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Amerikan Yavru Ciirtikligi etkeni Gram (+), streptobasil ve sporlu bir bakteri olan
Paenibacillus larvae’dir. Bal arist (Apis mellifera L.) larvalari P. larvae ile enfekte
oldugunda 6liim mutlaka gerceklesmektedir. Larvalarda 6liimiin gerceklesmesi koloninin
devamlhiligin1 etkilemekte ve hizli gergeklesen koloni ¢okiislerine sebep olmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarin pek ¢ogunda uygulanan miicadele yontemleri vejetatif forma karsi
bagsari elde etse de spor forma karsi bu yontemler etkisiz olmaktadir. Ayrica kullanilan
miicadele yontemlerinin arilarda toksik etki birakmamasi, ar1 iiriinlerinde kalintiya sebep
olmamasi, aricilik sektdriinde uygulanabilir ve ulasilabilir olmas1 gerekmektedir. Bu
nedenle simdiye kadar P. larvae’nin spor formuna etkili, ar1 iirlinlerinde kalinti
birakmayacak, aricilik sektoriinde uygulanabilir veya ulasilabilir bir yontem heniiz

kesfedilmemistir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, biiyiik koloni kayiplarina sebep olan baska bir ar1 zararlist
Varroa destructor ile miicadele yontemlerinde hali hazirda kullanilmakta olan organik

asitlerin (oksalik asit, formik asit, laktik asit, asetik asit), P. larvae 'nin vejetatif, sporo-



vejetatif ve spor formlarina bir etkisinin olup olmadiginin ortaya ¢ikarilmasidir. Organik
asitler daha once P. larvae lizerinde denenmemis olup, literatiirde tespit edilen eksikligin
kapatilmas1 yoniinde bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Tez calismasi1 kapsaminda P.
larvae 'nin tim formlarmin eldesine dair metot gelistirilmis, fakat sporovejetatif formun
stabilligini koruyamamasi nedeniyle deneyler vejetatif ve spor formlar ile yeniden
diizenlenmistir. Organik asitlerin aricilikta V. destructor ile miicadelesinde kullanilan
konsantrasyonlara (oksalik asit %3.5, formik asit %60, asetik asit %50, laktik asit %15)
uygun olarak hazirlanmistir. Organik asitler farkli dozlar1 (5 mL, 2,5 mL ve 1,25 mL),
farkll muamele siirelerini (1 giin, 3 giin, 7 giin) ve farkli bakteri yogunluklarmi (1x10*
KOB, 1x10® KOB ve 1x10? KOB) icerecek sekilde P. larvae iizerinde test edilmistir.
Deney gruplarinda organik asitlerin etkinliginin test edilmesi amaciyla dokme plak
yontemiyle canli hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Organik asitler, P. larvae’nin spor
formuna uygulanmadan once yikama islemleri gergeklestirilmistir. Ardindan dékme plak
yontemiyle sonug¢ alimamayinca spor formun vejetatif forma doniisiin desteklenmesi
amaciyla deneyler sivi ortamda yeniden gergeklestirilmistir. Sonu¢ olarak organik
asitlerin P. larvae 'nin vejetatif formuna bakterisidal etki gosterdigi ve spor forma karsi
etkisiz oldugu gozlemlenmistir. Aricilikta organik asitlerin sahada V. destructor
miicadelesinde kullaniminin erken ilkbaharda kovanda mevcut olan P. larvae sporlarimin
vejetatif forma dontismesini ve ilk yavru doneminde ortamda bulunmasi muhtemel
vejetatif formlarmnin dezenfeksiyonunun saglandigi diistiniilmektedir. Organik asit
kullanimmnin P. larvae enfeksiyonunu onleyici bir etkisi bulunmamasina ragmen
ortamdaki vejetatif formlar1 yok etmesi dolayisiyla enfeksiyon oranini azaltict ve bulagim

oranini diistirticli bir etkisi oldugu kanitlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Paenibacillus larvae, Varroa destructor, Apis mellifera L.,

Amerikan Yavru Ciiriikliigii, Organik asitler.
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The causative agent of American Foulbrood is a spore-forming Gram (+) streptobacilli
bacterium called Paenibacillus larvae. When honey bee (Apis mellifera L.) larvae are
infected with P. larvae, death is inevitable. Although the control methods applied in most
of the studies achieve success against the vegetative form, these methods are ineffective
against the spore form. In addition, the control methods used should not cause toxic
effects on bees, cause residues in bee products, and should be applicable and accessible
in the beekeeping. For this reason, a method that is effective on the spore form of P.
larvae does not leave residues in bee products, and applicable or accessible in the

beekeeping industry has not yet been discovered.



The aim of this thesis study is to determine the effects of organic acids (oxalic acid, formic
acid, lactic acid, acetic acid) which are currently used in the control methods against
Varroa destructor that is another bee pest that causes large colony losses, on vegetative,
sporo-vegetative and spore forms of P. larvae. Organic acids have not been tested on P.
larvae before, and this study has been carried out to close the gap that has been detected
in the literature. Within the scope of the thesis, a method for obtaining all forms of P.
larvae was developed, but the experiments were rearranged with vegetative and spore
forms because the sporo-vegetative form could not maintain its stability. Organic acids
were prepared by the concentrations used in the control V. destructor in beekeeping
(oxalic acid 3.5%, formic acid 60%, acetic acid 50%, lactic acid 15%). Organic acids
have been tested on P. larvae with different doses (5 mL, 2.5 mL, and 1.25 mL), different
treatment times (1 day, 3 days, 7 days), and different bacterial densities (1x10* CFU,
1x10® CFU, and 1x10%> CFU). To test the effectiveness of organic acids in the
experimental groups, viable cell counting was performed using the pour plate method.
Washing processes were carried out before the organic acids were applied to the spore
form of P. larvae. Then, when no results could be obtained with the pour plate method,
the experiments were carried out again in a liquid medium to support the germinating of
P. larvae spores. As a result, it has been observed that organic acids have a bactericidal
effect on the vegetative form of P. larvae and are ineffective against the spore form. It is
thought that the use of organic acids in the field in beekeeping for the control of V.
destructor, provides the transformation of P. larvae spores present in the hive into
vegetative form in early spring, and the disinfection of the vegetative forms that are likely
to be present in the environment during the first instar larvae of the brood. Although the
use of organic acid does not have a preventive effect on P. larvae infection, it has been
proven that it has an effect on reducing the infection rate and reducing the transmission

rate, as it destroys the vegetative forms in the environment.

Keywords: Paenibacillus larvae, Varroa destructor, Apis mellifera L., American
Foulbrood, Organic acids.
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1. GIRIS

Bal arilar1 Filum: Arthropoda, Smif: Insecta, Takim: Hymenoptera, Familya: Apidae’de
yer almaktadir. Diinya iizerinde var olduklar1 Kretase Dénemi’nden (145-66 MYO) beri
cicekli bitkilerle birlikte evrim gegirmis ve tozlasmaya sagladiklart katki ile ekosistem
acisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahip olmuslardir [1]. Bal arilar1 (Apis mellifera L.)
giiniimiizde de tiikkettigimiz besinlerin polinasyonunda biiyiik rol oynamaktadir [2]. Bu
sebeple gelismis tilkelerin ariciliktaki onceligi ar1 lirtinlerinin eldesinden ¢ok, bitkilerde
polinasyonun arttirilmasiyla iiriin verimliligine katki saglamaktir [3]. Ulkemizde ise
arcilik, bal ve diger ar1 iiriinlerinin tiretimiyle 6n plana ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de aricilik
sektorii her gegen yil biliyiimekte ve iilke ekonomisine olan katkisi artmaktadir. Tiirkiye
An Yetistiricileri Merkez Birligi’nden elde edilen son verilere gore Tiirkiye’deki arici
sayis1 80.675 ve kovan sayis1 812.836°dir. Ulkemiz aricilik kapasitesi ve potansiyeli ile
diinyada 2. sirada yer almaktadir [4, 5].

