P. larvae yoniinden pozitiflik saptamislardir. Arastirmacilar daha sonra
spor sayilarma gore iilkesel AYC dagilimi haritasini olusturup miicadele i¢in

oncelik verilecek bolgelerle ilgili, resmi makamlara yol gdstermislerdir (Antunez

et al., 2004).

PAYSANDU

ACUAREMBO
- CERROLARGO
RIO NEGRO
DURAZNO
%
SORIANO
ORE:

ARGENTINA

AVALLEJA

>\ FLORIDA

Sekil 2.1: Uruguay’da bal 6rneklerinde bulunan P. larvae sporu sayilarinin dagihimi (Antunez et
al., 2004).

Lindstrom ve arkadaslari, kuzey Finlandiya’da izole bir ortamda 13 ari
kolonisi ile yaptiklar1 ¢alismada, P. larvae’nin ana bulagsma kaynagi olarak koloni
icini isaret etmisler, kolonide 100°den fazla hasta larva gozii bulunmasi halinde,
hastaligin klinik belirtiler ve diger kolonilere bulastirma tehlikesinin olugmasi
nedeniyle tehlikeli olarak degerlendirilebilecegini bildirmislerdir (Lindstrom et
al., 2008).

Gillard ve arkadaslar, 2004 ve 2005 yillarinda, Isvigre’de gérsel olarak
AYC gortliip goriilmedigini not ederek 237 ar1 ve 67 bal drnegini kiiltiir ve PCR

yontemleri ile incelemislerdir. Arastirmacilar, klinik belirtilerde hastalik sliphesi
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gosteren kolonilerden aldiklar1 6rneklerde tiiriine gore % 83-100 oraninda, klinik
belirti gdstermeyen kolonilerden aldiklar1 6rneklerde ise yine tiirline gore % 22-41

oraninda P. larvae varlig1 saptadiklarini bildirmislerdir (Gilliard et al., 2008).

Peters ve arkadaslari, epidemiyolojik tarama ¢alismasi sonucunda
yaptiklar1 hesaplamalarla, Almanya North Rhine — Westphalia eyaletinde 1999 ile
2003 yillar1 arasinda, her 1000 ar1 kolonisi basina 0,8 vaka, Bavaria ve Baden
Wuttemberg eyaletlerinde ise her 1000 ar1 kolonisi basina 0,2 vaka yaygmlik
saptamiglardir (Peters et al., 2006).

Fernandez ve arkadaglari, Eyliil 2007 - Ocak 2008 arasinda Arjantin’de
dort arilikta, 69 kovanda, tiim ¢ercevelerdeki enfekte larvalari sayip skorlayarak,
AYC ile miicadelede avantaj elde etmeye yonelik bir izleme ¢alismasi
gerceklestirmiglerdir (Fernandez et al., 2010). Hig enfekte larva olmayan koloni
saglikli, 1-10 enfekte larva olan hafif, 11-50 enfekte larva olan orta ve 50’den
fazla enfekte larva olan koloniler de siddetli olarak siniflandirilmislardir. Kiltiir
yontemi ve biyo-istatik degerlendirme sistemlerini kullanilan aragtirmacilar,
orneklerin alindig1 kolonilerde % 42 oraninda subklinik AYC enfeksiyonu tespit
etmislerdir. Aragtirmacilar, bu oranin klinik AYC hastalig1 gelisimi i¢in yliksek ve

riskli bir seviye oldugunu bildirmislerdir (Fernandez et al., 2010).

2.2.2 Tiirkiye’deki mevcut durum

Ulkemizde, AYC yaygmlg ile ilgili galismalar, yasal nedenlerden dolay:
(Anon-2011) uygulamaya yonelik saha ¢alismalarindan ziyade, genellikle anket
caligmalar seklinde, farkli bolgelerde degisik arastiricilar tarafindan yapilmistir.

Cakmak ve arkadaslari, 2003 yilinda, Giiney Marmara bdlgesinde
gerceklestirdikleri genel tarama caligmasinda, kiiltiir yontemi ile AYC hastaliginm
saptamadiklarin bildirmislerdir (Cakmak vd., 2003).

Borum ve arkadaslari, Giliney Marmara’da, anket c¢alismasi ve klinik
muayene sonrasi laboratuar calismalar1 seklinde yaptiklart g¢alismada AYC
hastaligini saptamadiklarini bildirmislerdir (Borum vd., 2010).

AYC hastaligini, Tiirkiye’deki iilke genelinde gezici entansif aricilik

yapilan ariliklarda, anket, klinik muayene ve kiiltiir yontemi ile arastiran diger
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aragtirmacilar (Kaftanoglu vd., 1995, Aydn vd., 1999, Akmaz, 2001, Sirali ve
Dogaroglu, 2005;, Sahinler ve Giil, 2005, Simsek, 2008;, Yal¢inkaya, 2008) ise
hastaligin yayilis oranin1 % 13.76-% 29 arasinda bulduklarini bildirmislerdir.

Kiiltiir metodu ve molekiiler metodun birlikte kullanildigi ¢alismalarinda,
Kili¢ ve arkadaslari; AYC hastaligindan siipheli 25 isletmeden aldiklart 100 ar
larvasi, bal ve balmumu Orneginden; larvalarda kiiltiir metodu ile yedisinde
pozitiflik, molekiiler olarak PCR ile ise sekizinde pozitiflik, bir balmumu, yedi bal
orneginde pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir (Kilig¢ vd., 2010).

Ulkemizde yapilarak yaymlanmis olan son ¢alismada, Giiney Marmara
bolgesinde, (Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale ve Yalova illeri) toplam 23
ariliktaki 725 kovan yavru ¢iiriikliigii yoniinden incelenmis, siipheli bulunan 19
ariliktaki 105 kovandan 6rnekler alinmis ancak higbir 6rnekte kiiltlir veya PCR ile

etkenin saptanamadigi bildirilmistir (Borum vd., 2010).

2.3. AYC Iile ilgili Yapilan Giincel Cahsmalar
AYC hakkinda son yillarda yapilan yayinlari inceledigimizde, rutin teshis
ve taramalarin yani sira c¢alismalarin birkag farkli alan iizerine yonlendigini
gozlemlemekteyiz.
1- Etken ve hastaligin tabiat1 iizerine yapilan ¢alismalar.
2- Korunma ve tedavi lizerine yapilan ¢aligmalar.
3- Teshis metotlarinin etkinligi izerine yapilan ¢aligmalar.

4- Tiplendirme, karakterizasyon ve ileri diizey molekiiler caligmalar.

2.3.1 Etken ve hastahigin tabiati iizerine yapilan cahiymalar

AYC etkeninin iizerine yapilan c¢aligmalar, diger hastalik etmenleri ile
etkilesimleri yoniinden genel calismalarin yani sira, etken ve patojenitesi,
bakterinin g¢evresel etkileri ve etkilesimleri {izerine derinlemesine Ozellesmis
caligmalar olarak yayilmaktadir.

Evans (2011), genel olarak bal aris1 hastaliklarin1 asagida sematize ettigi

sekilde gruplandirarak AYC tizerine ¢alismistir.
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* Aspergillus spp.

« Crithidia mellificae
» Malpighamoeba
mellificae

? « Gregarines

*Cryptic species
* Novel introductions

« Varroa destuctor

« Tropidaelaps spp.
» Acarapis woodi

Sekil 2.2: Kiiresel olarak bal arilarinin saghigini etkiledigi kabul edilmis olan “Bal Arilarinin
Patojenleri” semasi. “?”; diger akarlardan capraz gegisle etkileme potansiyeli olan parazitleri
tamimlar (Evans 2011).

Kisaltmalar: SBV, Torba Ciiriikliigi Virisii(Sacbrood virus); VDV, Varroa destructor
viriis; IAPV, Israil Akut Paraliz Viriisii (Israeli acute paralysis viriis); BQCV, Siyah Kralice
Viriisii (Black queen cell virus); KBV, Kashmir bee virus; ABPV, Akut Paraliz Viriisii (Acute bee
paralysis virus); SBPV, Yavag Paraliz Virtsi (slow bee paralysis virus); CBPV, Kronik Paraliz
Viriisii (chronic bee paralysis virus); LSV, Snai Goli Virist (Lake Sinai virus); Deforme Kanat
Viriisii, [Deformed wing virus (DWV)] bir susu olarak saptanmis olan Kakugo virts (KV) ile
birlikte listelenmistir. *, Bu viriisiin klasifikasyonu yaygin olarak desteklenmesine ragmen yeterli

oranda kabul gérmemistir.

AYC’niin vertikal ve horizontal olarak bulasabildigini, ¢igek, nektar, polen
ve su kaynaklarmin kontamine olmasiyla fekal-oral yolla da bulasabilecegini,
Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. Bakterilerinin P. larvae iiremesini
baskiladigini bildirmistir (Evans, 2011).

Adjlane ve ark. (Adjlane et al., 2014), enfekte ve saglikli kovanlardaki

-Cergevelerden alinan is¢i arilar,

-Petek gozlerinden alinan bal,

-Cerceveden alinan balmumu,



15

-Koloniler arasindan toplanan polen,

-Kovan dibinden toplanan artiklardan Ornekleme yapmuslar, ornekleri
kiiltiir yontemi ile ¢alisip, kontamine kovanlardan alinan 6rneklerde % 40 - % 80,
saglikli kolonilerden alinan 6rneklerde ise % 0 - % 20 aras1t AYC hastaligi
yoniinden pozitiflik saptamislardir. Bu sonuglarin, klinik belirti goriillmeyen
durumlarda bile hastaligin tehdit olusturabilecegine isaret ettigini bildirmislerdir.

Poppinga ve Genersch (2015), P. larvae’nin patojenitesi tizerine yaptiklari
arastirmada, etkenin Enterobacterial Repetetive Intergenic Consensus (ERIC)
tiplerine gore hiicresel diizeyde patojenitesini incelemis, larva tiizerindeki

patojenitesini asagidaki gibi a¢iklamiglardir.

Sporlarin kovanc arilarla yeni larvalara aktariimas

Sporlarin larva
tarafindan yenmesi
Olii Larvanin bozulmasi

P. larvae'nin sporulasyonu

Epitelyumun delinmesi Sporlarin
hemosele gecis ve larval 6lim gelismesi

Y

P. larvae'nin barsak lumeninde cogalmasi

Sekil 2.3: AYC Hastaliginin Sematize Edilmis Patogenezi (Popinga and Genersch, 2015).

Ayrica arastirmacilar, etkenin ERIC I ve ERIC II tiplerinin patojenitesini

asagidaki gibi sematize etmislerdir (Popinga and Genersch, 2015).
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Sekil 2.4: ERIC | ve ERIC Il tiplerinin patojenitesi (Popinga and Genersch, 2015).

Schild ve arkadaslari, diisiik molekiiler agirlikli P. larvae metabolitleri
lizerine yaptiklari c¢alismada, bu metabolitlerin larva iizerine toksik etkilerini
saptamislardir. Calismalarinda en virulent susun DSM 16116, benzer olarak DSM
16115 ( ERIC Il suslar) viriilent bulundugunu bildirmislerdir.

ERIC II ve ERIC IV suslarinin ERIC I suslarindan daha kisa inkiibasyon
stiresine ihtiya¢ duydugunu, ERIC II ve ERIC 1V suslarinin LTy degeri 6-7 giin
iken ERIC 1 suslarinda bu degerin, yaklasik 12 giin olarak saptadiklarim
bildirmislerdir. ERIC tipi bilinmeyen DSM 17237 susunun 6zelliklerini ERIC II
ile uyumlu bulmuslar, ERIC I olan NRLL B-41635 susunun ERIC II ile tam
benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Aragtirmacilar, gelecekte bu metabolitler lizerinde calismanin patojenite,
teshis ve genetik caligmalara yonlenmesi ile daha faydali olacagini bildirmislerdir
(Schild et al., 2014).

Neuendorf ve arkadaslari, P. larvae DSM 7030 (ATCC 9545) DSM 8442
ve P. larvae subsp. pulvifaciens DSM 8443 suslar1 ile 86 saha izolati, P. larvae
DSM 16115 ve DSM 16116 (AB tipi) ¢alismislar, rep-PCR, Biolog sistem ile P.
larvae subsp. larvae suslarmin metabolik profillerini ortaya koymuslardir
(Neuendorf et al., 2004).

Forsgren ve arkadaslari, suslarin stabilitesi ile ilgili bir ¢alisma

yapmiglardir. Referens suglar ve saha suglarindan olugsan 8 susu 65°C’de 15



17

dakikadan, 93°C’de 10 dakikaya kadar farkli 1s1l isleme kars1, ayrica 1 aydan az, 6
aylik, 12 aylik ve 18 aylik depolama siireleri sonundaki dayanimlari, gelisme
oranlarinin arastirilmasi tlizerine ¢alismislardir. Arastirmacilar, referens suslarda,
151l iglemler sonunda genotipine gore degisen %0 ile %30 arasinda bir yeniden
canlanma orani saptadiklarini bildirmislerdir. Stabilitede ise, saklamada 1 aydan
az siirede bile % 45 ile % 80 arasinda kayiplar saptandigini bildirmislerdir
(Forsgren et al., 2008).

Antunez ve arkadaglari, virulens faktorii olma olasiligi bulunan, glikolitik
yola katilan sitosolik bir enzim olan “enolase” fizerine caligmiglardir.
Arastirmacilar, enolazin bal arist larvast iizerinde toksik ve immunojenik
ozelliklerini saptamis, larva gidasindaki LCsp degerini 4 ng/ul olarak
saptamiglardir. Arastirmacilar, P. larvae’nin enolaz iiretmesi ve bunun da
patojenik indikatorlerden goriilmesinden hareketle, Uruguay’da izole edilen 50
susta, enolaz gen bolgesini iiretmis, klonlamis, saflagtirmis ve rekombinant
proteini elde etmislerdir. Enolaz toksisitesine yonelik calismislar, 5, 50 ve 500
ng/ul enolaz iceren gidalarla larvayi iki glin boyunca beslemislerdir. En diisiik doz
olan 5 ng/pul dozda bile enolaz’1n yiiksek toksisiteye sahip oldugunu, immunojenik
bir protein oldugunu ve salinmasinin plazminojen aktivatorii olma potansiyeli
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastirmacilar, enolaz’in immunojenik
olmasindan hareketle, enolaz’in Flourescein Antibody Test (FAT) ile tespitine
yonelik caligmiglardir (Antunez et al., 2011-1).

Genersch ve ark., (2005) farkli genotiplerdeki 17 sus kullandiklari
patojenite diizeyini belirlemek iizere yaptiklari galismada, 100 ile 800 CFU ml™
gidada LCso dozlarmi ve 6 ile 13 giin arasinda degisen LTigo degerlerini
belirlemislerdir.

Calismadaki larvalarin % 100’1 spor iceren beslenme sonrast AYC’den
Olmiistlir (Genersch et al., 2005).

Behrens ve arkadaslart (2000) erkek ve isc¢i balarisi larvalarinda P.
larvae’nin letal enfeksiyon seviyesi lizerine bir caligma yapmuslar, erkek
larvalarinin 6liim siiresinin bir giin daha uzun oldugunu, mortalitenin de %10
kadar daha az oldugunu belirtmislerdir (Behrens et al., 2010).

Djukic¢ ve ark., P. larvae nin patogezini anlayabilmek i¢in, DSM 25430
(ERIC II genotipi) ve DSM 25719 (ERIC 1 genotipi) suslarinin genom
sekanslarini incelemisler, sirasiyla 4,056,006 bp blyiikligi ve 3,928 protein
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kodlayan gen bolgesi, ve 4,579,589 bp biiyiikliigliinde ve 4,868 protein kodlayan
gen bolgesi barindirdigini, %44 ve %45 G/C igerigi, 23 ve 25 rRNA gen bolgesi,
79 ve 81 tRNA gen bolgesi, 75 ve 99 pseudogen, 256 ve 366 transpozon, 22 ve 8
faj bolgesi belirlemislerdir. Her iki susta da kollajenaz ve toksin gibi virulans ile
iligkili proteinleri kodlayan 9,7 kb plasmid geni bulundugunu saptaniglardir. Bu
sonuglar, P. larvae’nin patojenitesinde plazmidlerin yerini belirlemek agisindan

da ayrica onemlidir (Djukig et al., 2014).

2.3.2 Korunma ve tedavi iizerine yapilan ¢calismalar

Evans (2011) yayminda, bal arilarinin tiim patojenlerini smiflandirarak
ortaya koymus, (Bkz. Sekil 2.2) AYC’niin vertikal ve horizontal olarak
bulasabildigini, ¢icek, nektar, polen ve su kaynaklarinin kontamine olmasiyla
fekal-oral yolla da bulasabilecegini, ayrica Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium
spp. bakterilerinin P. larvae iiremesini baskiladigini bildirmistir (Evans, 2011).

Evans (2004) bir c¢alismasinda abaecin ve defensin adi verilen iki
antimikrobiyal peptidin P. larvae’yla etkilesimleri arastirilmig, Ozellikle
abaecin’in ilk 24 saatte P. larvae gelisimine karsi etkili oldugu bildirilmistir
(Evans, 2004).

Parvanov ve arkadaslar1 (Parvanov et al., 2006) ii¢ ariliktaki toplam 119
kolonide antibiyotik kullanmadan tedavi segenekleri {iizerine c¢alismislardir.
Arastirmacilar, karantina, hastalikli ¢erceveleri yakma ve % 4 NaOH ile
dezenfekte etme prosediiriinii iceren bir protokol ile hastalikli kovanlarda AYC
miicadelesinin etkinligini aragtirmiglardir. Bu siirecte klinik belirti gosteren
kolonileri, besin olmaksizin 48 saat soguk bir yerde tutulduktan sonra tamamen
yeni kovanlara, yeni temel peteklerle aktarilmislardir. 15 giin arayla iki kez
kolonileri klinik yonden kontrol etmisler, ballar1 da P. larvae sporlar1 yoniinden
analiz etmislerdir. Bir yil sonra kontrol edilen kolonilerin hi¢ birinde hastalik
saptamadiklarini, bu yontemin miicadelede etkili oldugunu bildirmislerdir
(Parvanov et al., 2006).

Calismaya ait veriler Tablo 2.4’te verilmistir.
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Hastahiktan Cahsma
] Calisilan . ]
Koloni Sonen Kontamine Bal|  Ogul Sonundaki
Ariliklar . Bal Arisi .
Sayisi Koloni Ansi Sayist | Verenler | Kontamine
Sayisi
Sayisi Sayisi
1 43 7 36 7 7
2 64 8 56 18 18
3 12 5 7 3 3

Tablo 2.4 Antibiyotik kullanmadan tedavi sonuglar1 (Parvanov et al., 2006).

AYC nedeniyle olen larva ve AYC sporlart ile c¢esitli diizeylerde
kolonilerde deneysel enfeksiyon iizerine (Lindstrom et al., 2008) yapilan
calisilmada, ilk yilda kolonilerde klinik belirti gozlenmemis, ikinci baharda 6li
larva verilen kolonilerde kontamine bal verilenlerden daha fazla klinik belirti
gozlenmistir. Yetiskin ar1 digkisindaki spor diizeyinde enfeksiyon kaynagi fark
etmezken, klinik seyirde oOli larvalar, kontamine baldan daha tehlikeli
bulunmustur. Her iki durumda da ergin arilarin kovan i¢ine diskilayarak biraktigi
sporlarin kovani kontamine ederek biiyiik tehlike olusturduklar1 bildirilmistir
(Lindstrom et al., 2008).

Diger bir ¢alismada arastirmacilar (Fries et al., 2006), iki yillik donemde
AYC klinik belirtileri gosteren kolonilerin verdigi 25 ogul ve ogul veren ana
kolonilerde AYC belirtileri iizerinde ¢alismislardir. Ana Kkolonilerin ikisinde
hastalik klinik belirtileri goriilen 20 - 30 g6z saptanmis, kuru-6lii larva
saptanmadig bildirilmistir. Yapilan muayenelerde; 21 ana koloniden 21°i, 25
oguldan 22’sinin AYC pozitif yoniinden bulundugu bildirilmistir. Sonuglar SAS
GLM prosediiriine gore istatistiksel analize tabi tutulmus. Sonucta hastalifin
klinik belirti gosteren veya subklinik seyreden ana kolonilerden ogullara
bulastiginin saptandigi bildirilmistir (Fries et al., 2006).

Genersch tarafindan yapilan bir ¢alismada (2010), AYC hastaliginin
antibiyotikler ile tedavisinin etkinligi ve ¢evresel etkileri irdelenmistir.

-Antibiyotik kullaniminin enfektif form olan sporlari etkilemedigi, sadece

baskilayarak klinik semptomlar1 gizledigini bildirilmistir.
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-Balda olusan kalintinin insan tiikketimi i¢in iirlin kalitesini diisiirdiigii ve
gida giivenligi agisindan riski arttirdigini bildirilmistir.

-Antibiyotikli gida ile beslenen larvalarda yasama orami ve yetiskinlige
ulagan arilarda 6mriin azaldigin bildirilmistir.

-Oksitetrasiklin - ve sulfathiazol’e direngli suslarin  yayginlagmaya
baslamasi nedeniyle yeni antibiyotik arayislarinin baslamasi, ancak kullanimdan
once artan diren¢ mekanizmalarinin ciddi bir problem olarak goériilmesi nedeniyle
antibiyotik tedavisinin 6nerilmedigi bildirilmistir.

Aragtirmacilar, tedavide;

-AYC’ne dayanikli tiirler yetistirilmesine 6nem verilmesi gerektigini,

-Antagonistik tedavilerle biyokontrol yontemlerinin gelistirilebilecegini,

-Esansiyel yaglar, propolis ve bitkilerle dogal tedavi yontemlerinin dikkate
alinmasi gerektigini bildirmislerdir (Genersch, 2010).