Aricilik sektoriintin verimliligini etkileyen en énemli sorun ar1 hastaliklart ve koloni
kayiplaridir. Koloni kayiplarinin nedenleri farkli olmakla birlikte 2006 yilinda glindeme
gelen Koloni Kayiplart Sendromu (CCD/KKS) ile toplu ari olimleri goriilmeye
baglanmistir. KKS beklenmeyen bir anda koloniden geriye yalnizca kralige, yavru ve ¢ok
az miktarda ergin armin kalmasi durumudur [3, 6]. Bunun disinda pestisitler, zararlilar,
uygulanan yanlis aricilik teknikleri, kolonideki direng diisiikliigii, ar1 hastalig1 etkenleri
gibi koloninin yasamini olumsuz etkileyen durumlar tek baglarina ya da birlikte sinerji

olusturarak toplu koloni kayiplarina sebep olmaktadir [3, 6-8].

Ar hastaliklari, koloni kayiplarina yol acan etkenlerden birisi olmasinin yaninda
aricilikta siirdiiriilebilirligi de tehdit eden en &nemli unsurdur. Bu yiizden ar
hastaliklariyla miicadele bilimsel ve teknik acidan iizerinde en fazla calisilan konudur.

Art hastaliklari viral, bakteriyel, fungal ve paraziter kaynakli olabilmektedir [9-11].

Bal arilar1 sosyal yasayan bocekler olmalar1 ve kovandaki birey sayisinin 40.000 ile
80.000 arasinda olmas1 nedeniyle, enfeksiyonel hastaliklarin kovan igerisindeki yayilim1
hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir [10, 12]. Enfeksiyonel hastaliklarin igerisinde ise en
hizli yayilan grup bakteriyel kaynakli hastaliklardir. Fungal etkenlerin sebep oldugu
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hastaliklar ise direkt olarak dis ortam kosullarina (sicaklik, nem, kovan havalandirmasi
vb.) bagl oldugundan yayilim hizlar1 bakteriyel kaynakli enfeksiyonlara gore daha
yavastir. Viral kaynakli hastaliklarin = yayillm hizinin  bakteriyel kaynakli
enfeksiyonlardan daha yavas olmasinin sebebi ise viriislerin zorunlu hiicre i¢i parazitler
olmasiyla canli yagsamin bulunmadigi dis ortamlarda kendini gosterememesidir. Ancak
bakterilerin patojenitesine bagli olarak serbest yasayabilmeleri ve spor form gibi
dayanikli formlar olusturmalari, miicadele yontemlerini daha da zorlastirmaktadir. Ayrica
bakteriyel ar1 hastaliklar1 kolonide larvalar etkilemesi sebebiyle koloninin gelecegini de
tehdit etmektedir. Bu nedenle bakteriyel kaynakli ar1 hastaliklariyla miicadele yontemleri
son derece 6nemlidir. Bakteriyel enfeksiyon sonucu olusan ar1 hastaliklar; Adi Yavru

Ciurtkligi, Avrupa Yavru Curiikliigi ve Amerikan Yavru Crikligidir [13-16].

Adi Yavru Curtkligi (AdYC) etkeni kovan i¢inde bulunan firsat¢i saprofit bakterilerdir.
Kovan igindeki ortam kosullar larvalar i¢in olumsuz hale geldiginde, saprofit bakteriler
firsat¢1 patojen olarak larvalari enfekte etmektedir. Bu ortam kosullari; genellikle bahar
aylarinda gece gilindiiz sicaklik farkinin artmasiyla yavrulu petek gozler tizerinde kulucka
yaparak larvalar1 sicak tutacak ergin arilarin ¢ekilmesi ve larvalarin agikta kalmasina
baglidir. AdYC ile miicadele; kolonideki ergin ar1 sayisinin arttirilmasiyla, ¢ercevelerin
sikigtirllarak bir yonde toplanmasiyla, kovan iginde ve aricilik ekipmanlarinda hijyene
dikkat edilmesiyle, koloninin beslenmesindeki eksiklerin giderilmesiyle gerceklestirilir
[14-17].

Avrupa Yavru Cirikligii (AvYC) etkeni Gram (+) ve sporsuz bir bakteri olan
Melissococcus plutonius’dir. M. plutonius, larva dokusu tizerinde herhangi bir patojenite
gostermemekte fakat larvalarin bulundugu petek goziindeki zengin besin igerigine ortak
olmaktadir. Bu durum larvalarin bir siire sonra yetersiz besin sebebiyle 6lmesine sebep
olur. Ortamdaki besin tiikkendiginde M. plutonius da yok olmaktadir. Bu durum hastaligin
yayilmasin1 zorlastiran ve miicadeleyi kolaylastiran bir etkendir. Kovan i¢i direncin
yiiksek olmas1 amaciyla kovana besin takviyesi yapilmasi (polenli kek, polenli gerceve
vb.) ve ergin arilarin sayica yeterli seviyede olmasiyla AvYC tedavi edilebilmektedir [13-
18].



Tez ¢aligmasinin konusunu olusturan Amerikan Yavru Ciriikligi (AYC) etkeni, Gram
(+) sporlu bir bakteri olan Paenibacillus larvae’dir. Sporlu bir bakteri olmasi sebebiyle,
miicadelesi en zor yavru ¢lrtikliigi ¢esididir. Bir larvanin P. larvae ile enfekte olmasi
igin 10 sporun yeterli oldugu raporlanmistir [19]. P. larvae sporlar1 larvalarin tizerinde
vejetatif forma doniiserek hizla ¢ogalmaya baslar. Bakteri larva dokusuyla beslenir.
Larvalarin 6liimii gergeklestikten sonra P. larvae spor forma donisiir ve yeni bir larvanin
enfeksiyonuna kadar spor form dormant halde kalir. P. larvae ergin arilar1 enfekte
edememektedir. Ancak ergin arilar kovan igerisinde yavru arilarin bakimi, petek gozlerin
temizligi gibi gorevleri gergeklestirirken tiiylerine yapisan P. larvae sporlart ile
kontamine olmaktadirlar. Bu kontaminasyon ergin arilar1 mekanik vektor haline getirir
ve AYC’nin koloni i¢inde, koloniler arasinda ve ¢evrede yayilmasini saglar [10, 20, 21].
P. larvae sporlar1 35 yil siireyle balda, aricilik ekipmanlarinda ve ¢evrede canliligini
koruyabilmektedir [22, 23]. Amerikan Yavru Ciirtikliigii hastaliginin klinik belirtilerinin
ortaya ¢ikist diger yavru ciiriikliklerinde oldugu gibi larvalarin 6lmesi ve ardindan
clirimesiyle gerceklesmektedir. P. larvae sporlarinin uzun yillar canliligini
koruyabilmesi ve klinik belirtilerin larvalarin 6liimiinden sonra ortaya ¢ikmasi1 Amerikan
Yavru Ciriikligiyle miicadeleyi zorlastirmaktadir. P. larvae’nin vejetatif ve spor
formlarina karsi etkinligi kanitlanmig bir tedavi yontemi hali hazirda bulunmamaktadir.
Literatiirde P. larvae 'ye kars1 pek ¢ok farkli miicadele yontemi ve etken madde; in vitro,
in vivo ve arazi ¢aligmalarinda denenmistir. Bu calismalarin biiyiik bir cogunlugu P.
larvae’nin vejetatif formu iizerine yapilmistir. Ancak klinik belirtilerin ortaya ¢iktigi
evrede, P. larvae nin vejetatif formlarmin c¢ogunlugu spor forma doniistiigiinden
aragtirtlan miicadele yontemleri uygulanabilir olmamaktadir. Bu yiizden AYC’de kabul
edilen miicadele yontemi, hastaligin gergeklestigi kovanlarin ve 6 km ¢apindaki alanin
karantina altina alindiktan sonra tiim igerigiyle birlikte yakilmasidir [24, 25]. Fakat bu
miicadele yontemi aricilik sektorii icin ekonomik agidan oldukga zorlayicidir. Yakilan
kovanlar i¢in herhangi bir tazminat uygulamasi olmamasi sahada biiylik sikintilar
olusturmaktadir. AYC, bakteriyel kaynakli ar1 hastaliklar1 arasinda miicadelesi en zor
olan ve etkili bir miicadele yonteminin gelistirilmesi i¢in lizerinde en fazla galisma

yapilan konulardan biridir [19, 26].

Aricilik sektoriinde, hakkinda en fazla calisma yapilan bir diger ar1 hastalig1 ise Varroa
destructor’dur. V. destructor arilarda ektoparazittir ve Filum: Arthropoda, Sinif:
3



Arachnida, Takim: Mesostigmata, Familya: Varroidae’de yer almaktadir [27]. V.
destructor bal arilarinin kitinize dokusuna gnathosomalar1 yardimiyla penetre olarak
hemolenf ile beslendigi distiniilirken, 2018 yilinda yapilan bir ¢alismayla V.
destructor 'un hemolenf yerine bal arilarinda immiin sistem elemanlarinin senteziyle
gorevli olan yag dokusuyla beslendigini rapor etmistir [28]. V. destructor ile enfekte olan
bal arilar1 hem immiin sistemin baskilamasiyla hem de kitinize dokuda olusan lezyonlar
ile sekonder enfeksiyonlara agik hale gelmektedir [29]. V. destructor un koloni iginde
yayilimi1 hizlidir. Bunun en biiyiik sebebi V. destructor un yasam dongiisiiniin bal arisinin
yasam dongiisiinii birebir takip etmesidir. V. destructor iireme ve larval donemini bal
arisinin da larval donemi sirasinda petek gozlerde gegirmekte; ergin doneminde ise ergin
bal arilar1 iizerinde bulunmaktadir [27-29]. Iki canlmin da Arthropoda filumunda yer
almas1 sebebiyle, kullanilacak miicadele yonteminin V. destructor’u etkilerken A.
mellifera’ya zarar vermemesi gerekmektedir. Bu ag¢idan dogru miicadele yontemini
se¢cmek teknik aricilikta en kritik noktadir. V. destructor ile miicadelede diisiik toksisite,
yiiksek etki ve ar1 iirlinlerinde kalinti birakmamas1 gibi parametrelere dikkat edilmesi
gerekir [27, 30, 31]. V. destructor tedavisinde biyolojik ve fiziksel yontemler, kimyasal
ve organik ilaglar kullanilmaktadir. Organik asitler (oksalik asit, formik asit, laktik asit,
asetik asit); cabuk buharlagmasi, ergin ar1 ve larvalarda toksik etkisinin diisiik olmasi, V.
destructor’a karst %94’e varan etki oranlariyla tercih edilmektedirler. Organik asitler
hava sicakligi 15 °C altindayken, buhar halinde ya da damlatma seklinde kovan igerisine
etkin sekilde uygulanmaktir [16, 30-32].

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinin amaci V. destructor miicadelesinde etkili olan ve
sikga tercih edilen organik asitlerin (oksalik, formik, laktik ve asetik asit) ayni zamanda
aricilik sektoriinde ciddi sorunlara sebep olan P. larvae (vejetatif, sporo-vejetatif ve spor
formlari) tizerindeki etkisinin arastirilmasidir. Yapilan literatiir arastirmasinda su ana
kadar boyle bir ¢alismaya rastlanmamis olup tez ¢alismasi ile literatiire katki saglanmasi

planlanmastir.

Calisma boyunca asagidaki sorulara yanitlar aranmstir;



Organik asitler, Gram (+) ve sporlu bir bakteri olan P. larvae’nin vejetatif,
sporo-vejetatif veya spor formuna karsi bakteriyostatik ya da bakterisit

herhangi bir antibakteriyel etkisi mevcut mudur?

Eger etkili ise,

- Hali hazirda V. destructor’a karsi organik asitlerle yapilmakta olan
miicadeleyle ariliklarda P. larvae 'ye karsi miicadele de saglanmakta midir?

- Organik asitlerin P. larvae’ye kars1 etkinlik siiresi ne kadardir?

- Organik asitler hangi konsantrasyonda P. larvae 'ye karsi etkilidir?

- P. larvae enfeksiyon yogunlugu organik asitlerin etkinligini degistirebilir mi?



2. GENEL BIiLGILER

Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AYC), Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (Office International
des Epizooties, OIE) tarafindan bildirilmesi zorunlu hayvan hastaliklar1 arasinda yer
almaktadir [33]. Hastalik etkeni olan Paenibacillus larvae nin konagi bal arisi
larvalaridir. Mikrobiyolojik a¢idan degerlendirildiginde etken bakteri enfeksiyonu konak
Ozgiilliigiine dayanmaktadir. Kesfedildigi 1900°li yillardan bu yana {izerinde yapilan
arastirmalar devam etmektedir. Gram (+) sporlu bir bakteri olmasi, ¢ok ¢esitli sekonder
metabolitler {iretmesi, patojenite mekanizmalarinda heniiz agikliga kavusturulmamis
bir¢cok yoniiniin bulunmasi P. larvae’ye sadece ar1 sagligi agisindan degil mikrobiyolojik

olarak da 6nemli bir noktaya tagimaktadir [19].

2.1. Kesfedilmesi ve Siniflandirilmasi

Amerikan Yavru Cirikligi (AYC) etkeni ilk olarak 1906 yilinda George F. White
tarafindan izole edilmis ve Bacillus larvae olarak isimlendirilmistir. Hastalik ilk kez
Amerika’da gorildigli i¢in Amerikan Yavru Curikligi adini almistir. AYC’de
gozlemlenen klinik belirtilerin farkliligi sebebiyle, 1950 yilinda Katzelson AYC goriilen
bir kolonideki yavrulu petekten izole ettigi bakteriyi farkli bir tiir olarak tanimlamis ve
Bacillus pulvifaciens olarak isimlendirmistir. Ayrica gozlemledigi klinik belirtilere
bakarak hastalifa “tozlu goz hastalig1” anlamina gelen “powdery scale disease” adini
vermistir. AYC’nin tamimlanmasindaki bu karmasiklik filogenik tiir tanimlamalar

yapilana kadar devam etmistir [10, 20, 26].

Filogenik tir tamimlamalariyla birlikte Bacillus cinsi icindeki tiirler yeniden
diizenlenmistir. Yapilan filogenik ¢alismalar dogrultusunda Bacillus cinsinden ayrilan
tirler basil benzeri anlamina da gelen Paenibacillus cinsi igerisinde siniflandirilarak; B.
larvae ve B. pulvifaciens tiirleri de bu cinse dahil edilmistir [26, 34]. Paenibacillus sinifina
dahil edilmeleriyle; P. larvae ve P. pulvifaciens olarak adlandirilmaya baslanan iki tiir
tizerinde yapilan molekiiler caligmalar, tiirlerin yliksek benzerlik gostermesi sebebiyle iki
alt tiir olduklarin1 rapor etmistir. Buna gore P. larvae sub. larvae ve P. larvae sub.
pulvifaciens olarak isimlendirilmeleriyle P. pulvifaciens’in aslinda ayr bir tiir olmadigi,
P. larvae nin bir alt tiirii oldugu bildirilmistir [26, 34, 35]. ilerleyen ¢alismalarda ise daha

ayrintili yapilan klasik (koloni morfolojisi, spor yapisi, elektron mikroskobu taramalar)



ve modern (Pulse-field jel elektroforezi, protein profillemesi, tekrarlayan element PCR)
analizler ile P. larvae’nin iki alt tiirii olmadig1 tespit edilmistir [10, 35]. Boylelikle
filogenik ¢alismalarin baslangicindaki tiir isimlendirme arayisi birbirini izleyen birgok
calisma sayesinde sonlandirilmistir. Giintimiizde P. larvae tek bir tir olarak

tanimlanmakta ve literatiirde AYC hastalig1 etkeni olarak rapor edilmektedir [36].