Schafer ve arkadaslari, kiigiik kovan bocegi (Aethina tumida) zararlisinin
balarilar1 ve aricilarin disinda AYC miicadelesinde yeni bir zorluk yarattigini, P.
larvae ile temas eden kiiciik kovan boceginin enfekte oldugu spor sayisindan
bagimsiz olarak, az miktarlarda maruz kalma ile bile kovanlara AYC
bulastirabildigini bildirmislerdir. Bes hafta iginde is¢i arillarda ve balda yiiksek
sayida spor saptadiklarini belirtmislerdir. Bu nedenle etkenle miicadele edilirken
kiicik kovan bocegi miicadelesinin de birlikte yiriitiilmesi gerektigini
bildirmislerdir (Schafer et al., 2010).

Santos ve arkadaslari, AYC tedavisinde antibiyotiklere alternatif olarak
Andiroba (Tropikal bolgelerde yetisen bir tiir ceviz) ve Copaiba (Pelesenk)
esansiyel yaglarinin sirasiyla 1.56—%25, MIC degerinde 24 saat, 1.56-%12.5 MIC
degerinde 48 saat maruz kalma sonrasi canli P. larvae’ya rastlamadiklarini, in-
vitro olarak Andiroba ve Copaiba esansiyel yaglarinin P. larvae’ya karsi yiiksek
etkinlikte oldugunu bildirmislerdir (Santos et al., 2012).

Bagka bir caligmada arastirmacilar (Boligon et al., 2013), konvansiyonel
antibiyotiklere gittikce artan oranda direncli olmaya baslayan etkene kars
alternatif tedavi imkanlarmin gelistirilmesinin zorunlulugundan yola ¢ikarak,
etkene karsi yerel bir aga¢ tiirii olan Scutia buxifolia agacinin ham ve
fraksiyonlarina ayrilmis ekstraktlarinin etkinligini disk difiizyon ve MIC degeri

olarak arastirmiglardir. Arastirmacilar ayrica ekstraktlarin toksik etkisini de
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aragtirmig, belirtilen MIC dozlarinda, 15 giinlik uygulamadan sonra herhangi bir
toksik etkiye rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Bagka bir ¢alismada arastirmacilar (Jaouani et al 2014), temelde
bakteriosin  benzeri molekiiller igeren enterokok tiirlerinin, Listeria
monocytogenes ve P. larvae ile miicadelede de Onemi tiizerine ¢aligmislardir.
Arastirmacilar, farkli kaynaklardan 300 adet bakteriyosin kodlayan gen igeren
enterokok saptamiglar, bunlarimn A, P ve L50 A/B enterosinlerini farkl
kombinasyonlarda bulunduran 59 adedinin L. monocytogenes ve P. larvae’ya
kars1 yiiksek etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Tedavi lizerine yapilan bir ¢aligmada arastirmacilar (Flesar et al., 2010),
farkli kimyasal gruplardaki 26 bilesik ve secgilen 19 ham bitki ekstraktinin P.
larvae’ya karsi in vitro antibakteriyel etkisi ve toksisitesi tizerinde ¢alismiglardir.
Caligmadaki maddelerden sirasiyla sanguinarine (MIC 4 mg/ml), ardindan
thymoquinone, capsaicin, trans-2-hexenal ve nordihydroguaiaretik asitin (MIC 4—
32 mg/ml) en gii¢lii antibakteriyel etkiyi gosterdigini bildirmislerdir. Ekstraktlar
icinde serbet¢i otu ve myrtle methanolik-dichloromethane ekstraktlarinin 2 ile 8
mg/ml arasinda degerlerle en yiiksek antibakteriyel etkiyi gdsterdigini
bildirmislerdir. Yukaridaki maddelerin ergin arilarda 100 pg/an diizeyinde oral
toksisitesini saptayamamiglardir. Arastirmacilar, literatiirlerde belirtilenlerden
daha etkili, kolay erisilebilen, ucuz ve diisiik toksisiteye sahip olan bu maddelerin
AYC miicadelesinde 6nemli bir potansiyeli oldugunu bildirmislerdir.

Bagka bir ¢alismada (Nguyen et al., 2013), Giiney Kore’de izole ettikleri
1216 Aktinobakteri tiirtinden Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Massilia,
Chitinophaga, Kitasatospora, Actinomadura, Pseudosporangium, Actinoplanes,
Amycolatopsis ve Micromonospora olmak tizere 11 genusa ait tiirlerin 92 susunda
P. larvae’ya karsi antibakteriyel etki saptamiglardir.

Alternatif tedavi imkanlarinin arastirildigi bir caligmada (Bastos et al.,
2008) arastirmacilar, antibiyotiklere karsi gittikge artan direnglilik durumunda
alternatif tedaviler ic¢in c¢aligmalar yapilmasmin gerekliligini diisiinerek,
antibakteriyel etkisi bilinen propolis ekstrakti {izerine caligmalar yapmuslardir.
Aragtirmacilar, Brezilya’nin ¢esitli bolgeleri ve ABD Minnesota’dan elde edilen
propolislerin ekstraktlarindan, difiizyon metodu ile P. larvae’ya karsi, caligmaya
vankomisin, tetrasiklin ve tylosin antibiyotikleri de katarak karsilastirmali bir

antibakteriyel etki degerlendirmesi yapmislardir. Caligsmalar1 sonucunda 0,12 mg
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ile 1,7 mg dozlart arasinda degisen dozlarda propolis ekstraktinin P. larvae’ya
kars1 antibakteriyel etki gosterdigini bildirmislerdir.

Baska bir calismada (Antunez et al., 2008) arastirmacilar, propolisin
etanoldeki ekstrakti ile seker surubunu karistirarak, AYC semptomlar1 gdsteren
kolonilerde, % 0.52 MIC dozundaki uygulamalarda, baldaki spor sayisinda énemli
azalma saptadiklarin1 bildirmislerdir. Arastirmacilar, AYC miicadelesinde
propolis ekstraktinin kullaniminin etkili, arilar i¢in gilivenli ve aricilar tarafindan
kolaylikla uygulanabilir oldugunu bildirmislerdir.

Alippi ve Reynaldi (Alippi and Reynaldi, 2006), P. larvae’ya karsi etkinlik
potansiyeli olabilecek, aricilik orijinli spor olusturan aerobik bakterileri
arastirmiglardir. Bacillus subtilis (m351), B. pumilus (m350), B. licheniformis
(m347), B. cereus (mv33), B. cereus (m387), B. cereus (mé6c), B. megaterium
(m404), Brevibacillus laterosporus (BLAT169), B. laterosporus (BLAT170), ve
B. laterosporus (BLATI171) olmak iizere on susun P. larvae’ya karsi iyi
antibakteriyel etkinligi gosterdigini bildirmislerdir. Rastgele segilen bu suslarin
Tukey metodu ile degerlendirilmesinde B. megaterium (m404), B. licheniformis
(m347), B. cereus (m6c), B. cereus (mv33), ve B. cereus (m387) suslarinin P.
larvae’ya karsi en etkili suslar olduklarini bildirmislerdir.

Cevresel etkilerin arastirildigi bir ¢alismada (Dobbeleare et al., 2001),
aricilik sektoriinde sporlarin tasinmasinda 6nemli bir faktor olarak goriilen ahsap
kovan materyalinin dekontaminasyonu {iizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir.
Calisma sonucunda; Etkili bir dezenfeksiyon i¢in %50°nin iizerinde dezenfektan
yogunlugu gerektigini, 1s1l islemlerin etkili oldugunu ancak, piirmiizle yakma
isleminin sadece yiizeydeki sporlar1 yok ettigini, ahsabin i¢ine islemis sporlara
kars1 etkili olmadig bildirmislerdir.

Baska bir calismada (Bilikova et al., 2012) arastirmacilar, antibakteriyel
etkisi bilinen propolis ekstraktinin bilesenleri iizerine ¢calismislar, kovanda normal
olarak bulunan bu maddelerin miicadele i¢in yeni ve Onemli oldugunu
bildirmislerdir.

Radyoaktivite ile dezenfeksiyon tizerine yapilan bir ¢alismada (de Guzman
et al., 2010) arastirmacilar, gamma radyasyon ile P. larvae sporlarinin
dezenfeksiyonu {izerine ¢aligmiglardir. Arastirmacilar, 15kGy Dpi, dozunda y-
isitmanin AFB ile enfekte materyalin dezenfeksiyonu yoniinden yeterli oldugunu

bildirmislerdir.
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Reynaldi ve arkadaslar1 (2007), makrolid grubu bir antibiyotik olan
tilmicosin’in P. larvae’ya karsi etkisini in vitro ve in vivo olarak arastirmiglardir.
Aragtirmacilar, hastalikli kovanlardaki uygulamalarinda 55 gram sekere katilan
1000 mg tilmicosin ile tedavi sonras1 60 giine kadar AYC klinik semptomlar1

goriilmedigini bildirmislerdir (Reynaldi et al., 2007).

2.3.3- AYC’nin teshis yontemleri

2.3.3.1 Fenotipik yontemler

Manuel fenotipik yontemler

Bir ¢alismada arastirmacilar (Abd Al-Fattah et al., 2010), kiltir ve
molekiiler ¢alismalar birlikte gergeklestirmislerdir. Misir’da siipheli kolonilerden
yaptiklar1 6rneklemelerde izole ettikleri mikroorganizmalara once katalaz, amilaz,
nitrat rediiksiyonu, jelatinaz, kazeinaz ve Voges-Proskauer testleri uygulamislar,
Holst siit testi yapmuslar ve 9 adet Bacillus spp. ve 84 P. larvae saptamiglardir.
Sonrasinda kiiltiirlerden DNA izolasyonu ve 973 bp uzunlugunda bir amplikon
olusturan primerler ile PCR uygulamislardir.

Agaroz jelden ekstrakte ettikleri PCR {iriinlerine sekans uygulayarak

sonuclarini dogrulamislardir.

bp

3000

1000 =
500

Sekil 2.5: Enfekte larvalardan elde edilen DNA 6rneklerinin PCR goriintiisii
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1,2,3,4,5,6,9,10 ve 11 numaral1 6rnekler farkli bir basil, 7. ve 8. 6rnekler
P. larvae olarak tanimladiklarini bildirmislerdir (Abd Al-Fattah et al., 2010).

Ticari kit veya otomatize sistem kullanilan fenotipik tanimlama

yontemleri

Fenotipik karakterizasyon i¢in kullanilan baglica ticari kit ve sistemleri,
API (50 CH ve 20 E kitleri, Biomerieux), APl1 ZYM (Biomerieux), BIOLOG
Sistem (Biolog AG) ve MALDI-TOF (Biomerieux) Ssistemidir.

Farkli  bakteriler i¢in uygun Kkitlerin sec¢imiyle identifikasyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan API ve API ZYM sistemleri ile farkli
zamanlarda, farkli arastirmacilar tarafindan (Kilwinski et al., 2004; Genersch et
al., 2006) P. larvae suslar1 ile ¢alismalar yapilmustir.

Kilwinski ve arkadaslari, biyokimyasal parmak izi olusturma amach
caligmalarinda, API 20 E kiti kullandiklarmi, P.l. ssp. larvae suslarinda jelatinaz
aktivitesini zayif pozitif, P.l. ssp. pulvifaciens suslarinda pozitif bulduklarin
bildirmislerdir. Arastirmacilar, API 50 CH kiti kullandiklarinda, P.l. ssp. larvae
suslarinda gliserol, riboz, glikoz, mannoz, N-asetil-glikozamin, salisin ve trehaloz
pozitif bulduklarini bildirmislerdir. P.l. ssp. pulvifaciens suslarindan birinde riboz,
glikoz, mannoz, mannitol, N-asetil-glikozamin ve trehaloz pozitif, diger iki susta
ise gliserol, frikktoz, maltoz, arbutin ve eskiilin pozitif, mannitol negatif
bulduklarin bildirmislerdir (Heyndrickx et al., 1996; Kilwinskii et al., 2004).

API ve API ZYM sistemlerinin kullanildigi, taksonomiye yonelik diger
kapsamli bir arastirmada (Genersch et al., 2006), P. larvae suslarinin dort farkl
ERIC genotipinin fenotipik 6zellikleri ¢aligilmistir.

ERIC | genotipi, mannitol fermantasyonu yoniinden negatif, salisin
fermentasyonu, alkalin fosfataz ve asit fosfataz yoniinden pozitif bulunmustur.

ERIC Il genotipi, mannitol fermantasyonu yoniinden pozitif, salisin
fermentasyonu, alkalin fosfataz ve asit fosfataz yoniinden negatif bulunmustur.

ERIC 1l ve ERIC IV genotipleri ise, salisin fermentasyonu yoniinden
negatif, mannitol fermantasyonu alkalin fosfataz ve asit fosfataz yoniinden pozitif
bulunmustur.

P. larvae suslarin1 tanimlamak tizere bir standarda sahip bir diger sistem
olan BIOLOG Sistem ile yapilan ¢aligsmalarda (Kilwinski et al., 2004; Neuendorf
et al., 2004), P. larvae standardi olarak, N-asetil-D-glikozamin, D-trehaloz ve

gliserol pozitif olarak bildirilmistir. Glikojen, N-asetil-D-mannozamin, o-D-



25

glikoz, D-mannoz, 3-metil-D-glikoz, turanoz, piriivik asit metil ester, piriivik asit,
L-alanine, adenozin, 2’-deoksiadenozin, inozin, timidin-5'-monofosfat ve uridin-
5'-monofosfat ise zayif pozitif olarak bildirilmistir. Her iki arastirmacinin
sonuglarinda da referens suslarin BIOLOG Sistem profillerinde kayda deger
farklar gozlenmis, ancak sistemin yazilimi tarafindan suglarin P. larvae
oldugunun saptandigi bildirilmistir.

Bakterilerin identifikasyonunda farkli bir identifikasyon sistemi olan
MALDI-TOF ile galisan arastirmacilar (Schafer et al., 2014), etkenin bu sistemle
tanimlanabilmesi lizerine c¢alismalar yapmiglardir. Arastirmacilar, Almanya
kokenli 68 sus ile ¢calismislar, kiiltiir ile iirettikleri suslar1 identifiye etmisler, rep-
PCR ve ERIC primerleri ile genotiplendirip ICMS uygulamislar, MALDI-TOF ile
calisip ERIC I ve ERIC II patotiplerinde Burkholderia mallei ve B. pseudomallei
ile yakinlik saptadiklarini bildirmislerdir. ERIC III ve ERIC IV patotiplerinde

izolat sayis1 az oldugu i¢in anlamli sonuglar elde edemediklerini bildirmiglerdir.

2.3.3.2 Molekiiler yontemler

PCR temelli yontemler

DNA izolasyon yontemleri iizerine yapilan ¢calismalar

Yaptiklart molekiiler ¢alisma kapsaminda, en uygun DNA ekstraksiyonu
yontemini belirlemeye yonelik calismalarinda arastirmacilar; Konvansiyonel
kimyasal yontem, dondurma-¢6ziindiirme yontemi ve ticari bir kitle ekstraksiyon
yontemi olmak tlizere kullandiklar1 3 farkli yontemden, ticari bir kit ile yapilan
DNA ekstraksiyonunu en uygun yontem olarak bildirmislerdir (Bakonyi et al.,
2003).

Baska bir calismada, en uygun DNA izolasyon yontemini saptamak
lizerine calisan arastirmacilar (D’ALESSANDRO et al., 2007), dondurma-
cozdiirme dongiileri ve spor ayristirma ile enzimatik DNA ekstraksiyonu olmak
tizere iki farkli DNA ekstraksiyonu metodunu denemislerdir. Materyal olarak bal
ve ergin arilardan elde edilen 6rnek siispansiyonlarini kullanmislardir.

Arastirmacilar, her iki yontemle elde ettikleri DNA 6rneklerine 700 bp’lik
bir amplikonu hedefleyen PL5 (5°-CGAGCGGACCTTGTGTTTCC-3’) ve PL4
(5’-TCAGTTATAGGCCAGAAAGC-3’) primer ¢ifti ile konvansiyonel PCR
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uygulamiglar, elde etikleri sonuglar 1s18inda spor ayrigtirma ardindan enzimatik
DNA ekstraksiyonu yonteminin uygun oldugunu bildirmislerdir.

Dondurma- ¢6zdiirme dongiileriyle DNA ekstraksiyonunda, diliic edilmis
ar1 orneklerinde inhibisyon saptamadiklarini, PCR hassasligini1 50 spor/reaksiyon
olarak saptadiklarini bildirmislerdir. 6 dongiiden az sayida dongiliniin olumlu
sonug verdigini, daha fazlasinda sonuglarin verimsiz bulundugunu bildirmislerdir.
Dondurma- ¢6zdiirme dongtileriyle DNA ekstraksiyonu yontemini, balda basarisiz
bulduklari bildirmislerdir.

Balmumunda kiiltiire gerek kalmadan P. larvae tanimlanabilmesi {izerine
calisan aragtirmacilar (Ryba et al., 2009), Toluen metodu, Tween metodu,
Isopropanol+Etanolle ekstraksiyon ve sporlari suya aktarma olmak {izere dort
yontemle sporlari balmumundan ¢ikarmislar. En verimli yontemin sporlar1 suya
¢ikarma oldugunu saptadiklarini bildirmislerdir. Ardindan ticari bir kitle yaptiklar
DNA ekstraksiyonu ve konvansiyonel PCR sonucunda elli 6rnekte alt1 pozitif
sonug saptadiklarini bildirmislerdir.

16s rRNA gen bolgesi temelli yontemler

Arastirmacilar, primer dizilimleri i¢in etkene spesifik, degisken olmayan
gen bolgelerini hedefledikleri c¢aligmalarda, yaygin olarak 16s rRNA temelli
yontemleri kullanmislardir.

16s rRNA temelli 6zgiin primer belirlemeyi hedefledikleri bir ¢alismada,
arastirmacilar (Govan et al., 1999), dizilimini belirledikleri, 973 bp uzunlugunda
bir amplikonu hedefleyen 1 (5> AAGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC 3*) ve 2 (5°
GGAGACTGGCCAAAACTCTATCT 3’) primer ciftinin spesifitesini P. larvae
ve yakin tiir olarak gordiikleri P. alvei, P. polymyxa, Bacillus pumilus ve B.
subtilis bakterileri ilizerinde denemis, 973 bp’lik bir amplikonu hedef alan bu

primerlerin diger bakterilerle uyum oranini incelemislerdir.
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P. larvae primer P. larvae ile %
ve tiirler Sekans Ozdeslik

Primer 1 AAGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC 100

P. alvei AAGTCGAGCGGACTTGATGGAGT 70

P. polymyxa AAGTCGAGCGGGGTTAATTAGAA 57

B. pumilus AAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGC 66

B. subtilis AAGTCGAGCGGACAGATGGGAGC 66
Primer 2 GGAGACTGGCCAAAACTCTATCT 100

P. alvei ACTTACTGGCGGGATCTCTATCC 61

P. polymyxa GGAGACTGGCCAGATCTCTATCC 88

B. pumilus GGAGACTGTTGGGATCTCTATCC 70

B. subtilis GGAGACTGTTAGGATCTCTATCC 70

P. larvae PCR primerlerinin niikleotid sekanslar1 diger iki yakin Paenibacillus tiirii ve iki Bacillus tiirleri ile kargilagtirilmigtir.

Tablo 2.5 P. larvae PCR primer sekanslarinin diger tiirlerin niikleotid sekanslari ile
6zdesligi (Govan et al., 1999).

Yukarida belirtilen suslar1 uygun besi ortamlarinda iirettikten sonra DNA
ekstraksiyonu yapip yukaridaki primer ciftini kullanarak uyguladiklart PCR
protokolii ile %100 bir spesifite saptadiklarini, yakin goriilen diger bakteri tiirleri
ile PCR f{irlinli olusmadigini bildirmislerdir. Yontemin tespit limitini 50 cfu/ml
olarak belirlemislerdir.

Arastirmacilar, bu PCR kosullariin kiiltiir yontemi ile izole edilen suslarin
konfirmasyonu i¢in kullaniminin uygun olacagini bildirmislerdir (Govan et al.,
1999).

Kullanilan PCR yontemleri igin 6zgilin primer belirleme amaciyla yapilan
bir baska ¢alismada arastirmacilar (Dobbelaere et al., 2001), suslardan ve direkt
petek materyalinden iki farkli yontemle DNA ekstraksiyonu, ardindan dort farkl

primer kombinasyonuyla PCR uygulamislardir.
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Primer 1 5S’CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA3’
Primer 2 5> TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG3’
Primer 3 (Govan et al., 1999) 5> AAGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC3’
Primer 4 (Govan et al., 1999) 5’ TCTATCTCAAAACCGGTCAGAGG3’
Kombinasyon 1-2 Amplikon uzunlugu: 1106 bp

Kombinasyon 1-4 Amplikon uzunlugu: 970 bp

Kombinasyon 3-2 Amplikon uzunlugu: 1119 bp

Kombinasyon 3-4 (Govan et al., 1999) Amplikon uzunlugu: 983 bp

Tablo 2.6: Caligmada kullanilan primerlerin ve bu primerlerin doért farkli kombinasyonla teorik

olarak hedefledigi amplikonlarin uzunluklar1. (Dobbelaere et al., 2001)

Primerler belirlenirken 16S rRNA bolgesinden X 60619, U 85263, U
86605 ve U 86606 genomlar1 baz almislar. Vector NTI programi ile amplikonlarin
hizalamasini kontrol etmisler, primer setleri denenmistir. Tim setler, P.l. subsp
larvae igin spesifik bulunmus, P.l. subsp pulvifaciens suslariyla da pozitif sonug
aldiklarin1  bildirmislerdir. DNA miktar1 az olan Orneklerde PCR {iriini
saptayamamig, bunun DNA ekstraksiyonundaki yetersizlikten kaynaklanmig
olabilecegini bildirmislerdir.