P. larvae tiir tamiminin kesinlesmesiyle birlikte genomik isaretleme c¢aligmalari
yapilmistir. Bu ¢alismalarda repetetive-PCR (rep-PCR) yontemi ve tekrarlayan gen
bolgelerini isaretlemek amaciyla “enterobacterial repetitive intergenic consensus”
(Enterobakteriyal tekrarlayan genler arasi bolgeler, ERIC) sekanslar1 kullanilmistir.
Genomik isaretlemelerde 4 farkli genotip tizerinde durulmus ve genotipler ERIC I, ERIC
I, ERIC 1Il, ERIC IV olarak adlandirilmistir [20, 37]. 2020 yilinda Beims ve
arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismayla, baldan ERIC V genotipi de izole edilerek
genotiplere dahil edilmistir. Tespit edilen genotipler arasinda koloni morfolojisi ve
viriilans gibi parametrelerde farkliliklar bulundugu rapor edilmistir [10, 35, 38]. Soz
konusu morfolojik ve viriilans farklar1 ilgili basliklar altinda detaylandirilmigtir. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda, ERIC I ve ERIC II genotiplerinin arazi kosullarinda diger
genotiplere gore daha sik izole edildigi tespit edilmistir [10, 39, 40].

2.2. P. larvae Morfolojisi ve Fizyolojisi

P. larvae, Gram (+) ve sporlu bir bakteridir. Streptobasil yapisinda, politris flagellaya
sahip ve ortalama 0.5 pm genisliginde, 1.5-6 um uzunlugundadir [35]. Koloni
morfolojileri ¢ok ¢esitlidir ve ayn1 genotipte bile gesitlilik gostermektedir (Sekil 2.1.).
S6z konusu cesitlilik P. larvae’nin streptobasil yapisina ve gram oOzelligine etki

etmemektedir [35, 38]. P. larvae 'nin vejetatif formu Sekil 2.2.’de gosterilmektedir.

Sekil 2.1. P. larvae’nin koloni morfolojileri [38]. ERIC I: A-B, ERIC II: C-F.



Sekil 2.2. P. larvae 'nin vejetatif formu (Billur Kiigiikozmen)

P. larvae fakiiltatif anaerobiktir [39]. Oksijenli ortamda tirediginde Katalaz negatif
olmasia ragmen, Oksijenin yarattigi oksitadif etkinin giderilmesinde peroksiredoksin,
alkil hidroperoksit rediiktaz, tioredoksin ve tioredoksin peroksidaz enzimlerini
kullanmaktadir [41]. Ayrica oksijenli solunum yapan canlilarda goriildiigii gibi nitrati

alternatif elektron tutucu olarak kullanmaktadir [39].

P. larvae, larvada enfeksiyona sebep olmadan 6nce larvanin ari siitii ve bal karigimindan
olusan besinine ortak olmaktadir. Seker metabolizmasinda Embden Meyerof Parnas
(EMP) ve oksidatif pentoz-fosfat yolaklariyla metabolize etmektedir. P. larvae
enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda hemolenfe ulastiginda burada yiiksek miktarda
bulunan trehalozu da metabolize etmektedir [38, 39, 42]. Proteinler ise hidrolize
ugratilarak yikilmakta ve bakteri metabolizmasinda kullanilan aminoasit senteziyle,

aminoasitler sentezlenmektedir [43].

P. larvae sporlar1 sentral yerlesim gostermektedir. Diger bakteri sporlarinda oldugu gibi
sicakliga, kimyasallara ve diger ¢evresel etkenlere karsi olduk¢a dayaniklidir [23, 35].

Sporlar ¢ok uzun yillar siiresince canliliklarin1 koruyabilmektedir [35, 44]. P. larvae 'nin
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spor morfolojileri genotipler arasinda farkliliklar (Sekil 2.3) gostermektedir [36].
Genotiplerin spor yapilar1 arasinda gézlenen morfolojik farklilarin P. larvae nin yasam

dongiisiine herhangi bir etkisinin olup olmadigi heniiz aragtirilmamastir.

D E

Sekil 2.3. P. larvae sporlarinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri. A)
ERIC I, B) ERIC II, C) ERIC IlI, D) ERIC IV, E) ERIC V [36].

A B Cc

P. larvae enfeksiyonu siiresince, larvanin bulundugu ortama bagh olarak sekonder
enfeksiyon yaratabilecek bir¢ok mikroorganizma da bulunmaktadir. Bu durum
laboratuvar ortaminda P. larvae’nin morfolojik tanimlanmasi yapilmasi sirasinda karigik
kiltiir elde edilmesine sebep olmaktadir. Elde edilen karisik kiiltiirde; Enterococcus
feacalis, Bacillus alvei, Bacillus laterosporus tiirleri siklikla bulunmaktadir [45].
Mikrobiyolojik yontemlerle yapilan izolasyon ve identifikasyon islemlerinde bu tiirler
arasinda goriilen spor ya da vejetatif koloni morfolojisindeki farklardan

yararlanilmaktadir. Bakterilere ait bu morfolojik farkliliklar Sekil 2.4.’de verilmistir [45].

Sekil 2.4. P. larvae 'nin Mikrobiyolojik yontemlerle yapilan izolasyon islemlerinde izole
edilebilecek tiirlerin spor ya da vejetatif koloni morfolojisi farkliliklari; A) P. larvae
vejetatif ve sentral sporlanma, B) E. feacalis vejetatif morfolojisi, C) B. laterosporus

terminal spor yapisi, D) B. alvei terminal spor yapisi [45].

Farkli bakterilerin bulundugu karisik kiiltiir ortaminda P. larvae 'nin enfektif formu spor

formdur. Spor form larvalarda enfeksiyon meydana getirmektedir. Ergin arilar sporlarla



enfekte olmamakta, yalnizca kolonide mekanik vektor roliini iistlenerek hastaligin
yayilmini gergeklestirmektedir [19, 46]. Ergin arilarin enfekte olmamasinin temel sebebi,
arilarin tam bagkalasim geciren (holometabol) canlilar olmasidir. Tam baskalasim
stirecinde sindirim sisteminde gergeklesen fizyolojik ve immiinolojik farkliliklar, ergin
arilarda P. larvae sporlarinin germinasyonu i¢in uygun bir ortam saglamamaktadir [47].
P. larvae sporlarinin germinasyonunun gergeklestigi sindirim sisteminde larvalar ve ergin
arilar arasinda goriilen 3 fark larvalarda germinasyonu saglamaktadir. ilk fark, bal
arilarinda orta bagirsak epitelini sararak koruyucu bir yap1 olusturan peritrofik matriksin
(PM), erginlesme siiresince kalilasmasidir [47]. ikinci fark, larvalarin beslenme seklinin
(ar1 siitii baskin), gelisimin ilerlemesiyle birlikte ergin bal arilarinda (bal ve polen)
degismesidir. Bu besin degisimi, 6ncelikle larvanin pH=6.8 olan degerin ergin arilarda
pH=5.6-6.3’¢ kadar diismesine neden olmaktadir [22, 48]. Ayn1 zamanda gergeklesen
besin degisimi P. larvae 'nin germinasyonunu tetikleyen L tirozince zengin ar siitiinden,
germinasyonu inhibe eden, indol ve fenol bilesiklerce zengin bal ve polene gegmesiyle;
ergin arilarin P. larvae ile enfekte olmasi engellenmis olmaktadir [22, 47]. Bu durum P.
larvae’nin spor ylizeyinde bulunan ve germinasyon faktoérlerinin (L-tirozin ve lirik asit)
baglandig1 reseptorlere, indol ve fenol bilesiklerin baglanmasiyla ger¢eklesmektedir [44].
P. larvae’nin germinasyonunda etkili olan, larva ve ergin arilarin sindirim sisteminde
goriilen lciincii fark ise, larvalarda bir biitiin olan sindirim kanalinin erginlesmeyle
birlikte orta ve arka bagirsak olarak ayrilmasidir [22, 44]. Gergeklesen bu ayrimla birlikte,
larvalarin biitiin halde bulunan sindirim kanalinda P. larvae’'nin germinasyonu igin bir
arada bulunmasi gereken L-tirozin ve iirik asit birbirinden ayrilmaktadir [44]. Larvalarda
erginlesmeye bagl sindirim sisteminde olusan farkliliklarin yaninda immiin sistemde
gergeklesen degisimler de ergin arilarin P. larvae’ye karst direngli olmasini saglayan
baska bir etkendir. Immiin sistemde gériilen degisimlerin basinda, 6zellikle boceklerin
bagisiklik mekanizmalarinda en &nemli enzimlerden biri olan fenoloksidaz (PO)
aktitesindeki degisimdir. PO sentezi, larvalarin P. larvae enfeksiyonuna karsi en hassas
oldugu 24-48. saat araliginda gergeklesmemekte ve larval gelisimin 3. glinlinden itibaren
sentezi baglamaktadir [49, 50]. Bunun yaninda larvalarin erginlesmesiyle birlikte, immiin
sistemde bulunan antimikrobiyal peptitlerin (AMP) c¢esitleri ve miktarinda artis

gerceklesmektedir [51].

Bal arilarinin holometabol canlilar olmasiyla birlikte larvalar ile ergin bireyler arasinda

goriilen fizyolojik ve immiinolojik farklarin bir araya gelmesiyle, larvalar P. larvae
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sporlarina kars1 hassasiyet gosterirken ergin arilar ise P. larvae sporlarina kars1 direncli
hale gelmektedir. Bu durum ergin arilar1 asemptomatik tasiyicilar olarak kolonide yer

almalarina neden olmaktadir [20, 52].

Larva ve ergin ar1 arasinda P. larvae enfeksiyon olusumundaki farklarin yani sira
larvalarda olusan enfeksiyonun mekanizmasinda P. larvae’nin genotipleri arasinda da
farklar bulunmaktadir (konu 2.1.4. P. larvae Enfeksiyon Olusturma Mekanizmasi
bashiginda detaylandirilmistir). Bu farklar mortalite siirelerine de etki etmektedir. P.
larvae’nin en viriilant ERIC III, ERIC IV ve ERIC V genotipleri larvayr 3 giinde
oldiirmektedir. Bu 3 giinliik siirede petek gozler kapanmadan 6len larvalarin is¢i arilar
tarafindan fark edilmesi ve kovandan uzaklastirilmasi hizli olmaktadir [36, 37].
Kovandan hizla uzaklastirilan larvalarda spor formda bulunan P. larvae yogunlugu,
mortalitenin daha yavas gerceklestigi ve arazi sartlarindan daha sik izole edilen ERIC I
ve ERIC Il genotiplerindeki P. larvae sporlarina kiyasla yogunlugu daha azdir [19, 36].
Mortalitenin daha yavas gerceklestigi ve bu siirede daha yogun spor form olusturan ERIC
I ve ERIC II genotiplerinin larvay: 6ldiirme siireleri sirastyla 12 ve 7 giindiir. Bu siiregte
larvalarin mortalitesi kapali petek gozler icinde gerceklesmis olmasi dolayisiyla, is¢i
arilarin 6len larvalari fark etmesi viriilant genotiplerin neden oldugu mortaliteye gore geg
olmaktadir [19, 36]. Bu gecikme P. larvae’nin spor formlarinin petek goézler iginde
artigina sebep olarak is¢i arilarin tiiylerine bulasan spor sayisini arttiracaktir [38, 53]. Bu
ylizden P. larvae’nin kovan igindeki viriilansiyla bireysel viriilans1 arasinda ters
korelasyon vardir [53]. Ayrica ERIC III, ERIC IV ve ERIC V genotiplerinin hiperviriilant
olmasiyla ¢ok kisa bir siire iginde koloni ¢okiisiine sebep olmaktadir. Bu yiizden bu
hiperviriilant genotipler genis cevrelere yayilim gosteremezler ve arazi kosullarinda
goriilme prevelanslar: diisiiktiir. Arazi kosullarindan yaygin sekilde izole edilen ERIC |
ve ERIC Il genotiplerinin, enfeksiyon siirecinin uzun olmasi, ergin arilarin daha yogun
P. larvae sporuyla temasma sebep olmaktadir. Bu durum ERIC | ve ERIC I

genotiplerinin prevelansinin artmasini saglamaktadir [19, 25, 54].

2.3. P. larvae’nin Viriillans Faktorleri

Patojen mikroorganizmalarin enfeksiyon olusturma mekanizmasinin anlagilmasi
profilaktik tedavi ve tedavi yontemleri gelistirilmesinde oldukc¢a 6nemlidir. Enfeksiyon

olusumuna katk1 saglayan veya direkt viriilans faktorii olan pek ¢ok protein, enzim ve

11



sekonder metabolit sentezlenmektedir [54, 55]. Hem patojenlerin gen haritalarinin
cikarilmasi hem de cinsler, suslar, izolatlar ve genotipler arasinda yapilan karsilastirmali
genomik c¢alismalar sentezlenen veya sentezlenme ihtimali bulunan molekiillerin
enfeksiyon olusumundaki gorevleri hakkinda onemli bilgiler vermektedir [55, 56].
Ozellikle P. larvae gibi spesifik bir konagi bulunan patojenin, enfeksiyon olusturmasi
sirasinda sentezlenen bilesiklerin yapisinin, etki mekanizmasinin ve tiretildigi durumlarin
anlasilmasi1 bilimsel c¢alismalara yon verilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Bilimsel ¢alismalarda kullanilan in vitro ve in vivo yontemler arasindaki farkliliklar
mevcuttur [41, 55, 56]. Yapilan ¢alismalarda protein, enzim ve sekonder metabolitlerin
sentezlendigi gen bolgeleri tespit edilmis ve in vitro olarak tiretimleri gézlenmis olsa da
in vivo kosullarda iiretiminin olmayabilecegi de gosterilmistir. Bu agidan yapilacak olan

calismalar sadece genetik analizler ve in vitro ¢alismalarla birakilmamalidir.

P. larvae’nin irettigi tim molekiiller veya bu molekiillerin sentezlendigi gen bolgeleri
ozellikle Bacillus ve Paenibacillus cinsleriyle homoloji gostermektedir. Bu yiizden P.
larvae'nin sentezledigi molekiillerin yapist ve sentezlendikleri gen bdlgeleri iizerine
karsilagtirmali ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak P. larvae 'nin iirettigi protein, enzim ve
sekonder metabolitlerle ilgili ¢alismalar halen devam etmektedir. Yapilan ¢aligmalar
heniiz yeni olup, viriilans mekanizmalari, quorum algilama (quorum sensing), genotipler
arasindaki farkliliklar, enfeksiyon olusturma mekanizmalari, karsilastirmali genom
analizleri arazi sartlarinda en ¢ok izole edilen ERIC I ve ERIC II genotipleri iizerine

yogunlasarak devam etmektedir [19, 36, 54, 55].