Calisma, saha oOrneklerinden direkt DNA ekstraksiyonu ve PCR
yapilabilecegini ilk ortaya koyan ¢alisma olmast agisindan Onemlidir. Bu
caligsmada kullanilan 1106 bp’lik bir amplikon iireten primer ¢ifti, sonraki yillarda
uluslararast otoriteler tarafindan da kabul goérerek kullanimi Onerilmistir
(Dobbelaere et al., 2001-2).

Kiiltiire edilmis etkenin molekiiler identifikasyonu iizerine c¢alisan
arastirmacilar (Piccini et al., 2002), ¢alismalarinda 8 adet P.l. subsp. larvae susu
ile, bal aris1 kolonilerinden izole edilmis 9 diger sus tizerinde ¢alismislardir.

Suslar1 uygun ortamlarda kiiltiir ile dretmisler, spor varliklar1 ve
morfolojilerini kontrol etmisler, sonrasinda DNA ekstraksiyonu yapip, 16S rRNA
bazli, 700 bp’lik amplikon iireten P15: 5’-CGAGCGGACCTTGTGTTTCC-3" ( 8
ile 27 arasi), ve Pl4: 5’-TCAGTTATAGGCCAGAAAGC-3’ (707 ile 688 arasi)
primerleri ile PCR uygulamislardir.

Calismalarinda tespit limiti 3.2 CFU/ml olarak saptadiklarimi, P.l. subsp
larvae yanmi sira P.l. subsp pulvifaciens suslariyla da pozitif sonug aldiklarini

bildirmislerdir.
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Molekiiler yontemlerin giivenilirligi ve etkinligi lizerine yapilan bir baska
calismada arastirmacilar (Lauro et al., 2003), 29 ticari bal, 18 adet yerel iireticiden
temin edilen bal, 9 hastalikli ¢erceveden alinan bal olmak tizere toplam 56 6rnekle
calismislardir.  Orneklerden yaptiklar1 ekimlerden elde ettikleri suslarin
pozitifliklerini Plageman 1985 ve PPL 1c fajlar ile saptamislardir.

PCR c¢alismalarinda pozitif kontrol olarak ATCC 9545 ve NRRL B-3555
P.l. subsp larvae, ATCC 49843 P.l. subsp pulvifaciens suslarini, negatif kontrol
olarak da ATCC 6633 Bacillus subtilis susunu kullanmislardir.

Orneklerden elde ettikleri kiiltiirdeki suslardan DNA ekstraksiyonu
yapmig, sensitiviteyi arttirmak i¢in 16S rRNA hedefli nested PCR

uygulamislardir.
Primerler Dizilimleri Pozisyonlar
External 969 base pair products
PleF TCG AGC GGACCT TGT GTT 7 —24
PleR CTATCT CAA AAC CGG TCA GAG 955 | -975
Internal 572 base pair products
PliF CTT CGC ATG AAG AAG TCATG 136 —-155
PliR TCA GTT ATA GGC CAG AAAGC 688 -707

Tablo 2.7:Primerlerin P. larvae 16S rRNA geni i¢indeki dizilimleri ve pozisyonlari

(Lauro et al., 2003)
Dizilim pozisyonlari, kismi SSU-rDNA dizilimi ile yakin ilgilidir.(GenBank accession no. AY030079).

Elde ettikleri PCR {iriinlerini klonlayip sekans analizine tabi tutmuslardir.
Yontemin taze kiiltiirlerde, baldaki PCR inhibitorlerinin yoklugunda etkili
oldugunu, tespit limitinin de < 6 cfu/ml diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.

Arastirmacilar ilk defa altin standart olarak belirlenmis olan kiiltiir
yonteminin yeterliligini tartismaya agmisg, nested PCR yonteminin kiiltiir ve fajla
identifikasyondan daha etkili oldugunu savunmuslardir (Lauro et al., 2003).

Spesifik genlerin veya amplikonlarin kullanildig1 yontemler

Direkt olarak enfekte materyalden P. larvae subsp. larvae’nin alt tiir
diizeyinde PCR ile saptanmasi hususunda bir ¢alisma yapan arastirmacilar (Alippi
et al., 2004), ERIC-PCR kullanarak, 970 ve 550 bp’lik bir amplikonu hedefleyen
KAT-1 ve KAT-2 primerleri ile kiiltir ve enfekte materyalden konvansiyonel
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PCR yontemini ¢aligmiglar, yontemin hem suslardan, hem de enfekte materyalden
olumlu sonug verdigini bildirmislerdir.

Alt tiir ayriminin gegerli oldugu zaman dilimi i¢inde, PCR ile alt tiir
ayrimini yapabilmeyi amaglayan bir ¢alismada arastirmacilar (de Graaf et al.,
2006-2), once suslar1 once besi yerlerinde iiretmisler, sonra IC 9 fragmentinin
varligr ile ilgili (5’-CCAGCTC AAAATCCTACGGT-3’ forward primer ve 5’-
CATG GGATTTTCTTCGGGAG-3’ reverse primer) kullanarak 606 bp’lik bir
amplikon tireten bir PCR uygulamislar, bu teknikle P.l. larvae ve P.l
pulvifaciens’i ayirabildiklerini  bildirmislerdir. Ancak yine aragtirmacilar
tarafindan, yontemde tartismaya agik noktalar oldugu da bildirilmistir.

Birden fazla gen bolgesi temelli calismalar

Molekiiler yontemlerle kiiltiir yontemlerinin birlikte uygulandigi bir
caligmada (Bakonyi et al., 2003), arastirmacilar, AYC teshisinde, izolasyon ve
biyokimyasal karakterizasyon ile gelistirilen PCR analizlerini karsilagtirmislardir.
Farklt DNA ekstraksiyon, farkli primer ¢iftleri ile PCR ve sekans analizi ile kiiltiir

yontemlerini karsilagtiran arastirmacilar; Tablo 2.9’daki primer dizilimlerini

kullanmislardir.
Primer® | Dizilimleri (5 to3) Orijini Niikleotid pAmplikon

pozisyonlar: Uzunlugu (bp)

AF 1f GCT CTG TTG CCA AGG AAG AA 16S rRNA 436-455 451

AF 2r IAGG CGG AAT GCT TAC TGT GT 868-887 b

AF3r  [TGT CAC CGG CAG TCA TCT TA 16S rRNA 11561175 739

AF 4f CTG GCG GCG TGC CTA ATACA 16S rRNA 30-49 374

AF 5r GGC GTT GCTCCG TCAGACTT 385-404

AF 6f GCA AGT CGAGCGGACCTT GT 16S rRNA 51-70 237

AF 7r GCATCG TCG CCT TGG TAAGC 269-289

AF 8f GGA GTA ACT GCC CCT GGA GT 16S rRNA 464-483 695

IAF 9r CTT AGA GTG CCC ACC TCT GC 1140-1159

IAF 10f ITAG GCC ATG AAT TGACTC AC Metalloproteinase 89-108 155

AF 11r ITAT TCG GCG TAT ACACGTCT 225-244

Paeni 30f |[CGT ATT CAG AGA CGG TGA TG Metalloproteinase 30-49 242

Paeni 253r [TCT AAG GAA CGG AGA GCATC 253-272

PBL 8f CTT TCT GGA ACG GGC AGC AA Metalloproteinase 8-27 342

PBL 350r |[GTATGA ACGCCGCCGTTATC 331-350

PL1fC  |AAG TCG AGC GGACCTTGTGTTTC |6 RNA 53.75 971

PL2r°  [TCT ATC TCA AAA CCG GTC AGA GG 10021024

Tablo 2.8: P. larvae PCR’1 igin segilen oligoniikleotid primerleri (Bakonyi et al., 2003).
f, forward primer; r, reverse primer. En iyi sonucu veren primer ¢iftleri koyu olarak
belirtilmistir.

®AF 1f primeri ile. "Primerler Govan ve arkadaslarinca yayinlanmustir.
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Arastirmacilar, kullandiklar1 dokuz ¢ift primerin tespit limitinin yiiksek
oldugunu ve spesifitenin istenen diizeyde olmadigin1 bildirmislerdir.
Aragtirmacilarca en duyarli bulunan 237 bp’lik bir amplikonu hedefleyen AF6 ve
AF7 primer ¢iftinin, diger yontemlerle pozitif oldugu saptanmis 14 6rnegin sadece
12’sinde pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir. Kullanilan primer ¢iftleri ve PCR
protokollerinin 3.2-33.8 CFU diizeyi altindaki kontaminasyonlar1 tespit etmekte
yetersiz kaldigini bildirmislerdir.

Yaptiklar1 sekans analizleri sonucunda, P. |. larvae ile % 100 uyum
gosteren BLAST taramasinin, P. alvei ile yapilan sekans analizinin P. alvei ile %
99.34, P. I. larvae ile %93.13 eslestigini bildirmiglerdir.

Calismalarinda kullandiklar1t AF6 ve AF7 primer ¢iftinin tespit limiti 0.05
CFU, AF1 ve AF2 primer ¢iftinin tespit limiti 0.9 CFU olarak saptanmistir.
Metalloproteinaz gen bolgesi hedefli primer ¢iftlerinin tespit limiti, 10°-10” CFU
olarak bulunmustur.

AF6 ve AF7 ¢ifti 2.6 CFU P. alvei ve 11 B. subtilis saptamus,
metalloproteinase geni hedefli primer ¢iftleri 10" CFU olan diger bakterileri
saptamislardir (Bakonyi et al., 2003).

Kapsamli bir metot karsilagtirmasinda arastirmacilar (de Graaf et al., 2006-
1), onemli bir patojen olan P. larvae ile ilgili uygulanmis olan tiim testleri
degerlendirerek materyale ve yonteme gore avantajli ve dezavantajli yonleri
ortaya koymuslardir.

Bu calismada P. larvae suslarina uygulanan Kiiltiir, PCR, SDS-PAGE,
RFLP (restriction fragment length polymorphism), ARDRA (amplified ribosomal
DNA restriction analysis), RAPD (random amplified polymorphic DNA), AFLP
(amplified fragment length polymorphism), PFGE ve REP (repetitive extragenic
palindromic)-PCR, ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) ve
BOX, faj duyarlilik ve immunoteknikleri derleyerek sonuclari diger arastiricilara,
caligmalarinda kilavuz olmak tizere sunmuslardir.

Real-time PCR temelli yontemler

Konvansiyonel PCR yonteminden daha yeni bir yontem olan real-time
PCR yonteminin P. larvae saptanmasina yonelik az sayida da olsa calismalar
mevcuttur. Henliz resmi otoritelerce kabul edilip Onerilen yontemler arasinda

olmasa da yontemdeki gelismeler, uygulama yoniinden dikkate degerdir.
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Real-time PCR yontemi ile AYC hastaliginin, tasinabilir, sahada kisa
stirede pratik ve kesin bir sekilde teshis edebilecegi kompakt bir cihazin
kullanilabilirligi {izerine yaptiklar1 ¢caligmalarinda, arastirmacilar (Sang-Hoon Han
et al., 2008), izole ettikleri P. larvae,M. plutonius, B. subtilis, P. alveli,
Enterococcus faecalis ve E. coli suslar1 lizerine, U85263, U86605, X60636 ve
X60619 sekanslar1 baz alinarak 233 bp’lik bir amplikon iireten (16SNF (5 -
GTGTTTCCTTCGGG AGACG-3, U85263 iginde 65-83 arasi); 16SNR (5°-
CTCTAGGTCGGCTACGCATC-3’, U85263 iginde 278— 297 arasi) bir real time
PCR yontemi uygulamislar, yontemin tespit limitini 50 fg ve 11.3 P. larvae
kromozomu olarak saptadiklarini bildirmislerdir.

Hastaliklarin  teshisinde PCR uygulamalarmin sensitivitesi ve hiz1
nedeniyle gittik¢ce yayginlastigini belirtmisler, bu yontemin ( DNA izolasyonu ve
erime noktast dahil) tim teshise yayilabilecegini bildirmislerdir. Kendi
kullandiklar1 gibi kompakt, bilgisayarla entegre cihazlarla PCR ydnteminin
laboratuar yerine sahada uygulanabilmesinin sahadaki tiim teshis ihtiyacini
karsilayabilecegini bildirmislerdir. Calisma verilerine gore kullandiklar1 yontemin
P. larvae ve diger bal aris1 patojenlerinin teshisinde hizli ve inandirici teshis icin
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Real-Time PCR yonteminin AFB teshisinde kullanimi {izerine baska bir
caligma gerceklestiren arastirmacilar (Martinez et al., 2010), calismalarinda,
mikroskopi ve biyokimyasal karakterizasyon ile identifiye ettikleri JM 87 kodlu
P. larvae susunu kullanmislardir. Molekiiler karakterizasyon igin, 16S rRNA gen
hedefli 8 F (5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ ve 1392 R
(5" ACGGGCGGTGTGTAC 3’ ) primer cifti ile PCR uygulamislardir. PCR
iirlinlerini jelden izole ederek sekans uygulamis, sonuglarint dogrulamiglardir.
Calismada spesifiteyi belirleyebilmek igin Paenibacillus alvei 1113 DT-1A,
Paenibacillus polymyxa ATCC 842T, Paenibacillus macerans BKM B-51,
Bacillus licheniformis ATCC 8480, Bacillus subtilis SB305, Bacillus megaterium
ATCC 19213 ve Bacillus pumilus ATCC 7061, ve Escherichia coli suslarini da
caligmaya  dahil  etmisler, DNA  ekstraksiyonunu takiben = PL2-Fw
(5 CGGGAGACGCCAGGTTAG 37) ve PL2-Rev

(5 TTCTTCCTTGGCAACAGAGC 3’ ) primerleri ile real-time PCR yontemi,
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ayrica biitiin suslara epifluoresan mikroskobi ve akim sitometrisi metotlarini
uygulamiglardir.

Arastirmacilar, caligmalar1 sonucunda real-time PCR yonteminin hizli, 2
spor/6rnek hassasiyette ve yanlis pozitif sonu¢ vermeyen bir yontem oldugunu
bildirmislerdir (Martinez et al., 2010).

Bir diger ¢alismada arastirmacilar (Chagas et al., 2010), , daha 6nceden
optimize edilmis olan klasik PCR yontemlerindeki bazi zayifliklar1 giderebilmek
ve daha hizli sonug alabilmek i¢in real time PCR yontemi lizerine ¢alismislardir.
Calismalarinda 16S rDNA icinden GenBank tarafindan tanimlanan X60619
sekansindan 74 bp’lik bir amplikonu hedefleyen bir primer ¢ifti (Pltr-F ve Pltr-R)
ve SYBR Green probu kullanmislardir. Arastirmacilar, yontemin P.larvae igin
%100 spesifik oldugunu bildirmislerdir. Calismada yontemin tespit limitini, 6rnek

basina 6 pg DNA olarak saptadiklarini bildirmislerdir.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Floresan ile teshis alninda ¢alismalar yapan arastirmacilar (Antunez et al.,
2011-2), P. larvae’nin metalloproteinaz iiretmesi ve bunun da patojenik
indikatorlerden goriilmesinden hareketle, Uruguay’da izole edilen 50 susta,
metalloproteinaz gen bdlgesini {iretmis, klonlamis, saflastirmis ve rekombinant
proteini elde etmislerdir. Elde edilen iirlin fareye inokiile edilip, anti-serum elde
etmisler, serumun spesifitesi tespit edip, FITC ile konjuge etmislerdir. Elde
ettikleri spesifik konjugati, Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) ve

immunfluoresan analizlerde kullanmiglardir.

Sekil 2.6:Rekombinant
metalloprotease’1n siit hidroliz testi ile
gosterilen proteolitik aktivitesi.
1,Rekombinant protein;

2, Negatif kontrol (protein elution buffer);
3, Negatif kontrol (PBS).(Antunez et al.,
2011)
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Sekil 2.7: P. larvae vejetatif bakterileri (a) ve sporlarinda (b) immunfloresans ile

konfokal mikroskopide metalloprotease belirlenmesi. (Antunez et al., 2011)

Arastirmacilar, konjugatin  kiiltiirlerde  kullanilabilecegini, ancak
Photorhabdus luminescens gibi diger bocek patojenleri ve Gram (-) etkenlerde de
saptanabilecegini bildirmiglerdir (Antunez et al., 2011-2).

2.3.4 Tiplendirme, karakterizasyon ve ileri diizey molekiiler calismalar

P. larvae subsp. larvae suslarinin molekiiler tiplendirmesi {izerine ¢alisan
arastirmacilar (Alippi et al., 2002), i¢cinde 17 adet P.l. subsp larvae, 5 adet P.I.
subsp pulvifaciens olan toplam 86 sus tlizerinde RFLP yontemi ile ¢aligmislar, P.l.
subsp larvae, ile P.l. subsp pulvifaciens arasinda % 90 benzerlik tespit etmislerdir
(Alippi et al., 2002).

Peters ve arkadaglarinca (2006), 54 ariliktaki 80 bal ve 32 yavrulu petek
orneginden 2003 ve 2004 te tespit edilen (Giineydogu North Rhine — Westphalia)
176 sus, rep-PCR ile BOX-AIR ve MBO REP-1 primerleri ile ¢aligilarak; AB,
Ab, ADB, ab ve af genotiplerinin saptandigi bildirilmistir (Peters et al., 2006).

P. larvae genotiplerinin patojenitesi {izerine ¢alisan arastirmaci (Genersch

2010), calistignt dort ERIC tipinden LTigp degeri baz alinarak yapilan
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degerlendirmede, ERIC II ve ERIC IV’iin daha patojen oldugunu saptadigini
bildirmistir.ERIC III ve ERIC 1V tiplerinin sahada ¢ok fazla izole edilemedigini,
bu nedenle ERIC | ve ERIC 1l tiplerinin ana patojenler olarak kabul

edilebilecegini bildirmistir.

Tiir Paenibacillus larvae
Eski alt tiirler P. I. larvae P. I. pulvifaciens
ERIC genotipi ERIC | ERIC HIERIC 111 ERIC IV
IAY C semptomlari, Patojenite Evet Evet |Evet Evet
-7100 12 giin 7 giin |7 giin 7 giin

Evet Evet [Heniiz Hentiz
Ko6tii tabiath hastalik gelisimi belirlenmedi belirlenmedi
Pigmentli koloni morfolojisi Hayir Evet |Evet Hayir
CSA’da hemoliz Hay1r Hayir [Evet Evet
Mannitol fermentasyonu Hayir Evet |Evet Evet
Salisin fermentasyonu Evet Hayir [Hayir Hayir

Tablo 2.9: P. larvae genotiplerinin ERIC I, I1, 111, ve IV karakteristikleri (Genersch 2010)

Pigment olusturmayan ERIC I’in en 6nemli patojen oldugunu, pigment
olusturan ERIC II’nin koloni pigmentasyonu nedeniyle hatali olarak teshis
edilebildigini bildirmislerdir.

Arastirmacilar ayrica, AYC’nin Diinya’daki yayilisinin anlasilabilmesi
i¢cin, iiniversal primerlerle tiim suslarin calisilmasinin hedeflenmesi gerektigi
tezlerini arastirmacilarla paylagmislardir.

Dingman ve arkadaglari, farkli kaynaklardan elde edip, identifiye ettikleri
P. larvae suslarma, T7, Spb, 16S-Reg2 ve 23S-Reg-10 oligoniikleotid primerleri
kullanarak sekans analizlerini yapmis, 3TS-PCR fingerprint profillerini
cikarmiglardir. Arastirmacilar, tartisma kisminda, tiniversal primerlerin sadece saf
kiiltiirlerde egsiz bir DNA fingerprint verdigini belirtmislerdir (Dingman et al.,
2012).

Bulgaristan’daki P. larvae suslarmin molekiiler tiplendirmesi konusunda
calisan arastirmacilar, klinik semptom gosteren kolonilerden izole edilen 96 saha
susu, NBIMCC 8478 referens susu ve bal o6rneklerinden saptadiklar1 20 sus ile
calismiglardir. Arastirmacilar, molekiiler tiplendirme i¢cin BOX-AIR, MBO REP



36

1, EIC I R, ERIC 2 primerlerini kullanmislardir. Sonugta Bulgaristan’da ab ve AB
olmak ftizere iki genotip saptamislar, ERIC I ve ERIC II tiplerinin varligini
belirlemisler, ancak ERIC III ve ERIC IV igin kullandiklar1 yontemin yetersiz
kaldigin1 bildirmislerdir (Rusenova et al., 2013).

IArihk Bolge izolat sayis: Genotip
1 NC 12 ab
2 NC 18 ab (16)/AB (2)
3 NW 7 ab
4 SC 8 AB
5 SC 3 ab
6 SC 10 AB
7 SE 5 ab
8 SE 4 ab
9 SE 1 AB
10 SE 4 ab
11 SE 12 ab
12 SE 8 ab
13 SW 4 ab
Toplam 96 ab (75)/AB (21)
% 78.1ve 219

Tablo 2.10: Bulgar ariliklarinda P. larvae genotiplerinin dagilimi (Rusenova et al., 2013).
NC: Kuzey-orta, NW: Kuzey-bati, SC: Giiney-orta, SE: Giiney-dogu, SW: Giiney-bati

Rusenova ve arkadaslar1 bir diger ¢alismalarinda, Bulgaristan’da izole
ettikleri 103 sus ve NBIMCC 8478 referens susu ile rep-PCR protokoliinde BOX
AIR ve MOB REP1 primerleri kullanmis ve AB ve ab genotiplerine ait biyotipler
olduklarini saptadiklarini bildirmislerdir (Rusenova et al., 2014).
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Sekil 2.8: Bulgaristan P. larvae

60 genotipleri AB/ab’nin Jelinski’nin
= » bildirdigine yonteme gore biyotiplere
£ 50 A . .. . .
© dagilimi; Biyotip I (nitrat nitrite
k7 Y - . e
g 40 + indirgeme - ; mannitolden asit tiretimi
2 y - ; salisinden asit tiretimi -); Biyoti
5 / yotip
- 309 . T
Ql III (nitrat1 nitrite indirgeme - ;
E 20 ¥ i mannitolden asit liretimi + ; salisinden
'E > — asit tiretimi -); Biyotip IV (nitrati
3 109 T . .
2 J nitrite indirgeme - ; mannitolden asit
0 L T ' v - T P tiretimi - ; salisinden asit tiretimi +);
Biotype |  Biotype Il Biotype IV Biotype V  Biotype VIlI Biyotip V/ (P. larvae NBIMCC 8478,
® Genctype AB M Genotype ab

nitrati nitrite indirgeme + ;
mannitolden asit tiretimi - ; salisinden
asit tiretimi +); Biyotip VIII (nitrat1
nitrite indirgeme - ; mannitolden asit
dretimi + ; salisinden asit tiretimi +);

+ = pozitif reaksiyon; - = negatif

reaksiyon(Rusenova et al., 2014).