2.3.1. P. larvae Tarafindan Sentezlenen Yiizey Proteini
2.3.1.1. S Tabakasi Yiizey Proteini “SplA”:

S tabakasi proteinleri, bakteri hiicre yiizeyini tamamen kaplayan, alt birimlerden olusan,
diizlemsel, suda ¢oziinmeyen kristal yapidaki proteinlerdir [41, 57]. Bu proteinler pek ¢cok
tirde bulunmaktadir ve islevleri tiirlere hatta suslara gore degiskenlik gostermektedir
[43]. Yapilan in vivo galismalarda, bakteri biiyiime fazinin tiim evrelerinde hiicre
yiizeyini tamamen kapladigi rapor edilmektedir [57]. S tabakasinin gorevi bakterileri
konagin savunma mekanizmasindan ve ¢evresel faktorlerden korumaktir [57]. Ayrica

Bacillus ve Lactobacillus cinslerinde konak hiicre yiizeyinin taninmasi ve patojenin
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hiicreye adhezyonunda gorev almakta, boylece dnemli bir viriilans faktorii olmaktadir
[41, 57].

P. larvae ile yapilan ¢alismalarda S tabakasi ylizey proteini olan SplA, ERIC II ve ERIC
V genotiplerinde tespit edilmistir. ERIC I genotipinde SplA proteinini sentezleyen gen
bolgesinde pencere kaymasi mutasyonu goriilmektedir. ERIC III ve ERIC IV’de ise
ayrintili bir ¢alisma yapilmamis olup yalnizca SplA veya bagka bir S tabakasi yiizey
proteininin sentezlenmedigi bilinmektedir [36, 54]. ERIC II ile yapilan ¢alismalarda
sentezlenen SplA’nin Bacillus cinsinde sentezlenen S tabakasi ile homoloji gosterdigi
bildirilmistir [54, 57]. P. larvae’de SplA’nin bakterideki islevi ve virlilansa olan
katkisinin anlagilmas1 amaciyla, SplA proteinin {iretildigi gen grubunun susturuldugu
mutant sus ile deneyler gerceklestirilmistir. Mutant sus ile yapilan ¢aligmalarda larva
mortalitesinde dnemli oranda diisiisler meydana gelmistir. SplA proteini, larvanin orta
bagirsak epitel hiicresine P. larvae’nin penetrasyonunu saglamaktadir. Bu yiizden
virtilansta kilit bir noktada bulundugu kabul edilmektedir [54, 57]. Ek olarak mutant susta
koloni olusumu ve hiicre morfolojisinde farkliliklara sebep olmasiyla SplA’nin yalnizca
virtilansta degil hiicre biitiinliigl a¢isindan da 6nemli oldugu diistiniilmektedir [54]. Her
ne kadar SplA’nin mortalite oranlarinin diisiistiyle ilgili oldugu diisiiniilse de Beims ve
arkadaslarinin  yaptig1 karsilastirmali genotip c¢alismalarda mortalite oranlariyla

arasindaki bu korelasyonun mortalite hiziyla ilgisi olmadigi kanitlanmistir [36].

S tabakasi ylizey proteinlerinin yapisi, gorevleri ve ¢alisma mekanimasiyla ilgili bilgi
eksikleri gliniimiizde de bulunmaktadir. P. larvae 'nin SplIA iiretmeyen mutantlarinin S
tabakas1 proteinleri ¢aligmalar1 agisindan model organizma olarak degerlendirilebilecegi

rapor edilmistir [54].

2.3.2. P. larvae Tarafindan Sentezlenen Enzimler
2.3.2.1. Kitinaz “PICBP49”

Peritrofik matriks (PM) boceklerde orta bagirsak epitelini saran, kitin ve glikoprotein
yapidan olusan bir bariyerdir. Bu bariyerin gorevi bal arilarint mekanik bariyer
olusturarak, ksenabiyotiklerden (ilag ve zehir gib), asindiric1 gida maddelerinden ve

patojenlerden korumaktir [58]. Bal arisi laralarinda PM’in larval donemin en erken
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evrelerinde (yumurta atildiktan 8 saat sonra) bile varligi gosterilmistir. Larval gelisimle

birlikte PM’in kalinlig1 artmaktadir [19, 58].

Sindirim sistemini enfekte eden entomopatojenlerin oncelikle PM’i degrade etmesi
gerekmektedir. Patojen mikroorganizmalar bu bariyerin degredasyonunu sentezledikleri
kitinaz ve proteazlarla gerceklestirmektedirler [19, 55]. Bacillus ve Paenibacillus
cinslerinde ¢ok cesitli kitinaz enzimleri sentezlenmektedir. P. larvae’de Kitinaz sentezi
igin siurli gen bolgesi bulunmaktadir [58, 59]. Bu gen bolgesinden sentezlenen PICBP49
adli kitinaz P. larvae’nin tim genotiplerinde ortak olarak sentezlenmektedir [36].
PICBP49 enziminin salgilanmasiin engellendigi mutant suslarla yapilan ¢aligmalarda
PM’in zarar gormedigi ortaya ¢ikmustir [58, 59]. Bu durum PICBP49’un P. larvae nin
enfeksiyon olusturma mekanizmasindaki Kritik molekiillerden bir tanesi oldugunu
kanitlamaktadir. Boylelikle kitinaz inhibitorlerinin - P. larvae miicadelesinde

kullanilabilecegi bilgisi de elde edilmistir [59].

2.3.2.2. Proteaz

Proteazlar mikroorganizmalarda proteinlerin degredasyonundan sorumlu olan ve énemli
virtilans faktorlerinden biri olarak tanimlanan enzimlerdir. Proteazlar P. larvae’nin
viriilansinda etkisi oldugu diisiiniilen ve {lizerine galismalar yapilan ilk molekiillerdir. P.
larvaede sentezlenen proteazlar, katalitik mekanizmasi metal igeren metalloproteazlardir
[60]. P. larvae’de metalloproteaz sentezinin gergeklesecegi 100°den fazla gen bolgesi
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kollajenaz aktiviteye sahip ve immiin yaniti
baskilamasiyla bilinen metalloproteazlar 6ne ¢ikmaktadir. Kollajenaz aktiviteye sahip
metalloproteazlar (ColA), PM’i ve hiicreler arasi baglantilari tahrip etmede goérev
almaktadir [61]. Ayrica vejetatif gogalma sirasinda COIA sentezinin arttigi ve
sporulasyon sirasinda sentezin azalarak iiretilen ColA’nin spor {izeyine veriliyor olmast
da viriilansta onemli bir faktér oldugunu gostermektedir [35, 62]. Immiin sistemi
baskilayici ozellige sahip immiin inhibitor A metalloproteazlar (InhA) ise, larvalarda
bagisiklik sisteminde gorevli olan antimikrobiyal peptitleri (AMP) degrade ederek,
larvarin verdigi immiin yaniti baskilamaktadir [35, 61]. ColA ve InhA sentezini
gerceklestiren gen bolgeleri ERIC II, ERIC III ve ERIC IV’de bulunmakta fakat ERIC
I’de gozlenmemektedir [61]. ERIC V genotipinde ColA ve InhA ile ilgili heniiz bir

calisma yapilmamistir. Ayrica metalloproteazlarin bir bagka etkinligi de larva 6limi
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gerceklestikten sonra diger enzimler ve sekonder metabolitlerle birlikte larva

degredasyonunu gergeklestirmektir [63].