Yukaridaki kaynaklarda, AYC hastaliginin aricilik sektorii i¢in ne kadar
onemli bir hastalik oldugu, hastaligin tabiati, yayilimi, miicadele yollar1 ve
korunmasi ile ilgili ¢alismalardan 6rnekler verilmistir. Bal arilar1 i¢in bu kadar
tehlike arz eden hastalikta, hastaligin verecegi zarar1 azaltmanin en 6nemli
yollarindan biri, etkeni miimkiin oldugunca hizli, giivenilir ve kesin bir sekilde
teshis etmektir.

Diinya’nin ¢esitli yerlerinde pek c¢ok arastirmaci, bu amagla cesitli
arastirmalar yapmis ve halen yapmaktadirlar. An itibariyla, teshiste saha
orneklerinden  kiiltir yontemi, konvansiyonel PCR ve real-time PCR
yontemlerinin her {iciinlin birlikte bir metot karsilastirma c¢alismasi olarak
gergeklestirildigi bir calismaya rastlanilmamaistir.

Ulkemiz, hayvan hastaliklar ile miicadele konusunda resmi olarak OIE
veri ve direktiflerini esas almaktadir. 2008 yilinda degistirilen (OIE Terrestrial
Manual 2016 Chapter 2.2.2) direktiflerde, ilk defa molekiiler yontemler
onerilmistir. Kaynakta kiiltiir yontemi detaylica anlatilmis, molekiiler yontemler
i¢in kiiltiire edilmis bakteriden ve siipheli materyalden molekiiler caligmalar i¢in
DNA ekstrasyonu ile ilgili farkli yontemlerin kullanilabilecegi bildirilmis, DNA
ekstraksiyonu sonrast konvansiyonel PCR ve nested PCR 6nerilmistir.

2016 yilinda giincellenen direktifte real-time PCR yontemi ile ilgili bir
oneri ilk defa yer almis, ancak Konvansiyonel ve nested PCR gibi, primer c¢ifti ve

prob sekansi acik olarak tavsiye edilmemistir. Calismamizin ¢ikis noktasi, tiim
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ozellikleriyle ayni olan saha drneklerinde kiiltiir yontemi, konvansiyonel PCR ve
real-time PCR yontemlerinin her iigiinii de uygulanacagi bir metot karsilagtirmasi
yaparak, teshis konusunda arastirmacilara, mevcut imkanlar ve altyap: dahilinde

kendilerine en uygun yontemi se¢cmelerinde yardimci olmaktir.
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3.MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Calismada kullanilan érnekler

Calismamizda kullanilan larvali petek, ergin ar1 ve petekli bal ornekleri,
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan ayn1 donemde yiiriitiilen,
TAGEM/HS/09/12/03/152 proje kodu ile desteklenen “Ege Bolgesi Illerinde
Onemli Ar Hastaliklarinin  Yaygmhgmin Arastirilmasi” projesi kapsaminda
alimmigtir. Kovanlar agilarak arilar ve larvali peteklerden, genellikle yavrulama
donemi olan ilkbahar ve sonbahar aylarinda, iller (Mugla, Aydin, Izmir, Denizli,
Manisa, Kiitahya ve Usak) ve bu illere bagl ilgelere gidilerek, her isletmeden
yavrulu petek, balli petek ile 6rnek ¢esitliligini arttirmak ve klinik olarak onemli
olan farkli 6rneklerle de galisilabilme imkanini irdelemek i¢in az sayidaki ergin
ar1, ve kabartilmis petek Ornekleri de ¢alismaya dahil edildi. Secgilen kolonide
varsa olabildigince ¢ok Olii larva veya rengi bozulmus petek gdzii, miimkiin
oldugunca az bal iceren yavrulu petekler arasindan alinan Ornekler ve balli
petekler gevsekee kagida sarilmis olarak ve mukavva kutular i¢inde laboratuvara
getirildi. Ornekler toplanirken segilen kolonide; kovan &niinden canli ergin ve &lii
ergin arilardan en az 300 ar1 6rnegi toplandi. Ornekleme sirasinda ayr1 ayr1 500-
1000 mI’lik kavanozlara konan ar1 6rnekleri, larvali ve balli peteklerin bulundugu
kutularin iizerlerine gerekli bilgiler yazilip oda sicakliginda, ayni giin iginde
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne ulastirildi.

Alinan 394 6rnekten anamnez, 6rnek miktari, klinik goriinlim gibi hususlar
g6z Online alimarak muhtemel AYC hastaligi saptanma potansiyeli olan
orneklerden 96 adedinin seg¢ilmesi ile gerceklestirildi. Ege Bolgesi illerinin
(Mugla, Aydm, Izmir, Denizli, Manisa, Kiitahya ve Usak) An Yetistiricileri
Birlikleri, Bakanlik il ve Ilge Miidiirliikleri isbirligi ile materyal temin edildi.
Calisma icin kullanilacak ornekler, laboratuvara ulasir ulasmaz konvansiyonel
kiltiir metodu ile incelendi, daha sonra molekiiler ¢alismalar i¢in etiketlendi ve
-40°C’de muhafaza altina alindi. Numune toplama siirecinde Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi il ve ilge miidiirliiklerince AYC klinik muayenesi ig¢in

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’'ne gonderilen ornekler de calismaya dahil
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etiketlerindeki temel bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir.

No | Ornek Tiirii Koy ilce Tarih

1 Larvali petek Sultaniye Koycegiz 30.11.2010
2 Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
3 Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
4 Larvali petek Ekincik Koycegiz 30.11.2010
5 Larvali petek Akgapinar Ula 30.11.2010
6 Larvali petek Sakarkaya Milas 30.11.2010
7 Larvali petek Sultaniye Koycegiz 30.11.2010
8 Larvali petek Seref Koyt Yatagan 30.11.2010
9 Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
10 | Larvali petek Cukurkoy Milas 30.11.2010
11 | Larvali petek Camlica Yatagan 30.11.2010
12 | Larvali petek Hamitkoy Koycegiz 30.11.2010
13 | Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
14 | Larvali petek Osmaniye Marmaris 30.11.2010
15 | Larvali petek Orhaniye Marmaris 30.11.2010
16 | Larvali petek Begin Milas 30.11.2010
17 | Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
18 | Larvali petek Bencik Yatagan 30.11.2010
19 | Larvali petek Sakarkaya Milas 30.11.2010
20 | Larvali petek Karahayit Milas 30.11.2010
21 | Larvali petek Sakarkaya Milas 30.11.2010
22 | Larvali petek Aricilar Ula 30.11.2010
23 | Larvali petek Kiyra Ula (Eskisehir*) | 30.11.2010
24 | Larvali petek Merkez Cine 30.11.2010
25 | Larvali petek Kizilagag Ula 30.11.2010
26 | Larvali petek Ciftlik Ula 30.11.2010
27 | Larvali petek Karabortlen Ula 30.11.2010
28 | Larvali petek Akgali Milas 30.11.2010
29 | Larvali petek Kizilyaka Ula 30.11.2010
30 | Larvali petek Kiyra Ula 30.11.2010
31 | Larvali petek Merkez Menemen 13.04.2011
32 | Larvali petek Merkez Usak 01.06.2010
33 | Larvali petek Golciik Ula 30.11.2010
34 | Larvali petek Merkez Ulubey 13.04.2011
35 | Larvali petek Merkez Usak 02.06.2010
36 | Larvali petek Koklik Yatagan 30.11.2010
37 | Larvali petek Portakallik Ula 30.11.2010
38 | Larvali petek Kizilyaka Ula 30.11.2010
39 | Larvali petek Cavdar Soke 30.11.2010
40 | Larvali petek Yesilkoy Soke 30.11.2010
41 | Larvali petek Ekincik Koycegiz 30.11.2010
42 | Larvali petek Kiyra Ula 30.11.2010
43 | Larvali petek Cukurkdy Menemen 13.04.2011
44 | Larvali petek Alasar Yatagan 30.11.2010
45 | Larvali petek Merkez Izmir 30.11.2010
46 | Larval petek Sakarkaya Milas 30.11.2010
47 | Larvali petek Kafaca Yatagan 30.11.2010
48 | Larvali petek Merkez Elaz1g 13.04.2011

Tablo 3.1 Ornek Bilgileri
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No | Ornek Tiirii Koy ilce Tarih

49 | Larvali petek Hamitkdy Koycegiz 30.11.2010
50 | Larvali petek Merkez Kiitahya 13.04.2011
51 | Larvali petek Merkez Kiitahya 13.04.2011
52 | Larvali petek Merkez Kiitahya 13.04.2011
53 | Larvali petek Merkez Kiitahya 13.04.2011
54 | Larvali petek Bencik Yatagan 30.11.2010
55 | Larvali petek Hamitkdy Koycegiz 30.11.2010
56 | Erginari Ekincik Koycegiz 30.11.2010
57 | Larvali petek Ekincik Koycegiz 30.11.2010
58 | Larvali petek Karahayit Milas 30.11.2010
59 | Larvali petek Karahayit Milas 30.11.2010
60 | Erginar Merkez Yatagan 30.11.2010
61 | Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
62 | Larvali petek Cukurkdy Menemen 13.04.2011
63 | Larvali petek Erbeyli Incirliova 13.04.2011
64 | Larvali petek Merkez Yatagan 30.11.2010
65 | Balli petek Merkez Bergama 13.04.2011
66 | Erginan Merkez Aydin 13.04.2011
67 | Kabartilmis petek | Merkez Menemen 13.04.2011
68 | Erginan Karahayit Milas 30.11.2010
69 | Larvali petek Merkez Menemen 13.04.2011
70 | Larvali petek Merkez Kemalpaga 13.04.2011
71 | Kabartilmig petek | Merkez Menemen 13.04.2011
72 | Larvali petek Merkez Menemen 13.04.2011
73 | Larvali petek Merkez Koycegiz 30.11.2010
74 | Ergin an Meke Mugla 13.04.2011
75 | Larvali petek Merkez Atca 13.04.2011
76 | Larvali petek Merkez Kogarlt 13.04.2011
77 | Larvali petek Serefler Dalaman 30.11.2010
78 | Larvali petek Merkez Denizli 13.04.2011
79 | Larvali petek Merkez Kusadasi 13.04.2011
80 | Larvali petek Merkez Denizli 13.04.2011
81 | Larvali petek Kiigiikkaya Seferihisar 13.04.2011
82 | Balli petek Merkez Kemalpaga 13.04.2011
83 | Larvali petek Selimiye Milas 13.04.2011
84 | Larvali petek Merkez Samsun 13.04.2011
85 | Kabartilmig petek | Merkez Samsun 13.04.2011
86 | Larvali petek Merkez Izmir 13.04.2011
87 | Balli petek Merkez Izmir 13.04.2011
88 | Larvali petek Kiiciikkaya Koyii Giizelbahge 13.04.2011
89 | Balli petek Merkez Izmir 13.04.2011
90 | Erginan Serefler Dalaman 30.11.2010
91 | Erginan Merkez Kusadasi 13.04.2011
92 | Larvali petek Merkez Denizli 13.04.2011
93 | Larvali petek Merkez Kusadasi 13.04.2011
94 | Larvali petek Merkez Seferihisar 13.04.2011
95 | Larvali petek Mumcular Bodrum 30.11.2010
96 | Balli petek Belen Menemen 13.04.2011

Tablo 3.1 Ornek Bilgileri (Devami)
48, 84 ve 85 numarali ornekler, Elazig ve Samsun Veteriner Kontrol Enstitiileri tarafindan
caligmaya destek olmak amaciyla gonderilmistir.
31, 69, 82, 86, 87, 89, ve 96 numaral1 6rnekler yetistirici birlikleri tarafindan alinarak gonderilmis

orneklerdir.



42

3.1.2 Kullanilan besiyerleri

3.1.2.1 % 5 Kovun kanh kolombiya agar

Icerik allitre
Pankreatik digest kazein 12
Peptik digest hayvan dokusu 5
Maya 0ziitii 3,5

Et oziiti 3
Misir nisastasi 1
Sodyum klorid 1
Agar 13,5

Hazir besi yeri tozu steril distile su ile 1 litreye tamamlanarak, karistirilip
¢cozdiiriilmiis, pH 7,2-7,4’e¢ ayarlanmustir. 121°C’de 1.2 atmosfer basingta 15
dakika steril edilip, 40-50°C sicakliga gelince % 5 (v/v) defibrine koyun kani
eklenmistir. Steril petrilere dagitilip kalite kontrolleri yapildiktan sonra,

orneklerden ilk iiremelerin tespiti amaciyla genel besi yeri olarak kullanilmistir

(Hornitzky M.A.Z. and Karlovskis S., 1989)

3.1.2.2 Brain heart infusion agar

Icerik allitre
Beyin oziitii 7.8
Dextroz 2
Disodyum fosfat 2,5
Kalp oziitii 9,7
Agar 15

Hazir besi yeri steril distile su ile 1 litreye tamamlanmis, karistirilip
cozdiiriilmiis, pH 7,2-7,4’e ayarlanmustir. 121°C’de 1.2 atmosfer basingta 15
dakika steril edilmistir. 40-50°C sicakhiga gelince petrilere dagitilip, kalite
kontrolleri yapildiktan sonra, 6rneklerden ilk iiremelerin tespiti amaciyla genel

besi yeri olarak kullanilmistir (de Graaf et al., 2006).
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3.1.2.3 Tiaminli brain heart infusion agar

Icerik allitre
Beyin oziitii 7,8
Dextroz 2
Disodyum fosfat 2,5
Kalp 6ziiti 9,7
Agar 15

Hazir besi yeri steril distile su ile 1 litreye tamamlanmis, karistirilip
¢ozdiriilmis, pH 7,2-7,4’¢ ayarlanmstir. 121°C’de 1.2 atmosfer basingta 15
dakika steril edilmistir. 40 -50°C sicakliga gelince 0.1g/L olacak sekilde steril
Tiamin eklenmis, petrilere dagitilip kalite kontrolleri yapildiktan sonra

kullanilmistir (de Graaf et al., 2006).

3.1.2.4 Nutrient broth

Icerik allitre
Et oziiti 1
Pepton 5
Sodyum klorit 5

Maya 0ziitii 2

Kat1 bilesenler tartilarak hazirlanmis, steril distile su ile 1 litreye
tamamlanmis, karistirithip ¢6zdiirtilmiis, pH 7,2-7,4’e ayarlanmistir. 121°C’de 1.2
atmosfer basingta 15 dakika steril edilip tiiplere dagitilmis, kalite kontrolleri
yapildiktan sonra, orneklerden ilk iiremelerin tespiti amaciyla genel besi yeri

olarak kullanilmigtir (Gochnauer et al.,1973)

3.1.2.5 Nutrient agar

Et 6ziiti 1

Pepton 5

Sodyum klorit 5

Maya 6ziitii 2

Agar 15

Kat1 bilesenler tartilarak hazirlanmis, steril distile su ile 1 litreye

tamamlanmis, karistiritlip ¢6zdiirtilmiis, pH 7,2-7,4’e ayarlanmistir. 121°C’de 1.2
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atmosfer basingta 15 dakika steril edilip 40-50°C sicakliga gelince petrilere
dagitilip kalite kontrolleri yapildiktan sonra, drneklerden ilk iiremelerin tespiti
amaciyla genel besi yeri olarak kullanilmistir (Gochnauer et al.,1973)

3.1.2.6 J-broth

Tripton 5
Maya 06ziitii 15
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) 3

Kat1 bilesenler tartilarak hazirlanmis, steril distile su ile 1 litreye
tamamlanmis, karnistirthp  ¢ozdirilmistir. pH’1  7.3-7.5 olacak sekilde
ayarlanmustir. 121°C’de 1.2 atmosfer basingta 20 dakika steril edilip, 40-50'C’ye
gelince filtreden gegirilmis %10°luk 20 ml glikoz soliisyonu eklenmistir. Iyice
karigtirithip tliplere dagitilmis, kalite kontrolleri yapildiktan sonra kullanilmigtir
(Gordon et al., 1973)

3.1.2.7 J-agar

Tripton 5
Maya 0ziitii 15
Dipotasyum hidrojen fosfat(K,HPQO,) 3
Agar 20

Kat1 bilesenler tartilarak hazirlanmis, steril distile su ile 1 litreye
tamamlanmis, karigtirthp ¢oézdirilmiistiir. pH’1  7,3-7,5 olacak sekilde
ayarlanmistir. 121°C’de 1 atmosfer basingta 20 dakika steril edilip, 40-50°C’ye
gelince filtreden gecirilmis %10’luk 20 ml glikoz soliisyonu eklenmistir. Tyice
karigtirthp petrilere dagitilmis, kalite kontrolleri yapildiktan sonra kullanilmigtir

(Gordon et al., 1973)
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3.1.2.8 % 5 Kovun kanh nalidiksik asitli kolombiya agar

Icerik allitre
Pankreatik digest kazein 12
Peptik digest hayvan dokusu 5
Maya 0Oziitii 3.5

Et oziti 3.0
Misir nisastasi 1.0
Sodyum klorit 1
Agar 13.5

Hazir besi yeri tozu steril distile su ile 1 litreye tamamlanmis, karistirilip
¢cozdiiriilmiis, pH 7,2-7,4’e ayarlanmustir. 121°C’de 1.2 atmosfer basingta 15
dakika steril edilip, 40 -50°C sicakliga gelince % 5 (v/v) defibrine koyun kani ve 3
g/l nalidiksik asit eklenmis, dikkatlice karistirllmasinin ardindan steril petrilere

dagitilip kalite kontrolleri yapildiktan sonra kullanildi (Bakonyi et al., 2003).

3.1.3. Kullanilan boyalar, kimyasallar ve tamponlar
Nalidiksik asit

3 g nalidiksik asit (Ambresco 0677-50G), 20 ml distile suda ¢6ziillmiis, 22 p
filtreyle steril edilmis ve -20°C de stoklanmustir. izolasyon petrilerinde Gram (-)
bakterileri baskilamak i¢in 3 g/l olacak sekilde eklenerek kullanildi(Bakonyi et al.,
2003).

Tiamin

P. larvae iremesini aktive etmek i¢in kullanilmistir. Thiamine
Hydrochloride - CAS 67-03-8 (Calbiochem) toz olarak, steril kabin iginde besi
ortamlarma eklendi (de Graaf et al., 2006).
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Nigrosin

Ozellikle izole edilen mikroorganizmalarda flagella varligmin ortaya
konmas1 amactyla, negatif boyama soliisyonu olarak kullanildi. 10 g boya (Merck
1.15924) tartildi, 100 ml distile su igerisine aktarildi ve kaynar su banyosunda
yarim saat tutuldu. Uzerine 0,5 ml formalin koruyucu olarak eklendi, ¢ift kath
filtre kagidindan siiziilerek kullanim i¢in koyu renkli, agz1 siki kapali siselerde

stokland: (Arda 2000).
Hidrojen peroksit

Izole edilen mikroorganizmalarin katalaz aktivitesini tespit etmek amaciyla
kullanildi. Hidrojen peroksit stok soliisyondan distile su ile % 3’liikk soliisyon
hazirlandi, koyu renkli siselerde, agz1 sikica kapali sekilde 2 ile 8'C arasinda
sakland1 (Arda 2000).

Jansiyana moru

Gram boyama i¢in kullanildi. Gentian violet 5 g (Merck 1.01408.0100) 100
ml %9611k etil alkol iginde eritildi, sizge¢ kagidindan siiziilerek koyu renkli, agz1
sikica kapatilmis siselerde saklandi. Kullanim i¢in 10 ml ana stoktan alindi,

istiine 90 ml distile su eklenerek koyu renkli boyama seti sisesinde muhafaza
edildi (Arda 2000).

Lugol

Gram boyama igin kullanildi. 50 g Iyot, 100 g potasyum iyodiir, distile su
ile 1000 m1’ye tamamlandi. Poliiyodiir derisik ¢ozeltide daha ¢cabuk olustugundan
iyotla potasyum iyodiir bir cam petride tartildiktan sonra beraberce porselen
havanda ezildi, azar azar ilave edilen 100 ml su ile tamamen eritildi. Su ilavesi ile
1000 ml’ye tamamlanip, siki kapatilmis koyu renkli siselerde, oda 1sisinda
sakland1 (Arda 2000).
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Fuksin (ClgHj]Ng : HCI)

Gram boyamada kullanildi. Ana Mabhliil: 10 g Fuksin (Carlo Erba 452844)
90 ml etil alkol ile karistirtlip bir gece 37 C’lik etiivde bekletildi. Ziehl Fuksin:
100 ml ana mahliil, 50 ml % 2.5’lik asit fenik ve 850 ml distile su ile karistirildi.

Kullanim mahliilii; 10 ml ziehl fuksin 90 ml distile su ile karistirildi. Kullanim

soliisyonu haricindeki tiim soliisyonlar, agz1 siki kapali, koyu renkli siselerde oda

1sisinda saklandi. Kullanim mahliilii, agz1 siki kapali, koyu renkli boyama seti

siselerinde oda 1s1sinda muhafaza edildi (Arda 2000).