2.3.2.3. Enolaz

Enolazlar glikolitik yolakta yer alan sitosolik enzimlerdir. Bacillus cinsindeki
mikroorganizmalarla yapilan arastirmalarda, glikolitik yolakta rol almalarmin yaninda
hiicre yiizeyinden sentezlendiklerinde konak hiicrede toksik etki yarattiklari bildirilmistir.
Bu 6zelligin kesfedilmesiyle birlikte, enolazlarin ayn1 zamanda viriilans faktorii olduklari
ortaya c¢ikmustir [61, 64]. P. larvae’nin bitin genotiplerinde enolaz sentezi
gerceklesmektedir fakat ERIC V genotipinde herhangi bir inceleme heniiz yapilmamastir
[61]. P. larvae ile yapilan in vivo ¢alismalarda spor yiizeyinde yogun miktarda tiretilen
enolazlarin enfeksiyon olusumu sirasinda da sentezlendigi kanitlanmigtir. Boylece P.
larvae’de de enolaz enziminin énemli bir viriilans faktor oldugu bildirilmistir [50].
Enolazlarin arilar i¢in toksik ve immiinojenik oldugu rapor edilmektedir. Yapilan
toksisite ¢alismalarinda minimum doz olarak kullanilan 5 mikrogramin bile toksik ettigi
yarattigi ortaya ¢ikmustir [64]. Proteinlerin par¢alanmasinda da gorev aldigi bilinen
enolaz enziminin proteolitik aktiveyi tetikledigi rapor edilmektedir. In vivo ¢alismalarda

enolazlarmn larvada tepkisel olarak abaecin sentezini arttirdigi gézlenmistir [50, 64].

2.3.3. P. larvae Tarafindan Sentezlenen Sekonder Metabolitler

P. larvae’de sekonder metabolitler genellikle Ribozomal Olmayan Peptit Sentetaz (Non-
ribosomal peptide syhnthetase- NRPS) ve Poliketit Sentetaz (Polyketide Syhnthetase-
PKS) ad1 verilen multienzimler tarafindan sentezlenmektedir [55, 65]. NRPS ve PKS
enzimleri trimodiilar gen kiimelerine sahiptirler. S6z konusu gen kiimeleri diger
bakterilerde bulunan NRPS ve PKS gen kiimeleriyle diisiik benzerlik gostermesi
dolayisiyla bir¢ok kesfedilmemis farkli sekonder metabolitler tiretebilecegi ihtimalini de
beraberinde getirmektedir [36, 54, 55]. NRPS ve PKS multienzimleri P. larvae nin tim
genotiplerinde bulunmaktadir [36].

P. larvae’de salgilanan sekonder metabolitleri antimikrobiyal molekiiller ve toksinler

olmak iizere iki grupta inceleyebiliriz.
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2.3.3.1. Antimikrobiyal Molekiiller;
2.3.3.1.1. Bacillibactin

Bacillibactin Gr (+) bakterilerde, 6zellikle Bacillus ve Paenibacillus cinslerinde sentezi
yaygin olarak goriilen, siderofor 6zellik tasiyan sekonder metabolittir [55, 65]. Siderofor
ozellik, bakteriler i¢in sinirlayict mikroniitrient olan ve dogada oksitlenmedigi i¢in ferrik
(Fe*®) formdaki demirin hiicre igine alinmasini saglayan bilesiklere ait dzelliktir [65].
Uretilen siderofor bilesikler hiicre disina salinarak demirin ¢dziinmesini gerceklestirir.
Ardindan ¢oziinen demir bakteri hiicresine aktif tasima yoluyla alinir [66]. Ergin arilarda
demirin hiicre i¢ine alinmasi 2. ve 4. larval donemden itibaren sentezlenmeye baslanan
transferrin sayesinde basladigindan boyle bir problemle karsilagilmamaktadir [65].
Larvanin P. larvae ile enfeksiyon siirecinde ise bacillibactin P. larvae’nin demirden
yararlanimini saglayan baslica sekonder metabolittir. P. larvae 'nin tim genotiplerinde
siderofor bilesik olarak NRPS multienziminden bacillibactin sentezlenmektedir [36, 55].
Larva oldiikten sonra bacillibactin maksimuma ulagsmaktadir [19, 55]. Bacillibactin ile
yapilan in vitro ¢alismalarda, P. larvae de bacillibactin sentezinin ger¢eklesmemesi diger
bilesiklere kiyasla bacillibactinin daha ge¢ kesfedilmesine sebep olmustur [65]. Baska bir
calismada ise bacillibactin sentezinin engellendigi mutant suslar kullanilmis ve
enfeksiyonun ilerleyisinde, larvalarin mortalite siirelerinde veya oranlarinda bir degisim
olmadigimni gosterilmistir [19, 55, 65]. Bu yiizden g¢alismalarda bacillibactinin bir viriilans
faktorii olmadig1 fakat P. larvae 'nin gelisimi agisindan 6nemli bir noktada bulundugu

vurgulanmaktadir [65].

2.3.3.1.2. Paenilarvin

Paenilarvin itiirin lipopeptitleri ailesinde yer alan sekonder bir metabolittir. itiirin ailesi
lipopeptitlerinin sitotoksik ve antifungal etkinlikleri yiiksek, antibakteriyel etkinlikleri ise
cok diisiiktiir veya yoktur [55]. Paenilarvin yalnizca P. larvae’de sentezlenen sekonder
bir metabolit olup; Paenilarvin A, Paenilarvin B ve Paenilarvin C olmak tizere 3 farkli
tiirli bulunmaktadir. Bunlar arasindan Paenilarvin A ve Paenilarvin B daha siklikla izole
edilmektedir [63]. P. larvae’nin tim genotiplerinde paenilarvinin sentezlenecegi gen
bolgeleri bulunsa da, yalnizca ERIC II genotipinde paenilarvin sentezi ger¢eklesmektedir

[36, 55, 63, 65].
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Paenilarvin gosterdigi antifungal etkiyle P. larvae 'nin kovan ve larva mikrobiyotasinda
yer alan fungal aktivite ile rekabetinde avantaj saglamaktadir. Bu etkisinin yaninda
paenilarvin, diger tiim antibiyotiklerde oldugu gibi inhibitor olmayan konsantrasyonlarda
sentezlediginde bakterilerde; quorum algilama (quorum sensing), transkripsiyon,
translasyon, ekzoproteinlerin transportu, stres tepkisi, biofilm olusumu, viriilans
faktorlerinin salgilanmasi gibi fizyolojik siireclerin diizenlenmesini saglamaktadir [63].
Paenilarvinin bilinen bir diger 6zelligi de sitotoksik olmasidir. Bu amagla larvalar
lizerinde paenilarvinin toksik etkisi calisilmistir. Paenilarvin A’ya maruz birakilan
larvalarda kontrol grubuna gore %25 daha fazla mortalite gozlendigi ve paenilarvin B’ye
maruz birakilan larvalarda ise kontrol grubuna gore %35 daha fazla mortalite gosterdigi

bildirilmistir [55].

2.3.3.1.3. Sevadicin

Sevadicin tripeptit yapisinda, P. larvae’de genetik, molekiiler ve fonksiyonel olarak
tanimlanan ilk antibiyotiktir [59, 67]. Sevadicin bir antibiyotik yapisinda olmasina
ragmen antimikrobiyal etkinliginin diisiik oldugu ve mikrobiyotayla olan rekabette etkili
rol almadigi bildirilmistir [55, 68]. Yapilan c¢alismalarda sevadicinin antibiyotik
ozelliginden daha ¢ok viriilans faktorlerinin sentezlenmesinde ve metabolik degisimlerde
diizenleyici olarak gorev aldigi 6n gorilmektedir [55]. Sevadicin ERIC Il genotipinde
sentezlenmesine ragmen ERIC I gen bolgesinde gergeklesen transpozonla susturulmasi
sebebiyle  sentezlenmedigi  goriilmektedir  [36]. Sevadicinin  ERIC  I‘de
sentezlenmemesine karsin ERIC II’de sentezlenmesi sebebiyle, iki genotipin enfeksiyon
hizlarindaki farki olusturan etkenlerden biri oldugu hipotezi ortaya atilmistir. Fakat
Beims ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaptigi calismada, enfeksiyonun en hizh
gerceklestigi ERIC III ve ERIC IV genotiplerinde sevadicin sentezinin gerceklestigi gen
bolgeleri bulunamamigstir. Bu ylizden sevadicin ile enfeksiyon hizi arasinda bir baglanti

olmadig1 sonucuna varilmistir [36].