Lizis tamponu

Tris-HCI  pH 8.0
EDTA pH 8.0
NaCl
SDS

Potasyum asetat tamponu

Potasyum asetat 5M
Glisial asetik asit

Distile su

Tris-borat-EDTA tamponu (TBE)

(5x)
Trisma base
Borik asit
EDTA PH 8.0 5M

400 mM

60 mM
150 mM
%1

60 ml
11,5 ml
28,5 ml

g/litre

54,0
27,5

20,0 ml

TBE, agaroz (Sigma), GelRed (Biotium, niikleik asit jel boyasi), DNA
marker (Fermentas, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; Fermentas, GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder) ve Orange G DNA izolasyou ve PCR sonrast iiriinlerin

agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmesi amaciyla kullanildi (Kilig vd., 2010).
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PCR reaksiyon tamponu (Fermentas), MgCl, (Fermentas), dNTP
(Fermentas, 100 mM), Taq DNA Polimeraz (Fermentas, 500 U), 27F ve 1492R

primerleri (Thermo) PCR uygulamalari sirasinda kullanildi.

DNA izolasyonu, hem konvansiyonel, hem de literatiirdeki (Bakonyi et al.,
2003) oneriye uygun olarak ticari bir kit ile gergeklestirildi. ( High Pure PCR
Template Preperation Kit ROCHE - 11 796 828 001) Elde edilen DNA -20'C’de

sakland.
3.1.4. Kullanilan test mikroorganizmalari

1 Paenibacillus larvae: Korean Collection for Type Cultures (KCTC)
no:3744 ve 3563 3744 numarali sus temin edildigi kurum tarafindan,
Paenibacillus larvae subspecies larvae olarak, 3563 numarali sus ise
Paenibacillus larvae  subspecies pulvifaciens olarak adlandirilmistir.
Nomenklatordeki son degisiklik sonrasi her iki sus ta Paenibacillus larvae olarak

kabul edildiginden daha gii¢lii lireyen 3744 susu ile ¢alisilmistir.
2 Paenibacillus alvei: KCTC no:3623
3.1.5 PCR reaksiyonunda kullanmilan primerler ve prob

Konvansiyonel PCR i¢in kullanilanlar:

Primer Primer Dizilimi Pozisyonu
mobF AgAAgIAATTTTAAATIATAAGACY 4037-4061
mobS gAAATggCTAACJAATTTAAQAQ 4125-4147
mobA CCgCTggCAACATAACTAC 4248-4230
mobR gTTCCgCTggCAACATA 4251-4235
mobFL ACAQTTTTCTTCTAACTTCTCgCTC-FL 4207-4182
mobLC 640-ATACTTTTCAAAACTTTTTQCggATATTT P 4180-4152

Tablo 3.2 Konvansiyonel PCR igin ilk sentezlenen 16S rRNA temelli primer ve problar

Primer ve problar ¢alisma i¢in tasarlanmis ve sentezlenmistir.
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PCR Protokolii;

95°C’de 5 dakika (baslangic denatiirasyonu) 1 dongii
94°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika 40 doéngii
72°C’de 5 dakika (son polimerizasyon) 1 dongii

Metalloproteinaz gen bolgesi temelli primerler ve prob;

GenBank: AF111421.1 GenBank Graphics >gi|4545212|gb|AF111421.1|

Paenibacillus larvae metalloproteinase precursor, gene, partial cds

AACAACGCTTTCTGGAACGGGCAGCAAATCGTATTCAGAGACGGTGATGGAAAAACC
TTTATTCCCTTCTCCGGABMBBIEEA TGTGGTAGGCCATGAATTGACTCACGGAGCTA
CAGAACATACGGCAATTTGGAATATGAGAACGAATCCGGAGCATTGAATGAATCCAT
TTCGGATATTATCGGCAATGCGATCAAAGGCAAAGGATGGCTTATTGGAGAAGACGT
GTATACGCCGAATATTCCGGAGGATCTCTCCGTTCCTTAGAGGACCCAACACTTTATG
GTCAGCCGGACCATTACAGCAATCGTTACAAAGGACCTTCGGATAACGGCGGCGTTC
ATAC

UPL #85Probe; FAM-GACCTGGA-Tamra
F: CGTATTCAGAGACGGTGATGG tm;59
R: CGTGAGTCAATTCATGGCCTA tm:;59

Denatiirasyon :95°C
Baglanma :52°C
Polimerizasyon :72°C

Primerler ve prob, bu ¢alisma i¢in tasarlanmis ve sentezlenmistir.

) o Amplikon
Primer | Dizilimi
Boyutu
AFB-F 5-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3’
1106 bp
AFB-R | 5’-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3’

Tablo 3.3 16S rRNA geni temelli, konvansiyonel PCR igin kullanilan primerler (Dobbelaere et
al., 2001b).
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b- Real-Time PCR i¢in kullanilanlar:

Primer ve Prob Dizilimi

Mob F GACCTTTTCCTTCGGGGACA

Mob R TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G
UPL 94 probe | Fam-GGAGACAG-tamra

Tablo 3.4 16S rRNA temelli real-time PCR i¢in kullanilan primerler ve prob

(Bu caligsma i¢in dizayn edilmis ve UPL probu ile entegre edilmistir)

3.1.6 Kullanilan cihazlar

Hassas Terazi (OHAUS Explorer Pro)

Vorteks (Heidolph Reax)

Santrifiij (Hettich Micro120)

Otoklav (Hirayama Hiclave HVE 50)

Isik Mikroskobu (Olympus BX50)

Steril Kabin (Labcaire BH18)

Elektoforez Tank1 ve Gii¢ Kaynagi (Consort EV243)

Jel Goériintiileme Cihazi (Dual-Intensity Transilluminator)

Nanodrop Cihazi (Thermo 2000)

Gradient Termal Dongii Cihaz1 (Corbett Palm Cycler)

Real-time PCR Cihazi (Roche LightCycler 1,5)
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Real-time PCR Cihazi (Roche LightCycler 480)

pH Metre (Testo 206)

3.2 Metot

Tim Ornekler laboratuvara gelmelerinin ardindan klinik muayeneye tabi
tutuldu (Sekil 3.1). Fungal tireme olmayan ve miktar olarak yeterli olan (en az

10x10 cm boyutunda larvali, balli ve kabartilmig petek, en az 50 ergin ari)

ornekler (Sekil 3.2 ve 3.3) analizler i¢in ¢alismaya dahil edilip kiiltiir yontemi ile
analize alind1 (Sekil 3.4).

Sekil 3.1 AYC siipheli bir 6rnege uygulanan uzama testi
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Sekil 3.3 Fungal kontaminasyon nedeniyle ¢alisma dis1 birakilan bir 6rnek
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Sekil 3.4 Ekim hazirliklari
3.2.1 Orneklerin isleme hazirlanmas: ve kiiltiir yontemiyle analizi
3.2.1.1 Larva ve pupadan ekime hazirhk

Steril tiipe steril distile sudan 9 ml konularak tizerine 5-10 adet larva
velveya pupa konuldu. Vorteksle siispansiyonlar hazirlanarak, tiip oda
sicakliginda 10 dakika bekledikten sonra 80°C'de, 10-15 dakika benmaride
tutularak sporlanmamig Paenibacillus larvae ve kontamine bakteriler bertaraf
edildi. Siispansiyondan yaklagik 200 pl alinarak steril pamuklu swapla % 5 koyun
kanli kolombiya agar, brain heart infusion agar, tiaminli brain heart infusion agar,
J-agar, , nutrient agar, nutrient broth ve J-broth’a ekimleri yapildi (OIE Terrestrial
Manual 2016). Kalan kisim -40°C’de saklandi.

3.2.1.2 Petekli bal ve kabartilms petekten ekime hazirhk

Yaklagik 10x5 cm ebatlarinda ornek, steril pens ve makas kullanilarak

stomacher poseti igine alindi, lizerine yaklagik 150 ml steril FTS ilave edildi,
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cihazin orta hizinda 2-3 dakika homojenize edildi. Stomacher posetinin filtreden
gecmis kismindan steril pipet ile 50 ml’lik steril falcon tiiplerine alindi.
Stispansiyondan yaklasik 200 pl alinarak steril pamuklu swapla % 5 koyun kanl
kolombiya agar, brain heart infusion agar, tiaminli brain heart infusion agar, J-
agar, , nutrient agar, nutrient broth ve J-broth’a ekimleri yapildi (OIE Terrestrial
Manual 2016). Kalan kisim -40°'C’de sakland.

Calismada, hastaligin ithbar mecburiyeti oldugu igin bal ticareti yapanlarca
ornek vermede yasanan problemler, mensei tam olarak bilinen siizme balin
bulunamamasi, ariliklarda stizme baldan ziyade petekli bal bulunabilmesi

nedeniyle siizme bal ile ¢alisilamadi, petekli bal ile ¢alisildi.
3.2.1.3 Ergin arilardan ekime hazirhk

Yaklasik 15-20 adet ar1 steril havan i¢inde steril kum ve steril FTS
eklenerek homojenize edildi. Havan igerigi stomacher poseti i¢ine alind1 Bu islem
diger 15-20 an ile tekrarlandi. Stomacher posetine 100 ml kadar steril FTS
eklenip cihazin orta hizinda 2-3 dakika homojenize edildi. Stomacher posetinin
filtreden ge¢mis kismindan steril pipet ile 50 mI’lik steril falcon tiiplerine alindu.
Stispansiyondan yaklasik 200 pl alinarak steril pamuklu swapla % 5 koyun kanlt
kolombiya agar, brain heart infusion agar, tiaminli brain heart infusion agar, J-
agar, , nutrient agar, nutrient broth ve J-broth’a ekimleri yapildi (OIE Terrestrial
Manual 2016). Kalan kistm -40°C’de sakland.

3.2.2 Etken izolasyonu ve tammlanmasi

% 5 koyun kanli kolombiya agar, brain heart infusion agar, tiaminli brain
heart infusion agar, J-agar, , nutrient agar, nutrient broth ve J-broth besiyerlerinde
hastalik etkeninin gelismesi i¢in petriler 37£1°C’de % 5 CO;’li ortamda 4-7 giin,
balli petek ornekleri 14 giine kadar inkiibe edildi. Gelisen koloniler, koloni
morfolojisi yoniinden degerlendirildi. Gri-sar1 arasi renkte, diizgiin kenarl,

genellikle rough koloniler seklinde tiremeler gozlendi.
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Sekil 3.5 Kolonilerin makroskobik goriiniimleri (a ve b % 5 koyun kanli kolombiya
agar’daki, ¢ J-agar’daki, d niitrient agar’daki tiremelerdir.)

Gram ve Nigrosin ile boyanarak bakteriyoskopik muayeneleri yapildi.

Gram boyama Arda (2000)’e gore yapildi. Preperat hazirlandi, kurutuldu,
alevde tespit edildi. Kristal violet ile iki dakika boyandi. Boya dokiiliip distile su
ile yikandi. Liigol soliisyonu ile bir dakika boyandi. Liigol soliisyonu dokiiliip
absolut alkol ile dekolore edildi. Distile su ile yikanip sulu fuksin ile bir dakika
boyandi. Boya dokiiliip distile su ile yikandi, kurutulup immersiyon yagi

damlatildi, immersiyon objektifi ile muayene edildi.

Nigrosin boyama, Ramakrishnan S. and Sulochana K.N. (2012)’ye gore
yapildi. Bir damla siv1 kiiltiir veya serum fizyolojik i¢ine eklenmis kiiltiir lam
izerine yayildi, bir damla nigrosin ilizerine damlatilip iyice yayildi. Kurutulup

kisik 1s1kta immersiyon yagi damlatilip immersiyon objektifi ile muayene edildi.
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Sekil 3.6 Saha izolatinin Gram boyamasinin mikroskop goriintiisii.

Stipheli kolonilerin saf kiiltiirleri yapilarak tanimlama i¢in katalaz, testleri

yapildi.
Biyokimyasal Dogrulama P. larvae
Katalaz -
Flagella (Nigrosin) +

Bu testler sonucunda katalaz, OIE Terrestrial Manual’da negatif veya geg
ve zayif pozitif olarak tanimlanmasina ragmen, calisgmamizda tamami negatif
olarak gdzlendi. Izole edilen suslar, laboratuvarlar aras1 metot birligine gére P.

larvae olarak tanimlandi. Vitek 2 Compact (Biomerieux) ile biyokimyasal
parametreleri belirlendi.
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Kuyucuk | Test Kisaltma | Miktar/Kuyucuk
1 BETA-ZILOSIDAZ BXYL 0,0324 mg
3 L-Lizin-ARILAMIDAZ LysA 0,0228 mg
4 L-Aspartat ARILAMIDAZ AspA 0,024 mg
5 Lésin ARILAMIDAZ LeuA 0,0234 mg
7 Fenilalin ARILAMIDAZ PheA 0,0264 mg
8 L-Prolin ARILAMIDAZ ProA 0,0234 mg
9 BETA-GALAKTOSIDAZ BGAL 0,036 mg
10 L-Pirolidonil-ARILAMIDAZ PyrA 0,018 mg
11 ALFA-GALAKTOSIDAZ AGAL 0,036 mg
12 Alanin ARILAMIDAZ AlaA 0,0222 mg
13 Tirosin ARILAMIDAZ TyrA 0,0282 mg
14 BETA-N-ASETIL-GLUKOSAMINIDAZ BNAG 0,0408 mg
15 Ala-Phe-Pro ARILAMIDAZ APPA 0,0384 mg
18 SIKLODEKSTRIN CDEX 0,3 mg
19 D-GALAKTOZ dGAL 0,3 mg
21 GLIKOJEN GLYG 0,1875 mg
22 myo-INOSITOL INO 0,3mg
24 METIL-A-D-GLUKOPIRANOSID asitlesmesi | MdG 0,3 mg
25 ELLMAN ELLM 0,03 mg
26 METIL-D-KSILOSID MdX 0,3 mg
27 ALFA-MANOSIDAZ AMAN 0,036 mg
29 MALTOTRIOZ MTE 0,3mg
30 Glisin ARILAMIDAZ GlyA 0,012 mg
31 D-MANITOL dMAN 0,3 mg
32 D-MANOZ dMNE 0,3 mg
34 D-MELEZITOZ dMLZ 0,3 mg
36 N-ASETIL-D-GLUKOSAMIN NAG 0,3mg
37 PALATINOZ PLE 0,3 mg
39 L-RAMNOZ IRHA 0,3 mg
41 BETA-GLUKOSIDAZ BGLU 0,036 mg
43 BETA-MANOZIDAZ BMAN 0,036 mg
44 FOSFORIL KOLIN PHC 0,0366 mg
45 PIRUVAT PVATE 0,15 mg
46 ALFA-GLUKOSIDAZ AGLU 0,036 mg
47 D-TAGATOZ dTAG 0,3 mg
48 D-TREHALOZ dTRE 0,3 mg
50 INULIN INU 0,12 mg
53 D-GLUKOZ dGLU 0,3 mg
54 D-RIBOZ drRIB 0,3 mg
56 PUTRESIN asimilasyonu PSCNa 0,201 mg
58 %6,5 NaCI'DE UREME NaCl %6,5 | 1,95 mg
59 KANAMISIN DIRENCI KAN 0,006 mg
60 OLEANDOMISIN DIRENCI OLD 0,003 mg
61 ESKULIN hidroliz ESC 0,0225 mg
62 TETRAZOLIUM RED TTZ 0,0189 mg
63 POLIMIKSIN B DIRENCI POLYB_R | 0,00093 mg

Tablo 3.5 Vitek 2 Compact BCL kit igerigi
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3.2.3. Orneklerden molekiiler cahsmalar icin DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin 6n hazirhk

Laboratuvara getirildiginde kiiltiir yontemi ile incelenmis olan 6rneklerin,
-40°C’de  saklanan kisimlari oda 1sisina cikarilip ¢Ozlinmesi beklendi.
(Coziindiikten sonra tiipler elde karistirilip sivi kistmdan 1.2 ml eppendorf tiipiline
alindi1 12000 devirde 3 dakika santrifiij edildi, pelet iki defa santrifiijde steril PBS
ile yikandi.

Manuel DNA izolasyonu yontemi

Manuel DNA izolasyon yontemi i¢in sirasiyla asagida belirtilen maddeler

uygulanmistir (Bakonyi et al., 2003).

1. Pellet tizerine 500 ul lizis tamponu [20mM Tris-HCI (pH:8.0), 2 mM
EDTA ve % 1.2 Triton] ilave edilip, olusan karisim homojen olana dek
karigtirtlmistir. 20 mg/1 ml lizozim ¢dzeltisi ilave edilerek 37°C’de 10

dakika bekletilmistir.

2. 65°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildikten sonra 150 pl potasyum

asetat tamponu ilave edilip homojenizasyon saglanana dek karistirilmastir.

3. Karistm 12.000 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiirijlendikten sonra

slipernatantlar yeni, steril bir ependorf tiipiine aktarilmistir.

4. Yeni ependorf tiipline aktarilan sivinin {izerine esit hacimde izopropil alkol

(2-propanol) ilave edilip, homojenizasyon saglanana dek karigtirilmstir.

5. Karistm 11.000 g’de 4°C’de 2 dakika santrifiiriijlendikten sonra

slipernatant uzaklastirilmistir.

6. Ornekler iizerine 300 pl %70’lik soguk etanol ilave edilip, 10.000 g’de

4°C’de 2 dakika santrifiirlijlenmis ve etonol ugana kadar beklenilmistir.

7. Etanol ugtuktan sonra Ornekler tizerine 50 pl ultra saf su ilave edilerek

stispanse edilmis ve +4°C’ye kaldirilmstir.
Ticari kitle DNA izolasyonu yontemi

Roche High Pure DNA ekstraksiyon Kiti ile tiretici firmanin talimatlari

dogrultusunda tiim basamaklar uygulanarak DNA izolasyonu gerceklestirildi.
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Islem sonunda izole edilen DNA, Nanodrop cihazinda kontrol edilerek,
(Sekil 4.4) 260/280 nm orani 1.8-2 araligindan uzak olanlar ve DNA miktar
uygun olmayanlardan uygun DNA elde edilene kadar tekrar izolasyon yapildi.
PCR calismalar1 i¢in uygun miktarda ve kalitede elde edilen DNA iceren 6rnekler

elution buffer i¢inde -20°C’de muhafaza altina alindu.

3.2.4. Konvansiyonel PCR calismalari
3.2.4.1 PCR optimizasyon ¢alismalari

16S rRNA geni temelli PCR ¢ahismalari

Calisma iic asamali bir metot karsilastirmasi olarak diislintildiigiinden,
molekiiler yontemler arasinda primer ve prob farkliligindan kaynaklanan yorum
farkliliklarin1 bertaraf edebilmek icin tek bir kaynaktan, ayni gen bdlgesini
hedefleyen primer ve prob tasarimi belirlenerek primer ve prob siparisi verildi.
Sentezlenen dort primerden (BKZ Tablo 3.2) segilen mobF ve mobR primer ¢ifti
kullanarak 214 bp’lik bir gen bolgesini amplifiye etmeyi hedefleyen 16S rRNA
gen temelli bir PCR yontemi uygulandi.

Real-time PCR cihazi olmayan laboratuarlarda kullanilabilmesi ig¢in
Konvansiyonel PCR ve Real-Time PCR metotlarinda ayni primerlerin kullanilip
paralel sonuglar elde etme fikrinden vazgecilmesinin ardindan. Konvansiyonel
PCR i¢in OIE tarafindan onerilen primer ¢ifti (BKZ Tablo 3.3) ile 16S rRNA gen
bolgesinden 1106 bp’lik bir amplikonu hedefleyen bir PCR protokolii uygulamaya

karar verildi.

Metalloproteinaz geni temelli PCR ¢alismalar:

Primerler ve prob Dizilimi

Metallo F CGTATTCAGAGACGGTGATGG tm;59
Metallo R CGTGAGTCAATTCATGGCCTA tm;59
UPL 85 Fam-GACCTGGA-Tamra

Tablo 3.6 Metalloproteinaz gen bolgesi hedefli primerler ve prob (Bu ¢aligma igin dizayn edilmis

ve UPL probu ile entegre edilmistir)
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3.2.4.2 Konvansiyonel PCR yontemi ile 6rneklerin degerlendirilmesi

Saflastirilan genomik DNA’lar agaroz jel elektroforezinde kontrol
edildikten sonra PCR’da kalip DNA olarak kullanildi. Reaksiyon hacmi 25 pl
olacak sekilde ayarlanmis olan PCR prosediiriiniin igerigindeki bilesenler,

asagidaki belirtilen sirayla PCR tiipline konuldu.

Ultra saf su 10.65 ul
Reaksiyon tamponu (10x) 2.5ul
MgCl, (10mM) 3.6ul
AFB-F primeri (10 pM) 1.0pl
AFB-R primeri (10 pM) 1.0pl
dNTP (10 mM) 1.0ul
Taq DNA polimeraz (1U) 0.25 ul
Kalip DNA 5.0ul

Uygulanan PCR’m termal dongiisii asagida belirtilen kosullarda

gerceklestirildi.

94°C’de 5 dakika (baslangi¢ denatiirasyonu) 1 dongii
94°C’de 1 dakika, 63°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika 40 dongii
72°C’de 5 dakika (son polimerizasyon) 1 dongii

3.2.5 Real — time PCR c¢alismalari

5'ATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCCTCGACCGGTTTAGAGA
CAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGATCTTAGTTGCAGCACGCAGAGGTGGGCACTCTAAGATGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAACGG
GAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAGTT
CGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCGGGTCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCC-3’
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F; 5'-GACCTTTTCCTTCGGGGACA-3’
R; 5'-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3'
Probe; UPL 94 Fam-5'-GGAGACAG-3'tamra

Yukaridaki amplikon diziliminde belirtildigi gibi, reverse primer ayni
birakilip forward primer degistirildi, 1106 bp’lik amplikonun 137 bp’lik daha kisa
bir bolgesi hedeflendi ve amplikon icine prob entegre edilerek ilk PCR ¢aligmasi
ile yakin bir hedef belirlendi.

Yukarida detaylar1 verilen primer ve problarla, 10ul’lik final hacminde,
kapillar tiipler i¢inde, Roche LightCycler 1.5 cihazinda, LightCycler 3 progranu

kullanilarak uygulanan PCR’in termal dongiisii asagida belirtilen kosullarda

gerceklestirildi.

94°C’de 5 dakika (baslangig denatiirasyonu) 1 dongii
95'C’de 10 saniye, 52°C’de 10 saniye, 72°C’de 10 saniye 35 dongii
72°C’de 5 dakika (son polimerizasyon) 1 dongti

3.2.6 Sekans analizi ile calismamin verifikasyonu

Molekiiler teshis ¢aligmalar1 sonunda, biit¢cenin elverdigi, DNA miktar1 ve
saflig1 ideale en yakin olan dort 6rnek DNA, PCR iiriinii ve primerler ¢alisma
verileri de eklenerek Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’ne gonderilerek sekans

analizi hizmet olarak satin alindi.

3.2.7 Tespit limiti calismalar:

3.2.7.1 Konvansiyonel PCR igin tespit limiti ¢calismalari

Tespit limiti galigmalar1 i¢in yaymlar taranmis, bir P. larvae’nin total
kromozomunun 4,43 fg oldugunun kabul edildigi gériilmiistiir (Sang Hoon Han et
al. 2008). Eldeki referens sustan elde edilen DNA izolatt Nanodrop 2000
cihazinda Olglilmiis, Sul’lik 6rnek hacmi basma 0.00000443 ng DNA olacak

sekilde hesaplamalar yapilmistir. Bu hesaplamalarin ardindan 6rnek basma 1, 2, 3,
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4,5, 10, 20, 30, 40, 50 bakteri DNA’s1 olacak sekilde DNA izolati PCR grade su

ile sulandirilarak Spul 6rnek hacmi ile PCR ¢aligmasi yapilmistir

3.2.7.2 Real-time PCR igin tespit limiti calismalar:
Real-time PCR i¢in tespit limiti ¢alismalari, hizmet alimiyla yapilmustir.
Standart egrinin olusturulmasi

P. larvae teshisi i¢in hedefledigimiz amplikonlar, ticari kit (Promega TA
Clonning Kit ) kullanilarak, kit talimatlarina uygun olarak plasmidlere klonlandi.
Klonlama sonrast elde edilen plasmidlerden hedef DNA 10%° hedef
molekiil/reaksiyon konsantrasyonu saptandi. 10*standart plasmid seri diliisyon
yapilarak en az 7 farkli standart olusturuldu ve standart egri bu standartlar
kullanilarak ¢izildi. 10" standartindan 10ul alinarak yeni bir ependorfa aktarildi
ve lizerine 90 pl su ilave edilerek ve vortexlenerek 10® standarti olustuldu, bu

sekilde 10" kopya sayisina kadar seri diliisyon hazirlanarak standartlar

olusturuldu.
Standard Curve
. E 35‘ \
Errcr; 0,0760 s ] —
=fficiency: 1,969 & 3N
Sepe: 3400 B | i
Intercept 4105 § <7 e
Link: 0,000 S o \
(S
151

1 7 3 4 : é
Log Concentration

-1

Sekil 3.7 Olusturulan standart egri
Primerler i¢in optimizasyon

Oncelikle primerlere yaninda gelen kullanim klavuzlarinda yazan 100pM

icin gerekli su miktar1 eklenerek 100 uM’a (yani 100 pmol/ pl’ye) sulandirild.
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Sonra her parametre i¢in asagida tek tek belirtilen ara stoklar olusturularak

calisild.

Primer ara stok hazirlanisi; F ve R primerleri kullanildi. F primerden 10
uM(100uM’lik ana stoktan 10ul alinip tizerine 90ul su eklenerek), R primerden
10uM (100uM’lik ana stoktan 10ul alinip tizerine 90ul su eklenerek) ara stok

olusturuldu. Sonrasinda agagidaki karisim hazirlandi.

F:0.5 ul
R:0.5 ul
Prob:0.2 ul
Enzim :5 pl
Su:1.8 ul
DNA: 2 ul

Cihaz protokolii ve veri analizi

Cihaz protokolii

Program Denaturasyon | Amplifikasyon Cooling
Parametre
Analiz modu | yok Kuantifikasyon modu Yok
Dongu 1 50 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 40
Siire 00:10:00 00:00:10 | 00:00:30 | 00:00:01 | 00:00:30
[hh:mm:ss]
Ramp.Rate 20 20 20 20 20
[°C/s]

Veri analizi

LightCycler 480 yazilimi, data analizini var yok ve kantitasyon icin
absolute quantitation second derivative analizi kullanilarak 530 kanalindan
belirlendi, standart egri iizerinden her Ornegin konsantrasyonu ct degerleri ile

hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calisma sonucunda; Sekil 4.1°de cesitleri belirtilen Orneklerin her ii¢
yontemle yapilan degerlendirme sonucglari Tablo 4.1°de verilmistir. Tabloda

sonuclart belirtilmeyen 71 o6rnek, her {i¢ yontemle de AYC yoniinden negatif

bulunmustur.
Ornek no Kiiltiir Konvansiyonel Real-Time PCR Sonucu/ilk
Sonucu PCR Sonucu sinyal dongiisii
1 +/27
2 +/27
4 +1/29
8 + +/24
19 +/28
20 + +/18
27 + +/25
31 + + +/22
32 + + +/19
34 + + +/18
35 + + +/19
48 + + +/21
49 + +/16
52 +/18
62 +/29
67 +/27
69 + + +/21
70 + + +/19
71 +/28
78 + + +/20
80 + +/22
84 + + +/21
85 + + +/21
86 + +/21
89 +/28

Tablo 4.1 Orneklerin Analiz Sonuglar



4.1. Kiiltiir Yontemi Bulgular

Toplam olarak incelenen 96 adet 6rnekten, konvansiyonel kiiltiir yontemi

ile 10 6rnekte pozitif sonug¢ alind1 (Tablo 4.1). Pozitif sonuglar, anamnez, klinik

goriiniim, makroskobik bulgularla uyumlu bulundu.

Toplam 7 adet ergin ar1 6rnegi ve ball1 petek 6rneginden AYC siipheli sus

izole edilmemistir. Toplam 3 adet kabartilmis petek 6rneginin 2 adedinden AYC

stipheli sus izole edilmistir.

B jzolat Elde Edilen

W izolat Elde Edilmeyen

M Poritif
M Negatif

Sekil 4.1 Klasik kiiltiir yontemiyle izole edilen siipheli kolonilerin dagilim1

Sekil 4.2 P. larvae referens susunun (KCTC 3744) Kanli Kolombiya Agardaki Goriintiisii
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Sekil 4.3 P. larvae saha izolatinin (Ornek No:31) J, Nutrient, Kanli Kolombiya agardaki

goriintlisii

Sekil 4.4 Orneklerin siv1 besiyerindeki 72 saatlik kiiltiirlerinin goriintiisii.
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Pozitif 6rneklerin anamnezinde, gegmis donemde goézlemlenen AYC klinik
goriiniimii, larva oOliimleri hikayesi, stres faktorlerinden herhangi birine (ani
sicaklik diismesi, beslenme yetersizligi, nakliye gibi) maruz kalma, yakin
gecmiste komsu ariliklarda AYC belirtileri gosteren kolonilerin varligi gibi
bilgilerin varligi sonuglarla uyumlu goriildii.

Kiiltlir yontemi ile izole edilen suslardan, Gram boyama yapilip Gram (+)
sporlu ¢gomak, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif suslar tizerinde ¢alismaya devam
edildi. Sonrasinda Vitek-2 Kompact cihazi ve bu cihazin basil (BCL) kiti ile
biyokimyasal tanimlama ¢alismalar1 yapildi (Tablo 4.2). Biyokimyasal profillere
bakildiginda, tamaminin Fenilalin Arilamidaz ve Tirosin Arilamidaz pozitif,
Leusin Arilamidaz, Alanin Arilamidaz,, D-Mannoz, D-Glikoz, D-Riboz,
Polimiksin-B direnci yoniinden de degisken olduklari gozlemlendi. Diger
biyokimyasal parametreler yoniinden, tamami negatif olarak saptandi. Cihazin
otomatik tanimlama sisteminin suslar1 Bacillus smithii olarak adlandirdig:
goriildii. Yapilan aragtirmalarda, B. smithii’nin hemoliz pozitif ve katalaz pozitif
oldugu, elde edilen P. larvae izolatlarinin ise hemoliz ve katalaz negatif veya ¢ok
zayif pozitif oldugu belirlendi. Mevcut veriler 1g1¢inda Vitek-2 Kompact cihazinin
direkt identifikasyon icin kullaniminin uygun olmadigi gozlendi. Identifikasyon

sonucu yerine biyokimyasal test verileri kullanildi.
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Test

3558

69

34

BXYL

LysA

AspA

LeuA

PheA

ProA

BGAL

PyrA

AGAL

AlaA

TyrA

BNAG

APPA

CDEX

dGAL

GLYG

INO

MdG

ELLM

MdX

AMAN

MTE

GlyA

dMAN

dMNE

dMLZ

NAG

PLE

IRHA

BGLU

BMAN

PHC

PVATE

AGLU

dTAG

dTRE

INU

dGLU

drRIB

PSCNa

NaCl %6,5

KAN

OLD

ESC

Tz

POLYB R

Tablo 4.2 Elde Edilen Suslarin Biyokimyasal Profilleri*

Numaralar, izolatlarin 6rnek numaralaridir.

*Biyokimyasal test detaylar1 icin BKZ Tablo 3.5



69

Klinik goriiniim ve makroskobik bulgularda (koku, olii larvalarin
gOriiniimii, uzama testinde 2.5 santimetrenin iizerinde uzama gibi) AYC yoniinden
miispet olarak degerlendirilen baz1 o6rneklerde, kiiltiir sonuglart ile pozitif sonug

elde edilemedi.

4.2 Konvansiyonel PCR Yontemi Bulgular:

4.2.1 DNA ekstraksiyonu

Molekiiler ¢alismalar i¢in DNA ekstraksiyonu ¢alismalarinda, manuel ve
ticari kitle DNA izolasyon yontemleri kullanildi. Manuel DNA izolasyon yontemi
ile DNA eldesinde stabil sonuglar elde edilemedi. Manuel yontemle ilk ¢aligilan
22 larvali petek Ornegi, bir pozitif ve bir negatif kontrol susuyla yapilan DNA
ekstrasyonunda sadece 18 ornekte DNA izolasyonu yapilabilirken 6 6rnekte DNA
izolasyonu yapilamadi. Ticari kitle DNA izolasyonu yonteminde, kitin kullanim
kilavuzunda bakteriler i¢in 10um/6rnek Tris-HCI talimati olmasina ragmen,
spordan DNA ekstraksiyonunda stabiliteyi saglamak i¢in, bu asamada
modifikasyon yapilarak 20 mg/ml stoktan 200 pl/6rnek olacak sekilde Lizozim
kullanimi ile hem klinik 6rneklerde, hem de referens suslarda daha iyi ve stabil
sonucglar alindi. FElde edilen 06rmek DNA’lari, NanoDrop 2000c
Spectrophotometer’de DNA miktar ve safliklar1 yoniinden 6l¢iildii (Sekil 4.4) ve
ileriki caligmalar i¢in - 20°C’de saklandi.
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Report | Configuration | Print |

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type i
6 nanodrop 20.11201212:29 |17 ngil  [0034 0008 407 0,06 DNA
T + nanodrop 20.11.201212:37 | 18,4 ngful  |0,367 0,175 2,10 0,15 DNA
e nanodrop 20112012 12:37 |21 ngil  [0041 0013 330 0,08 DNA
9 19 nanodrop 20.11.201212:38 | 29,4 ngiul  |0,587 0,392 1,60 0,18 DNA
10 |20 nanodrop 20112012 12:39 1217 ngil 2433 1537 158 0,32 DNA
1|21 nanodrop 20.11.201212:39 | 171,2 ngiul  |3,424 2,207 1,65 0,41 DNA
12 |23 nanodrop 20.11.2012 12:40 2383 ngill  [4766 2745 174 0,62 DNA
13 27 nanodrop 20.11.201212:41 | 17.9 ng/iul  |0,358 0.240 1,48 0,13 DNA
14 [31 nanodrop 20.11.201212:42 12,7 ngidl (0253 0141 1,80 0,08 DNA
15 |32 nanodrop 20.11.201212:43 70,3 ngiul  |1,405 1,020 1,38 0,27 DNA
16 |34 nanodrop 20.11.201212:44 1240 ngipl  |2,480 1,653 1,60 0,34 DNA
17 35 nanodrop 20.11.201212:45 27,0 ngiul  |0,539 0,381 1,42 0,15 DNA
18 |37 nanodrop 20.11.201212:46 | 1623 ngipl  |3,247 1,780 1,82 0,69 DNA
19 |19 nanodrop 20112012 12.48 46,4 ngidl 0927 0329 282 0,06 DNA |
20 |20 nanodrop 20.11.201212:48 68,0 ngfl  |1,361 0,629 2,16 0,09 DNA 1
21 |21 nanodrop 20112012 12.49 82,1 ngil  [1642 (0859 1,91 0,10 DNA
2 |32 nanodrop 20.11.201212:50 56,7 ngfl 1,133 0,468 242 0,07 DNA
23 |34 nanodrop 20112012 1251 50,1 ngid  [1001 0213 470 0,06 DNA
24 |48 nanodrop 20.11.201212:52 | 758 ngfpl 1,517 0,650 2,33 0,07 DNA
25 120 nanodrop 20112012 1253 59,1 ngidl (1182 0729 162 0,28 DNA
26 |pert nanodrop 20.11.201212:54 3130 ngipl  |6,260 5,378 1,16 0,46 DNA
27 |per- nanodrop 20112012 12.55 3328 ngll  |6B56 5388 124 0,52 DNA
28 |pcr-20 nanodrop 20.11.201212:56 | 3165 ngipl  |6,330 4919 1,28 0,53 DNA
29 |per-32 nanodrop 20112012 12.57 | 307.9 ngll 6159 4782 129 0,55 DNA
30 pcr-37  nanodrop 201120121258 3319 nghl 6637 4939 134 060 ona M
“ n 2
0 ].[:] per3] - : - - = \ . ] . ] .
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm) ]

nanadrop

Sekil 4.5 Orneklerden izole edilen DNA’larin bir kisminin Nanodrop cihazindaki 8lgiim sonuglar

4.2.2 Primerler ve konvansiyonel PCR

Calisma baslangicinda, primerlerin, hedefledikleri farkli gen bolgelerinin
yontemin spesifitesini etkilememesi i¢in ayni primer ¢ifti ile hem konvansiyonel
PCR hem de bu primerler ile kombine edilecek bir prob ile real-time PCR
caligmasi diisiintildii. Bu amag icin 16S rRNA gen bolgesi hedefli 4 primer ve 2
prob kullanild1 (BKZ Tablo 3.6).

Yontem sonuglarinda 25 6rnek pozitif olarak degerlendirilmesine ragmen,
kiiltiir yontemi ile miispet olarak tespit edilen 4 ornekte 16S rRNA gen bolgesi
hedefli spesifik bantlar goriilmedi. Bu ornekler i¢in, yapilan optimizasyon
caligmalarina ragmen sonug¢ degismedi. Real-Time PCR yontemi uygulanmak
istediginde ise sonu¢ alinamadi. Primer ve problarin saklanma kosullarindan
kaynakli bir problem yasanmis olabilecegi diisiincesi ile tekrar prob siparisi
verilip, primerin spesifitesi tekrar sorgulandi. Konvansiyonel PCR ydnteminin
Real-Time yontemi ile uyumlu olmasi i¢in ayni primerler ve yeni sentezlenecek
problar ile devam etme karar1 alindi. Yeniden sentezlenen problar geldiginde
yontem tekrar uygulandi ancak Real-Time PCR uygulamasinda yine sonug

alinamadi.
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Gerek yoOntemin olumlu sonu¢ vermemesi gerekse kiiltiir yontemi ile
celiskili alman sonuglar nedeniyle primer ve prob tasarimlarinin degistirilmesine
karar verildi. Bu defa 16S rRNA yerine metalloproteinase gen bolgesi hedefli bir
primer tasarimina karar verildi. Bu geni ¢ogaltmay1 hedef alan mpF ve mpR
primerleri ile konvansiyonel PCR ve Real-Time PCR yapildi. Konvansiyonel PCR
ile 13 ornek pozitif olarak belirlendi ancak, kiiltiir yontemi ile pozitif olarak
saptanan iki 0rnek, bu primerler ile pozitif olarak saptanamadi. Hemen ardindan

yapilan Real-Time PCR uygulamasinda stabil pozitif sonug elde edilemedi.

Calismada girilen darbogazin asilabilmesi igin PCR ve Real-Time PCR
icin ayn1 primerleri kullanma fikrinden vazgecildi. Uluslararasi otoritelerce kabul
edilen (OIE Terrestrial Manual 2008) 16S rRNA gen bolgesi hedefli, 1106 bp’lik
bir amplikonu hedefleyen AFB-F ve AFB-R primerleri ile devam etme karari

alindi.

Konvansiyonel PCR uygulamalar i¢cin OIE tarafindan refere edilen, 1106
bp’lik bir 16S rDNA gen bdlgesi amplifikasyonunu hedefleyen primer ¢ifti ile en

uygun ve stabil sonuclar alindi.

Materyal ve metot boliimiinde de belirtildigi gibi, stabil sonuglar alinan
gen bolgesi tlizerinde ¢alismanin devami amaciyla, reverse primer ayni birakilip
forward primer degistirildi, 1106 bp’lik amplikonun 137 bp’lik daha kisa bir
bolgesi hedeflendi ve amplikon i¢ine prob entegre edilerek konvansiyonel PCR

caligsmasi ile yakin bir hedef belirlendi.
4.2.3 Konvansiyonel PCR bulgular:

Yontemin optimize edilmesinin ardindan yapilan konvansiyonel PCR
caligmalarinda, kiiltiir yontemi ile AYC yOniinden pozitif olarak degerlendirilen
31, 32, 34, 35, 48, 69, 70, 78, 84 ve 85 numarali 6rneklerin hepsinde 16S rRNA
gen bolgesini hedefleyen AFB-F AFB-R primer cifti ile pozitif sonug saptandi. Bu
orneklerin yani sira, kiltiir yontemi ile AYC yonilinden negatif olarak
degerlendirilen 8, 20, 27 ve 49 numarali 6rneklerde de pozitiflik saptandi.

Ozellikle 20 ve 49 numarali drneklerin muayenelerinde klinik olarak AYC
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yoniinden pozitif olarak degerlendirilmesine ragmen kiiltiir yontemi ile negatif,
konvansiyonel PCR yontemi ile pozitif olarak sonu¢ vermesi dikkate deger

bulundu.

Konvansiyonel PCR Sonuglari 100
80
60
Pozitif; 16; 17% 40 e
20 H Pozitif
0 B Negatif
Negati, 80; & & &
83% \'QQ! (%{\ \\Q’ Q@'
SRS AN 0
P @

Sekil 4.6 Konvansiyonel PCR Bulgulari

Sekil 4.7 Konvansiyonel PCR Yonteminde Jel Elektroforezi Sonrasi Pozitif Orneklerin Goriintiisii

Ladder yanindaki kuyucuk pozitif, 36 numarali 6rnek, negatif olarak kullanilmistir.



4.3 Real — time PCR bulgular:

73

Real-Time PCR Sonuglan

Pozitif; 25; 26%

Negatif; 71;
74%

B Pozitif @ Negatif

100
80 -
60 -
40

20 -
0 - m Negatif

H Pozitif

Sekil 4.8 Real-Time PCR Bulgulari

| P..| M..| | Calculate... | Cros... | Step 1: Bazeline

Step 2: Analysis

— 1 0 00ME«00  18.23
—— 2 2 00ME00 1933 K2
— 3 34 D00ME00 186 1
— 4 B O0E00 1668 2]
— 5 43 OOOOE0D 2093 i
— 6 43 O00ME00 1589
— 7 63 00ME.00 2133 187
8 70 0O00Es0 1954 1
9 B4 OOOEsDD 2081 16-
— 10 8  0000E+00 2153 i
— 11 8  0000E+00 2090
— 12 W 000E00 2257 L
— 13 78 D00DOED0 1995 1
14 80 OOOOE.0D 2258 —12-
15 8 000E+00 2401 c
— 16 1 000OE00 273 g ]
— 17 2 DOMED0 273 2
— 18 3 <0000E.D0 3100 £ -
— 13 4 OOOOE0D 2655 Z gad
—— 20 5 <0000ED0 3100 |
26
—— 22 7 <ODOEsD0 >31.00 i)
23 19 0OOEsDD 2300 .
248 <DOO0E.DD 3100 044
—— 25 10 <D000E+D0 »31.00 |
—— 2 11 <D000E.D0 33100
27 13 <DDO0E+00 331.00 0.2
28 14 <0O00ESDD 53100 1
23 15 <0000E+00 >31.00 0]
—— 30 16 <D.000E+D0 33100
— 31 17 <D000E.D0 33100 1
— 32 nkc 02

Cycle Mumber

Sekil 4.9 Real-Time PCR Yéntemi ile Yapilan Calismanin Gériintiisii

Yukaridaki sekilde goriilen ilk 15 6rnek, konvansiyonel PCR yontemi ile
AYC yoniinden pozitif olarak belirlenmis 6rneklerdi ve tamaminda 25. déngiiden

once floresan 1s1ma tespit edildi. Orneklerin floresan degerlerine tek tek

bakildiginda (Sekil 4.7);
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Pozitif o6rneklerde, 30. dongiiye kadar saptanmaya baslayan, dogrusal

ilerleyen bir floresan degeri egrisi gozlendi.

Negatif orneklerde ise 31. donglide saptanmaya baglayan ve zigzaglar

olusturan bir floresan degeri egrisi gozlendi.

Bu diyagramlara bakarak da sadece ilk sinyalin alinma dongiisline gore

degil, sinyal degerine gore de degerlendirme yapilabilecegi gozlendi.

B 0.24

g 2
15 2
Cycle Number Cycle Number

Sekil 4.10 Pozitif (Solda) ve Negatif (Sagda) Orneklerin Floresan Egrileri

Ornekler tiiriine gdre ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; 65, 82, 87, 89 ve 96
olarak numaralandirilan 5 adet petekli bal 6rneginden yalnizca 89 numarali 6rnek
Real-Time PCR yontemi ile AYC yoniinden pozitif bulundu. 56, 60, 66, 68, 74,
90 ve 91 olarak numaralandirilan 8 adet ergin ar1 6rneklerinin higbirinde, hi¢bir

yontemle pozitiflik saptanmadi.

4.4 Tespit Limiti Calismalari

4.4.1 Konvansiyonel PCR tespit limiti

Tespit limiti c¢alismalar1 i¢in yapilan literatiir taramasinda, bir P.

larvae’nin total kromozomunun 4,43 fg oldugu oldugunun kabul edildigi (Sang
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Hoon Han et al. 2008) goriildii. Eldeki referens sustan elde edilen DNA miktari,
Nanodrop 2000 cihazinda olgiildii, Sul’lik 6rnek hacmi basina 0.00000443 ng

DNA olacak sekilde hesaplamalar yapildi. Bu hesaplamalarin ardindan o6rnek
basina 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 bakteri DNA’s1 olacak sekilde DNA izolati

PCR grade su ile sulandirilarak Sul 6rnek hacmi ile PCR ¢alismasi yapildi.

Calisma sonucunda tespit limiti 20 bakteri/6rnek olarak belirlendi(Sekil 4.8).

P o Mo Moo Mo B W B W N |

I =

-

Sekil 4.11 Konvansiyonel PCR tespit limiti ¢aligmast sonucu

4.4.2 Real-time PCR tespit limiti

17.725
16,225
14.725
13.225
1,725
10,225
8725
7.225
5.725
4225
2,725
1.225
0,275
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Sekil 4.12 LightCycler 480 cihazindan alinan amplifikasyon egrileri
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Ornek | Ct degeri | Konsantrasyon | Hesaplama
10* 38,73 1,00E+01 3,33E+00
10° 32,96 1,13E+02 3,77E+01
10° 29,06 1,58E+03 5,27E+02
10* 26,53 8,83E+04 2,94E+04
10° 23,37 7,49E+05 2,50E+05
10° 20,79 4,36E+06 1,45E+06
10’ 15,14 4,29E+07 1,43E+07
Negatif 0 0,00E+00 | 0,00E+00

Tablo 4.3 Hesaplama tablosu

Elde edilen veriler 1s18inda, kullanilan hidroliz probuyla, yontemin tespit limiti

10" bakteriyel DNA/6rnek olarak hesaplandi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu ¢alismanin amaci aricilik sektoriindeki 6nemli bir patojen olan P.
larvae’nin saha oOrneklerinden farkli yontemlerle tespitinin yapilmasi ve bu
yontemlerin birbirleriyle duyarliliklart bakimindan karsilagtirilmasidir. Bu magla
kullanilan yontemler klasik kiiltiir, konvansiyonel PCR ve Real-Time PCR

yontemleridir.

Bu amagla ¢calismamizda Mart 2010 —Aralik 2010 tarihleri arasinda Mugla,
Izmir, Aydm, Usak illerinden alinan &rnekler ile Samsun ve Elazig Veteriner
Kontrol Enstitiilerinden gonderilen 6rneklerle ¢aligildi. seksenbiri larvali petek,
yedisi ergin ar1, besi balli petek, tigli kabartilmis petek olmak iizere toplam

doksanalt1 adet 6rnek analize alindi.

5.1. Klasik Kiiltiir Yontemi

Calismamiz dahilinde incelenen doksanalti adet 6rnekten, konvansiyonel
kiiltiir yontemi ile on ornekte pozitif sonu¢ alindi. Pozitif sonuglar, anamnez,
klinik goriiniim, makroskobik bulgularla uyumlu bulundu. Kiiltiir yontemi ile
izole edilen suslardan, Vitek-2 Compact cihazi ve bu cihazin basil (BCL) kiti ile
biyokimyasal tanimlama calismalar1 yapildi (Bkz.Tablo 4.2). Cihazin otomatik
tanimlama sisteminin suslart  %94-98 olasilikla Bacillus smithii olarak
adlandirdign goriildii. Yapilan arastirmalarda, B.smithii’nin hemoliz pozitif ve
katalaz pozitif oldugu, elde edilen P. larvae suslarinin ise hemoliz ve katalaz
negatif oldugu belirlendi. Mevcut durumda identifikasyon sonucu yerine

biyokimyasal test verileri kullanild.

Tablo 5.1°de ayrmtilart verildigi iizere, klinik goriinlim ve makroskobik
bulgularda (koku, 6l larvalarin gériiniimii, uzama testinde 2,5 santimetrenin
lizerinde uzama gibi) AYC yoniinden miispet sonu¢ beklenen bazi 6rneklerde,
kiiltir sonuglar ile pozitif sonu¢ elde edilemedi. Sebebinin ampirik antibiyotik
kullanim1 olup olmadigmin saptanmast ic¢in sonraki ¢alismalarda kalinti

analizlerinin de yapilmasinin uygun olacagi diigiiniilmektedir.
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No IP\(/IIliJr:;ne gggﬁngik IS(c;lr:S(l;J Konvansiyonel PCR E;r?:;;g r/T]Ie}lfSR
Sinyal Degeri

1 S S +/27
2 +127
4 +1/29

8 S + +124
19 +/28
20 S + +/18
27 + +/25
31 S S + + +/22
32 S S + + +/19
34 S S + + +/18
35 S S + + +/19
48 P P + i +/21
49 S S n +/16
52 +/18
62 +/29
67 +1/27
69 S + + +/21
70 S + + +/19
71 +/28
72 S S

7 S S

78 S S + + +/20
80 S S + +/22
82 S S

84 S S + + +/21
85 S S + + +/21
86 S S + +/21
89 S S +/28

Tablo 5.1 Orneklerin Muayene Bulgulari (S: Siipheli, P: Pozitif )
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Benzer bir galismada arastirmacilarin (Kilig vd., 2010) caligsmalarinda,
izolasyon sonrasi yalnizca indol, katalaz, voges-proskauer, metil red ve nitrat
indirgeme testlerini yaptiklar1 gozlemlendi. Arastirmacilar, pratikte 80°C’de 10
dakikalik 1s1l islem sonrasi kiiltiirlerde hemoliz 6zelligi, koloni morfolojisi,
katalaz testi, gram ve nigrosin boyamalar ile yapilan identifikasyonu yeterli

bulduklarimi bildirmiglerdir. Calismamizda da benzer sonuglar saptandi.

Kiiltiir yontemi ¢alismalarinda kontrol susu olarak kullanilmasi 6ngoriilen
ve United States Department of Agriculture — Agricultural Research Service
(USDA-ARS)’den temin edilen B 3555 numarali Paenibacillus larvae subspecies
larvae, ve B 3685 numarali Paenibacillus larvae subspecies pulvifaciens, B 383
ve 385 numarali Paenibacillus alvei suslari, laboratuvarimiza ulastiktan sonra

tiremedikleri i¢in kullanilamadi.

Orneklerin kiiltiir yontemi ile muayenesinde, bakanligimizin Metot Birligi
Kitab1 esas alindi. Siipheli larva materyallerinin ekime hazirhigi, kitapta
belirtildigi sekilde yapildi (OIE Terrestrial Manual 2008). Kitapgikta ve
kaynaklarda petekli bal 6rneklerinin ekime hazirlanmasi ile ilgili agik bir yontem
bulunamadig i¢in, 6rneklerde stomacher homojenizasyonu uygulandi, daha sonra
elde edilen sivi kisimdan ekim yapild1 (Gillard M., et al 2008, lurlina M.O. ve
Fritz R., 2005). Ergin arilarin ekime hazirlanmasi asamasinda, etil alkol igerisinde
parcalama (OIE Terrestrial Manual 2008) 6ngoriilmesine ragmen, gerek etkenin
stabilitesi ile ilgili calismalarda etkenin c¢evresel sartlardan etkilenebilecegi
belirtildiginden, gerekse etkenin sporlarinin ergin ar1 sindirim sisteminden daha
yiiksek oranda disar1 ¢ikarilabilecegi tahmin edildiginden steril havanda ezme,
ardindan stomacher homojenizasyonunun (Gillard M., et al 2008, lurlina M.O. ve
Fritz R., 2005) daha verimli olacag: disiiniilerek bu yontem uygulandi. Her iki
yontem paralel uygulandiginda stomacher ile sindirim sistemi florasinin sivi

kisma daha iyi aktarildigi gozlendi.

Bu yontem uygulanirken 6zellikle dikkat edilmesi gereken noktanin, steril
calisip cevresel kontaminasyonu engellemek oldugu gozlendi. Aksi takdirde,
Ozellikle ayn1 zaman dilimi i¢inde ¢ok sayida drnekle ¢alisildiginda, 6rnekler arasi

ve ¢evresel kontaminasyon riskinin ¢ok yiiksek oldugu gézlemlendi.
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Etkenin izolasyonu i¢in laboratuvarlarimizda proje asamasinda 6ngoriilen
ortamlar, mevzuattaki son degisiklikle birlikte revize edildi. Calismalarimizda
etkenin en iyi J-Agar ve Kolombiya Agar’da iireyebildigi saptandi. Bu
bulgularimiz literatiir bilgileri ile (Antunez et al., 2007, Govan et al., 1999,
Hornitzky and Nicholls 1993, Kili¢ vd., 2010, Martinez et al., 2010) uyumlu
bulundu. Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda daha ¢ok MYPG ve PLA agar (De
Graaf et al., 2001, lurlina and Fritz 2005, Lindstrom et al., 2008) tercih edildigi

gozlendi.

Mevcut mevzuatta etkenin teshisi i¢in alti adet katt (%5 koyun kanl
kolombiya agar, J agar, Nutrient agar, Brain Heart Infusion agar, Tiaminli Brain
Heart Infusion agar), iki adet s1vi (Nutrient broth ve J broth) olmak {izere toplam
sekiz vasat ile ¢alisilmas1 ongoriilmektedir. Bu besi yerlerine ekimi takiben, klinik
orneklerde 2 - 4 giin, bal 6rneklerinde ise 14 giine kadar % 5 ile 10 aras1 CO’li
ortamda 37 + 1°C’de sporlarin vejetatif forma gegip tlireyebilmesi i¢in inkiibasyon
onerilmektedir. Yaptigimiz laboratuvar c¢alismalarinda, %35 koyun kanli
kolombiya agar, J agar ve J broth kullanilmasinin gerekli tiremeyi belirleyebilmek
ve teshise gidebilmek igin yeterli oldugu degerlendirildi. Besi yerlerinde iireyen
kolonilerin degerlendirmesindeki katalaz testi ve nigrosin boyama testi verileri,

literatiir ile (OIE Terrestrial Manual 2008) uyumlu bulundu.

Klinik 6rneklerin kiiltiir yontemi ile incelenmesi sonrasinda biyokimyasal
karakterizasyonu ve identifikasyonunda, 6zellikle kullanilan metotta yayinlarla

onemli farkliliklar gézlendi.

Biyokimyasal karakterizasyon ile ilgili temel farkin, karakterizasyon igin
kullanilan metottan kaynaklandigi saptandi. Kiiltiir yonteminde elde ettikleri
biyokimyasal sonuglara yayinlarinda yer veren bazi arastirmacilar (Kilwinski et al
2004), (Neuendorf et al., 2004), (de Graaf et al., 2006), (Genersch et al., 2006), bu
islem i¢in BioLog sistemini, bazi aragtirmacilar (Genersch et al., 2006), API
50CH ve API 20E tercih etmislerdir. Abd Al-fattah ve arkadaslar1 ise (Abd Al-
Fattah et al., 2009) izolasyonun ardindan katalaz, amilaz, nitrat rediiksiyonu,
jelatinaz, kazeinaz, Voges-Proskauer ve holst siit testini manuel olarak
uygulamislardir. Kullanilan kitlerin igeriginin karsilagtirilmasinda, kullandigimiz

VITEK II Kompakt cihazinin basil kiti ile farkli bir profilde oldugu saptandi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mart%C3%ADnez%20J%22%5BAuthor%5D
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Calismamizin ~ kiiltiir yontemi kisminin  gergeklestirildigi BVKE
Bakteriyoloji Laboratuvari’nda biyokimyasal identifikasyon i¢in mevcut bulunan
VITEK II Kompakt cihazi ve bu cihazin basil kiti biyokimyasal veriler i¢in
kullanild1. Cihazin alt yapisi ve yaziliminda P. larvae’y1 tanimlamak igin tanimli
bilgiler olmadig1 saptandi. (Verilerin kullanimu ile ilgili kisim materyal ve metot
kisminda 3.2.2 baslig1 altinda detayli bir sekilde agiklanmistir.) Calismamizin, P.
larvae’nin VITEK II Kompakt cihazi ile elde edilen biyokimyasal test verilerinin
bu denli detayli olarak verilmesi ile ilgili ulasilabilen ilk ¢alisma olmas1 da dnemli

bir veri olarak degerlendirildi.

Bal ve ergin ar1 6rneklerinden kiiltiir metodu ile elde edilen sonuglardaki
pozitiflik oranlari, Sekil 5.1°de ayrintilar1 verildigi tizere, literatiirlerdeki
sonuglardan farkli bulundu. (Antunez K. et al 2004, lurlina M.O. ve Fritz R.,
2005, Gilliard et al., 2008 )

Calisma 10
E Kilig 7
o .
©
E lurlina |35
k) 4
o
< Gilliard |41

Antunez |51,5

| | | | |
0 10 20 30 40 50 60
% Pozitiflik Orani

Sekil 5.1 Pozitiflik Oranlar1 Karsilastirilmasi

Bulgulardaki bu uyumsuzlugun, ¢alismaya dahil edilebilen 6rnek sayisinin az
olmasi, drnekleme déneminde kolonilerin oldukga giiclii ve hijyen davranislariyla
hastaliklara kars1 dayanikli olmasi ve genel olarak AYC insidensinin farkli olmasi
ile ilgili oldugu disiiniildii. Calismamiz bir metot karsilastirma ¢aligsmasi olarak
diisiiniildiginden, hedefler arasinda yaygmhigin veya pozitiflik oraninin

saptanmasi olmadigindan, bu veriler sadece genel bilgi olarak degerlendirildi.

Ormneklemede pozitif 6rneklere zorlukla ulasmadaki bir baska sebep te

hastalikla miicadelede uygulanan mevzuat olarak goézlemlendi. Yriirliikteki
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mevzuatta, AYC ihbar1 mecburi bir hastaliktir. Stipheli bir durumda, en yakin
Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne 6rnek gonderilmesi, sonug¢ AYC yoniinden pozitif
olarak degerlendirilirse hastalikli kovanlarin tazminatsiz imhasi ve 2 aylik kordon
ve karantina tedbirlerinin uygulanmast emredilmektedir.

http://www.tarim.gov.tr/Belgeler/Mevzuat/Talimatlar/gkgm/balarilarinin amerika

nyavru_curugu_hast_mucadele_koruma_talimati.pdf (Erisim tarihi 18.08.2017)

Mevcut durumda aricilar, yasayacaklar1 maddi kayiplari ve hastalik ¢ikisinda
ugrayacaklar1 itibar kaybimi diisiinerek siipheli vakalari resmi kurumlardan
gizlemektedirler. Bu durum, ozellikle gezginci aricilik yapilan ve kovanlarin
birbirlerine ¢ok yakin konumlandirildig: ariliklarda hastaligin yayilimi yoniinden

cok tehlikeli olarak degerlendirildi.
5.2 DNA Izolasyon Cahsmalar:

Molekiiler ¢alismalar i¢in DNA ekstraksiyonu ¢alismalarinda, manuel ve
ticari kitle DNA izolasyon yontemleri kullanildi. Yaptigimiz denemelerde, bakteri
kiiltiirlerinde olumlu sonuglar alinan konvansiyonel DNA ekstraksiyon yontemi
orneklerde kullanildi, ancak DNA miktar1 ve safligi agisindan saglikli sonuglar
alimamadi, dolayist ile molekiiler ¢alismalarda saglikli sonuglar elde edilemedi.
Bu bulgunun konvansiyonel yontemlerin 6rnekteki PCR inhibitorlerini bertaraf
edememesinden, sporun disina ¢ikartilan DNA materyalinin zarar gérmesinden ya
da spor i¢indeki DNA materyalini sporun digina ¢ikartmada yeterince etkili

olamadigindan kaynaklandig: diisiiniildii.

Ticari kitle DNA izolasyonu yonteminde, kitin kullanim kilavuzunda
bakteriler i¢cin 10pm Tris-HCI talimati olmasina ragmen, bu asamada Lizozim

kullanim1 ile daha iyi ve stabil sonuglar alindi.

Benzeri bir ¢alismada arastirmacilar (Bakonyi et al 2003), molekiiler

caligmalar i¢in DNA izolasyonunda;
a-Kimyasallar ile konvansiyonel izolasyon,
b-Dondurup ¢6zdiirme yontemi ile izolasyon ve

c-Lizozim ve Proteinaz K kullanimini da igeren ticari bir kit ile izolasyon
olmak tizere ii¢ farkli yontem ile bakteri kiiltiirii, kontamine bal, polen, balmumu
ve larvali petek materyallerinden DNA izolasyonu gergeklestirmisler, en iyi

sonucu Lizozim ve Proteinaz K kullanimini da igeren ticari kitle aldiklarin


http://www.tarim.gov.tr/Belgeler/Mevzuat/Talimatlar/gkgm/balarilarinin_amerikanyavru_curugu_hast_mucadele_koruma_talimati.pdf%20(Erişim
http://www.tarim.gov.tr/Belgeler/Mevzuat/Talimatlar/gkgm/balarilarinin_amerikanyavru_curugu_hast_mucadele_koruma_talimati.pdf%20(Erişim
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belirtmiglerdir. Arastirmacilarla benzer olarak, c¢alismamizda da DNA
izolasyonunda Lizozim ve Proteinaz K kullanimini da iceren ticari bir kit ile DNA
izolasyonunun en iyi sonuglar1 verdigi gozlendi. Diger DNA izolasyonu
metotlarindan, DNA’y1 spor disina ¢ikaramama veya DNA’ya hasar verme gibi

nedenlerle stabil sonuglar alinamadig1 degerlendirildi.

5.3. Konvansiyonel PCR Calismalari

Konvansiyonel PCR uygulamalar1 i¢in OIE tarafindan refere edilen, 1106
bp’lik bir 16S rRNA gen bolgesi amplifikasyonunu hedefleyen primer ¢ifti ile en

uygun ve basarili sonuglar alindi.

Yontemin optimize edilmesinin ardindan yapilan konvansiyonel PCR
calismalarinda, kiiltiir yontemi ile AYC yoniinden pozitif olarak degerlendirilen
31, 32, 34, 35, 48, 69, 70, 78, 84 ve 85 numarali 6rneklerin hepsinde pozitif
sonug saptandi. Bu 6rneklerin yani sira, kiiltiir yontemi ile AYC yoniinden negatif
olarak degerlendirilen 8, 20, 27, 49, 80 ve 86 numaral o6rneklerde de pozitiflik
saptand1. Ozellikle 20 ve 49 numarali 6rneklerin muayenelerinde klinik olarak
AYC yoniinden pozitif olarak degerlendirilmesine ragmen kiiltiir yontemi ile
negatif, konvansiyonel PCR yoOntemi ile pozitif olarak sonu¢ vermesi dikkate
deger bulundu. Bu bulgularin, muhtemelen aricilar tarafindan ampirik olarak,
yasak olmasina ragmen ornekleme esnasinda gézlemlenen antibiyotik kullanimina

bagl olarak sekillendigi degerlendirildi.

Materyal ve metot kisminda da belirtildigi iizere daha 6nce kullanilan 16S
rRNA ve metalloproteinase gen bolgesi hedefli diger primerler ile, klasik
yontemle pozitif bulunan 48, 70 ve 84 numarali 6rneklerde pozitif sonug
alinamazken kullanilan son primerler ile pozitif sonug¢ alinabildi. Benzeri
caligmalarda durumu agiklayabilecek muhtemel nedenler konusunda herhangi bir
bilgiye ulasilamadi. Olas1 nedenlerin, yetersiz primer spesifitesi veya drneklerdeki

belirlenemeyen bir PCR inhibitorii olabilecegi tahmin edildi.

Ulkemizde yapilan benzer bir calismada arastirmacilar; (Kilig et al 2010)
kiiltir ve konvansiyonel PCR yontemleri ile c¢alismistir. Arastirmacilarin

calismalarinda materyal ve metotlarinda belirttikleri 237 bp’lik bir gen bdlgesinin
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amplifikasyonunu hedefleyen primer c¢ifti ile yapilan caligmalarda basarili
sonuclara ulagilamadi. Elde edilen farkli sonuglarda, calisma kurgusu ve
orneklemede, calismamizda saha materyaliyle, diger ¢alismada ise elde edilen
kiiltiir izolatlarinin kullaniminin 6n goriilmesinin rol oynadig: diisiiniildii. Gegmis
calismada arastirmacilarin, petek materyalinin tamamindan degil, sadece
hastaliktan ~ giipheli larvadan Ornekleme yaparak calistiklart  g6zlendi.
Calismamizda stlipheli petek Orneginin tamamindan yapilan Ornekleme ile

sonuglarin farkli oldugu degerlendirildi.

Calismamizda, konvansiyonel PCR c¢alismalarinin  optimizasyonu
asamasinda, diger arastirmacilarin (Bakonyi et al 2003) verileri ile benzer sekilde
metalloproteinase gen bolgesi temel alinarak gerceklestirilen PCR caligsmalarindan
basarili ve verimli sonuglar alinamadi. Muhtemel neden olarak, yetersiz primer
spesifitesi veya oOrneklerde belirlenemeyen bir PCR inhibitorii olabilecegi

diistiniildii.

Molekiiler teshis yontemleri iizerine ¢alismalar basta daha cok kiiltiir
yontemi ile saptanan kolonilerin kesin teshisi temeline dayanmakta (Alippi et al-
2004, Bakonyi et al-2003, D’ Alessandro et al-2007, Dobbelaere et al 2001, Govan
et al 1999, Lauro et al-2003, Piccini et al 2002) iken, ¢alismamiz sonucunda elde
edilen veriler, uygun bir DNA ekstraksiyon yontemi ile direkt olarak materyalden
de molekiiler teshis yontemleri ile ¢aligilabilecegi yoniinde saptamalarda bulunan

arastirmacilarin (Kilig et al 2010, Lauro et al 2003) bulgulariyla uyumlu bulundu.

Konvansiyonel PCR yonteminde kullanilabilecek primer dizilimleri ile
ilgili geg¢miste yapilmis c¢ok c¢esitli yaymlar mevcuttur. Belli bashi bazi

calismalarda;

Govan ve arkadaglar1 (Govan et al 1999) ve Abd Al-Fattah ve arkadaslari
(Abd Al-Fattah et al 2009) 16S rRNA temelli bir dizayn ile 973 bp’lik bir
amplikonu hedefleyen bir primer ¢ifti ile ¢alismiglardir. Piccini ve arkadaslar,
(Piccini et al 2002) 16S rRNA temelli bir dizayn ile 700 bp’lik bir amplikonu
hedefleyen bir primer gifti ile ¢alismiglardir. Bakonyi ve arkadaslari, (Bakonyi et
al 2003) 16S rRNA ve metalloproteinaz gen bolgeleri temelli, hedefledikleri
amplikon biiytiklikleri 155, 237, 242, 342, 374, 451, 695, 739 ve 971 bp olan 9
farkli primer ciftiyle c¢aligmiglardir. Bu calismadaki 237 bp’lik amplikonu
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hedefleyen primer ¢ifti, Kili¢ ve arkadaslarinca da (Kilig et al 2010) kullanilmstir.
Dobbeleare ve arkadaslari, (Dobbeleare et al 2003) taksonomide alt tiir ayrimi
kalktiktan sonra OIE tarafinda refere edilen (OIE Terrestrial Manual 2008ve
2016) 16S rRNA temelli 1106 bp’lik bir amplikonu hedefleyen primer ¢iftinin
kullanimini 6nermislerdir. Lauro ve arkadaglari, (Lauro et al 2003) 969bp’lik
eksternal, 572 bp’lik internal 16S rRNA temelli amplikonu hedefleyen,
taksonomide alt tiir ayrimi1 kalktiktan sonra OIE tarafinda refere edilen (OIE
Terrestrial Manual 2008 ve 2016) bir touch-down nested PCR 6nermislerdir.
Alippi ve arkadaslari,(Alippi et al 2004) ERIC PCR ile 550 bp’lik bir amplikonu
hedefleyen 5’-ACAAACACTGGACCCGATCTAC-3 ve 5’-CCGC
CTTCTTCATATCTCCC-3’, diziliminde KAT 1 ve KAT 2 primer ¢ifti ile

calismislardir.

Bu c¢aligmalarin geneline bakildiginda, tiim arastirmacilarin, laboratuvar
tecriibelerine ve altyapilarina uygun, 16S rRNA veya metalloproteinaz genlerini
hedefleyen, farkli primerler ile ¢aligtiklar1 gozlemlendi. Bu ¢alismalardaki veriler
1s18¢1nda baslanan konvansiyonel PCR ¢alismalarimiz, iilke olarak, enfektif hayvan
hastaliklarinda resmi otorite olarak kabul edilen OIE tarafindan 2008 yilinda
taksonomideki son degisiklikler, spesifite ve sensitivite diizeylerine gore revize
edilen kilavuzun (OIE Terrestrial Manual 2008) AYC teshisindeki molekiiler
metotlardan 1106 bp’lik bir amplikonu hedefleyen konvansiyonel PCR ve 969
bp’lik eksternal, 572 bp’lik internal amplikonu hedefleyen nested PCR

yontemlerini refere etmesiyle bu yonde degistirildi.

Konvansiyonel PCR yontemi ile yapilan c¢alismalarda, spesifitesi kabul
gormiis (OIE Terrestrial Manual 2008 ve 2016) 1106 bp’lik bir amplikonu
hedefleyen 16S rRNA temelli AFB-F ve AFB-R primer ¢iftinin, olduk¢a iyi
sonuglar verdigi belirlendi. Bu primer ¢ifti tasariminin tek eksikligi, Real-Time
PCR yontemi caligmalar1 ve prob tasarimi icin ¢ok blyiik bir amplikonu
hedeflemesi, bu nedenle Real-Time PCR yontemi ile yapilmasi Ongoriilen

caligmalarinda kullaniminin uygun olmamasi olarak goriildii.

Calisma ic¢in farkli miktarlarda MgCl, konsantrasyonlari Onerilmesine
(Alippi et al 2004, Bakonyi et al 2003, D’Alessandro et al 2007, Dobbeleare et al
2001, Govan et al 1999, lurlina ve Fritz 2005, Lauro et al 2003, Piccini et al 2002)

ragmen, ¢alismamizda kullandigimiz bilesenlerle, bu miktarlarin karsilastirmali
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olarak gerceklestirilen uygulamalarinda, en saglikli sonuglar, 3.6 mM
konsantrasyonla elde edildi. Bu farkli degerlerin PCR i¢in kullanilan

komponentlerin igerikleri ve optimizasyonlari ile ilgili olabilecegi degerlendirildi.
5.4 Real-Time PCR Calismasinin Sonuclari

Real-time PCR yonteminin optimizasyon ¢aligmalar1 asamasinda, materyal
ve metot boliimiinde de belirtildigi gibi, konvansiyonel PCR yonteminde basarili
sonuglar alinan gen bdlgesi lizerinde ¢aligmanin devami amacglandi. Bu amagla
reverse primer ayni birakilip forward primer degistirilip, 1106 bp’lik amplikonun
137 bp’lik daha kisa bir bolgesi hedeflendi. Amplikon igine prob entegre edilerek
konvansiyonel PCR ¢alismasi ile yakin bir hedef belirlendi.

Tez yaymna hazirlandig: tarihte, Real-Time PCR igin halen uluslar arasi
otoritelerce genel kabul gérmiis bir metot ve primer-prob tasarimi bulunmadigi

saptanmigtir.

Calismamizda uygulanan yontem ve tasarlanan primerler ile prob oldukca
iyi sonuglar verdigi saptandi. Bu yontemin, siipheli saha materyallerinden kiiltiir
ve izolasyon gerekmeksizin direkt olarak teshis i¢in kullanima uygun oldugu

degerlendirildi.
Yayinlarina ulasabildigimiz aragtirmacilardan;

Sang Hoon Han ve arkadaslarinca (Sang Hoon Han et al 2008) 16S rRNA
temelli, 233 bp’lik bir gen bolgesini hedefleyen bir primer ¢ifti ve SYBR green ile
isaretli bir prob kullanarak, kiiltiire edilmis suslarin identifikasyonunda oldukga
hizli ve giivenilir sonuglar aldiklarini bildirmislerdir. Arastirmacilarin yaptiklari
caligmadaki amaglarindan énemli birinin de tasmabilir bir Real-Time PCR {initesi
ile sahada ¢ok hizli olarak teshis sonucu almak oldugu gézlendi. Arastirmacilar
caligmalarinda bu amaca ulastiklarin1 bildirdilerse de yontemin ve kullanilan
Real-Time PCR iinitesinin verifikasyonu konusunda uluslararasi otoritelerin onay1

ile ilgili bir referansa rastlanamadi.

Chagas ve arkadaslar1 (Chagas et al 2010) ise 16S rDNA temelli bir gen
bolgesinden 74 bp’lik bir amplikonu hedefleyen primer ¢ifti ve SYBR green ile
isaretli bir prob kullanarak, kiiltiire edilmis suslarin identifikasyonunda oldukga
giivenilir sonuglar aldiklarini bildirmislerdir. Bu yontemin de siipheli saha

materyallerinden direkt teshis i¢in kullanilmasi ile ilgili veri bulunamada.
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Yontemin mevcut hali ile laboratuvar teshisinde, uygun altyapiya sahip
laboratuvarlarda, fenotipik identifikasyona alternatif hizli bir identifikasyon

secenegi olabilecegi degerlendirildi.
5.5 Tespit Limiti Calismalarimin Sonug¢lari

Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda; Konvansiyonel PCR yontemi igin tespit
limiti 20 bakteri/6rnek olarak belirlendi. (BKZ Sekil 4.8) Elde ettigimiz sonuglar,
Govan ve arkadaslarinca yapilan ¢alismadaki (Govan et al 1999) 50 cfu/ml ve
Piccini ve arkadaslarinca yapilan ¢alismadaki (Govan et al 2002) 32 cfu/ml tespit
limitlerinden diisiik, Bakonyi ve arkadaslarinca (Bakonyi et al 2003) yapilan
calismadaki 3.2-33.8 cfu/ornek tespit limiti ile benzer bulundu.

Real-Time PCR ¢alismalarimiz sonucunda saptadigimiz 10 bakteriyel
DNA/6rnek tespit limiti sonuglar1 ise Sang-Hoon Han ve arkadaslarinca yapilan
calismadaki (Sang-Hoon Han et al 2008) 11.3 bakteriyel DNA/6rnek verisi ile
benzer, Martinez ve arkadaslarinca yapilan ¢alismadaki (Martinez et al 2010) 2
bakteriyel DNA/6rnek verisinden yiiksek bulundu. Bu farkliligin kullanilan
primerlerin spesifitesinden veya Real-Time PCR tonteminde kullanilan protokol

ve komponentlerinden kaynaklanmis olabilecegi degerlendirildi.
5.6 Yontemlerin Genel Degerlendirilmesi

Calisma ulasilabilen yaymlar i¢inde, konvansiyonel kiiltiir yOntemi,
konvansiyonel PCR yontemi ve Real-Time PCR yontemlerinin kiiltiire edilmis
koloniler yerine direkt olarak saha orneklerinden c¢alisildigi ilk 3’1 metot
karsilastirma ¢aligmasi olma Ozelligini tagimaktadir. Tez yayma hazirlandig:

zaman itibartyla benzeri bir ¢alismaya ulasilamada.

Calismamiza benzer bir kapsama, Bakonyi ve arkadagslarinin ¢alismasinda
rastlandi (Bakonyi et al 2003). Arastirmacilar, kontamine ballarda izolasyon,
biyokimyasal karakterizasyon ve konvansiyonel PCR yoOntemleri ile

calismiglardir.

Calisma kurgularin1  kiiltiire ettikleri suslar iizerinden yiiriitmeleri,
biyokimyasal tiplendirmeyi BioLog sistem ile yapmalari, ¢alismamizla 6nemli

farklar arz etmektedir.
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Calisma basinda belirlenen, “Ayni ornekler iizerinde uygulayarak, teshis
metotlar1 arasindaki duyarlilik, 6zgiilliik, hiz, giivenilirlik, maliyet gibi kriterleri”

ortaya koyma hedefine ulasildi.

5.7 Teshis Siireleri ve Maliyet Analizi

) _ | DNA Diger
Yontem Besi Yeri | , Toplam Siire
Izolasyonu | Sarflar

Kultir 12TL - 1TL 13TL 8 giin
Konv. PCR - 10 TL 5TL 15TL 6 saat
Real-Time - 10 TL 15TL 25TL 3 saat

Tablo 5.2 Yontemler ve Maliyetleri (TL)

5.8 Yontemlerin Birlikte Degerlendirilmesi

Her ii¢ yontemin de bir arada degerlendirilmesi sonucu, her birinin

kendine has artilart ve eksileri oldugu gézlemlendi.

Kiiltiir yontemi, diger yontemlere gore daha az maliyetli ve etkenin
enfektif giiciinii ortaya koymasi yoniinden tstiin bulundu. Kiiltiir yonteminin en
onemli dezavantajlar ise, teshisin uzun siirmesi ve bilingsiz olarak antibiyotik

kullanilmis 6rneklerde yanlis sonug vermesi olarak saptandi.

Konvansiyonel PCR yontemi, maliyet olarak kiiltiir yonteminden daha
yiikksek, Real-Time PCR yonteminden ise daha diisiik maliyetli olarak
degerlendirildi. Yontemde maliyeti arttiran en 6nemli unsur, saha materyalinden
yapilan Orneklemede gilivenilir sonu¢ almak i¢in yiiksek maliyetli ticari DNA
ekstraksiyon Kitlerinin kullanimimimn gerekliligi olarak saptandi. Uluslararasi
otoritelerce kabul edilmis sonuclari, kalite yoOnetimi ve akreditasyonda da
sorunsuzca kullanilabilecek diizeyde degerlendirildi. Yontem, Ornegin
laboratuvara gelmesinden 6 saat sonra sonuglandirilabilmesi, dolayisiyla 6rnegin
laboratuvara geldigi giin veya ertesi giin sonucun raporlanabilmesine imkan

tanidigindan, teshis siiresi olarak da basarili bulundu.
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Real-Time PCR yo6nteminin, ¢alistigimiz yontemler icinde en yiiksek
maliyete sahip oldugu belirlendi. Kullanilan sarflarin, probun ve enzimin maliyeti
arttiran en 6nemli unsurlar oldugu saptandi. Yontem, uygulanan metotlar arasinda
en hizli ve hassas yontem olarak one ¢ikti. Real-Time PCR yontemi ile drnek
laboratuvara geldigi giin sonucun raporlanmasimnin miimkiin olabilecegi saptandi.
Yontem, yiiksek maliyetine ragmen, altyapisi uygun laboratuvarlarda, oldukga
diisiik tespit limiti ve hiz1 nedeniyle tercih edilebilecek bir teshis metodu olarak

degerlendirildi.

Bu calismada kullanilan molekiiler yontemler ile sayica ¢ok daha fazla
ornekle, hizli ve ekonomik olarak etkenin taramasi gerceklestirilebilmesi, bu
sayede etken ile miicadelede ve etkenin yayginliginin arastirilmasma yonelik

calismalarda 6nemli kazanimlar saglanabilmesi miimkiin goriildi.

Yiriirlikteki mevzuata gore AYC, ihbari mecburi, tespiti halinde
saptandigi kolonilerin imhasi gereken bir hastaliktir. Bu miicadele esaslari
tamamuyla kiiltiir yontemi ile etkenin teshisi esasina dayanmaktadir. Calismamiz
bulgulart ve temel molekiiler teshis bilgilerine gore bu yaklasim, dogru bir
yaklagim olarak degerlendirildi. Zira molekiiler yontemlerle tespit edilen etkenin
olii veya canli olup olmadig belirsizdir. Ozellikle sterilizasyon islemi uygulanmis
temel petek kullanilan kolonilerde, Ornekleme bu petegi de igeren kisimdan
yapildiysa, molekiiler yontemlerle tespit edilen etkene gore yonetmelik
hiikiimlerinin uygulanmasinin oldukga hatali bir yaklasim olacagi degerlendirildi.
Buna karsin molekiiler yontemler, hiz ve hassaslik dstiinliikleriyle etkenin
yaygmliginin arastirilmasinda oldukga etkin olarak kullanilma potansiyeline sahip
goriildi.

Molekiiler yontemler, hastaligin teshisinde hizli sonug¢ verebilmek icin
olduk¢a kullanigli  bulundu. Gelen Orneklerin, molekiiler yoOntemlerle
incelenmesinin  ardindan, sonu¢ menfi ise kolaylikla menfi olarak
degerlendirilebilecegi, molekiiler yontemlerle miispet bulunan Orneklerde ise
ikinci asama olarak konvansiyonel kiiltiir yontemi uygulanip, etkenin 6lii veya

canli olup olmadiginin arastirilmasi gerektigi saptandi.

Muayenesi istenen materyalin ¢esidine gore de sonuglarin farkli

yorumlanmasi zorunlulugu saptandi. Hastaligin klinik belirtilerini gosteren larva
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ve larvali petek 6rneklerinde molekiiler yontemlerle saptanan pozitifligin, pozitif
olarak kabul edilebilecegi degerlendirildi, zira 6rnek toplama galismalarimiz
sirasinda yapilan tespitler ve goriismelerden anlasildigi {izere, aricilarca
bilingsizce antibiyotik kullanildigi ve kullanilan antibiyotigin etkenin kiiltiir
yontemi ile muayenesinde saglikli sonu¢ almayr engelledigi goézlendi. Bu
saptamalarimiz, yasal prosediir icinde karmasaya yol acabilecek
degerlendirmelere sebep olabilir, zira iilkemizde AYC hastalig1 tedavisinde ve
aricilikta yasal olarak antibiyotik kullanimi1 men edilmistir. Mevcut durumda, ar1
yetistiricilerinin ampirik olarak antibiyotik kullanmalar1 ve bu kullanimin teshis

stirecine etkileri konusunda bir veri ya da talimat bulunmadig1 gézlendi.

Muayenesi istenen 6rnek, ruhsath igletmelerden alinan temel petek 6rnegi
ise, molekiiler yontemlerle saptanan pozitif sonucun, balmumunun temin edildigi
kaynaktan gelebilecegi, muhtemelen yapilan sterilizasyon sonrasi saptanan
etkenin enfektif giici olmayabileceginden mutlaka kiiltiir yontemi ile

dogrulanmasi gerekliligi saptand.

Piyasada ticari olarak satilan siizme bal ve polen ile tarama caligsmasi
yapmak mevzuat agisindan oldukg¢a sikintili olarak degerlendirildi. Pozitiflik
saptandiginda bakanligimiz tasra teskilatinca hastalik ¢ikisinin yapilmasi, bal ve
polenin kaynaginin belirlenmesi, kordon-karantina ve imha prosediirlerinin dogru
bir sekilde uygulanmasinin ¢ok zor oldugu gozlemlendi. Bu teknik nedenlerden
dolay1 caligma planlanirken siizme bal ile ¢alisma planlari, 6rnekleme yaptigimiz
ariliklardan temin edilen kaynagi belli petek bal ile degistirilmek durumunda

kalindi.
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6. ONERILER

Kiiltiir yontemi ile etkenin tespitinde tek engel olarak goriilen antibiyotik
kalintis1 handikabinin belirlenebilmesi ig¢in, klinik olarak hastalik belirtilerini
gosteren, molekiiler yontemlerle pozitiflik saptanan ancak kiiltiir yontemi ile
etkenin tespit edilemedigi orneklerde, kullanilmasi muhtemel antibiyotik
kalintilarina yonelik daha az sayida 6rnekle de olsa bir ¢calismanin yapilmasinin

faydali olacag diisiintilmektedir.

Ruhsatli olarak temel petek {iretimi yapan isletmelerden yapilacak
ornekleme, ayni zamanda sektor i¢in bir gosterge kabul edilebilir. Bu isletmelerin
farkl1 kaynaklardan alip, isleyerek piyasaya sundugu temel peteklerden
konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle yapilacak bir tarama caligsmasinin

hastaligin yayginliginin tespiti i¢in de kullanish bir veri olacagi gézlendi.

Yasal mevzuat geregince, AYC hastaligi icin, hangi kovandan elde
edildigi kesin olarak saptanamayan bal ve polenlerden tarama ¢alismas1 yapilmasi
sikintihdir. AYC hastaligi yoniinden miispet bulunan orneklerin mihrakinda
miicadele talimat1 geregi alinmasi gereken tedbirler ve yapilmasi gereken islemler
yapilamayacaktir. Bu konuda yapilabilecek herhangi bir yasal diizenleme Onerisi
bulunmamaktadir.  Ileriki ~donemlerde, yasal mevzuatta yapilabilecek
degisikliklerle siizme bal ve polen Orneklerinden yapilacak bir tarama
caligmasinin hastaligin yayginhig ile ilgili oldukca faydali veriler saglayacag:

distiniilmektedir.

Konvansiyonel PCR c¢alismalart i¢in kullandigimiz, OIE tarafindan da
refere edilmis olan yontemin, kullanildigi sekliyle oldukg¢a saglikli sonuclar
verdigi saptandi. Mevcut taksonomi ve akreditasyonlar diisiiniildiiglinde,

sonuclarin giivenilirligi yoniinden metot onerilir.

Konvansiyonel PCR yontemi 6zellikle kiiltiire edilmis sustan degil de,
saha materyalinden ¢alisilacaksa, yontemin verimliligi acisindan, DNA
izolasyonu i¢in, Lizozim ve Proteinaz K kullanimimi da iceren ticari bir kit

kullanim1 Onerilir.

Real-Time PCR yo6ntemi i¢in hali hazirda resmi otoritelerce valide edilmis

bir metot bulunmamaktadir. Bu ¢alismada kullandigimiz metot, iyi bir DNA
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izolasyonu ardindan olduk¢a basarili sonuglar vermistir. Bu konuda c¢alisacak

arastirmacilarin kullandigimiz metodu dikkate almalar1 6nerilir.
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