2.3.3.1.4. Paenilamicin

Paenilamicin diizlemsel, katyonik aminopoliol peptit antibiyotik yapisindadir. Diger
sekonder metabolitlerden farkli olarak NRPS ve PKS mutlienzimlerinin gen bolgelerinin
hibridinden sentezlenen bir metabolittir [69]. Paenilamicin Al, Paenilamicin A2,

Panilamicin B1 ve Paenilamicin B2 olmak iizere 4 farkl tiirevi bulunmaktadir [55]. P.
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larvae’nin tiim genotiplerinde paenilamicin sentezini gerceklestirecek gen bolgeleri
bulunmaktadir [36]. Paenilamicin ¢alismalari arazi kosullarindan en sik izole edilen ERIC
I ve ERIC II genotipleriyle yapilmistir. Antibakteriyel, antifungal ve sitotoksik etkisi
bulunmaktadir. Ozellikle antibakteriyel etkinligi oldukca yiiksektir ve genel olarak Gram
(+) bakterilere kars: etkilidir. Gergeklestirilen antimikrobiyal ¢aligmalar dogrultusunda
paenilamicin, enfeksiyonun ilk asamasinda P. larvae 'nin mikrobiyotayla olan rekabetini
saglamaktadir [55, 67, 69]. Ar1 ve kovan mikrobiyotasinda bulunan bakterilere
(Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium) ve
funguslara (Sacchoaromyces cerevisiae, Pichia pastoris, Fusarium oxysporum) karsi
etkinligi kamtlanmistir [34, 67]. Ornegin, P. alvei ve paenilamicin sentezinin engellendigi
mutant P. larvae susu ile ko-enfekte edilen larvalarla yapilan ¢alismada, P. alvei’nin %62
oraninda hayatta kaldigi rapor edilmistir [55]. Paenilamicinin antimikrobiyal etkisine ek
olarak sitotoksik etkisinin oldugu da disiiniilmektedir. Sitotoksik etkinin arastiriimasi
amaciyla Lepidoptera takiminin hiicre hattiyla ¢alismalar yapilmistir. Ari larvalariyla
yapilan ¢aligmalarda ise in vitroda sitotoksik etki gbzlenirken in vivo ¢aligmalarda ayni
etki gozlenmemistir [67]. Ancak P. larvae’nin paenilamicin sentezinin engellendigi
mutantlarla yapilan ¢alismada larvalarin mortalite siirelerinde 6nemli farklar meydana
gelmigtir. Mutant suslarla enfekte edilen larvalarin mortalite siiresi 12 giinken,
paenilamicin sentezi gerceklestiren susun mortalite siiresinin 8 giin oldugu rapor
edilmistir. Ancak, mutant suslarin larvalarda germinasyonunda, ¢ogalmasinda ve

enfeksiyon olusumunda herhangi bir fark gézlenmemistir [67, 69].

Paenilamicin sentezinde gorevli olan gen kiimesine Pam adi verilmektedir ve bu gen
kiimesinde paenilamicine farkli 6zellikler kazandiran pek ¢ok gen bulunmaktadir. Bu
genler arasindan pamZ geni, bir bakteriye antibiyotik diren¢ kazandiracak N-asetilasyon
isleminin ger¢eklesmesinde gorevli olan N-asetiltransferaz enziminin sentezlenmesinde
gorevlidir [55, 69]. N-asetilasyon islemiyle, P. larvae ‘den salgilandiktan sonra tekrar P.
larvae’ye alinan paenilamicin inhibe edilmektedir. Bu gen gosterdigi aktiviteyle P.
larvae 've kendine direng (self-resistance) ozelligi kazandirmaktadir. Olusan kendine
direng adaptasyona bagli olmayan bir Ozelliktir ve bakteriyi kendi antimikrobiyal
metabolitinden korumasiyla larva mikrobiyotasiyla olan rekabetinde biiyiik avantaj

saglamaktadir [69].
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2.3.3.2. Toksinler

Toksinler, bakterilerin konak hiicreyi enfekte etmek igin kullandiklart 6nemli viriilans
faktorlerinden biridir. P. larvae nin sentezledigi toksinler AB toksin familyasina aittir.
AB toksinleri ekzotoksinlerdir, A ve B adi verilen iki alt birimden olusmaktadir. Alt
birimler birbirine kovalent bag ile baglanmaktadir. B alt iinitesi konak hiicrenin
reseptoriine baglanirken, A alt linitesi enzimatik aktivite gostererek hiicrede toksik etkinin
olusmasini saglamaktadir [19]. Toksinler gosterdikleri enzimatik aktiviteye gore de alt
gruplara ayrilmaktadir. Bu enzimatik aktivitelerden biri, NAD"dan tiiretilen ADP-
ribozun hiicre i¢i alicit molekiillere kovalent konjugasyonudur. ADP ribosilasyonu mono-
ADP-ribotransferaz enzimiyle gerceklesmekte ve konak hiicrede islev kaybina sebep
olmaktadir. Bu sekilde islev gosteren AB alt grubu toksinlerine mono-ADP-
ribotransferaz toksini (ART) adi verilmektedir. ART toksinleri konak hiicrede apoptozu
tetiklemektedir [19, 55]. P. larvae tarafindan iiretilen toksinler, ART toksini seklinde
islev gostermektedir [70]. Toksinler P. larvae’nin enfeksiyon asamasinda epitel
hiicrelerin enfekte edilmesi, ardindan hemoséle gegisi sirasinda olduk¢a onemli bir
noktada bulunmaktadir. P. larvae toksinleri, arazi kosullarindan en sik izole edilen ERIC
I ve ERIC II genotiplerinde ¢alisilmistir. Genotipler arasinda farkli toksinlerin iiretildigi
fakat tiim genotiplerde toksin iiretiminin oldugu da vurgulanmaktadir [36]. Genotipler
tizerinde yapilan ayrintili ¢calismalarla toksin sentezinin gergeklesebilecegi pek cok gen
bolgesinin bulundugu fakat heniiz sentezlenmeyen toksinler bulundugu bildirilmistir
[39]. Asagida P. larvae’nin molekiiler olarak tanimlanan ve fonksiyonel islevi

tanimlanmis toksinlerinden bahsedilmistir.

2.3.3.2.1. PIx1

PIx1 AB toksin ailesi, ART toksini alt grubunda yer almakta ve 975 amino asitten
olusmaktadir. Yapilan genomik arastirmalarda faj kokenli bir toksin oldugu bildirilmistir
[55, 56]. PIx1 toksini Lepidoptera takiminda, Pieridae, familyasinda yer alan kelebeklerde
tiretilen pierisin toksiniyle homoloji gostermektedir. PIx1 toksini ERIC I, ERIC 1l ve
ERIC IV genotiplerinde sentezlenmektedir [36, 71]. ERIC I’in viriilansindaki 6nemli
toksinlerden biridir ve etkinligi kanitlanmigstir. Toksinin kimyasal yapisi incelendiginde
konak hiicrede DNA’y1 hedefleyebilecegi gosterilmekte fakat deneysel calismalara
ihtiyag duyulmaktadir [54]. Plx1’in B alt initesinin gorevi karbonhidrati baglayarak
larvanin orta bagirsak epitelindeki glikoprotein ve glikolipitleri tahrip ederek toksinin
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hiicreye girisini saglamaktadir. Plx1 toksinin enfeksiyon sirasinda c¢alisma
mekanizmasinin detayli analizleri igin in vivo ve in vitro ¢alismalar devam etmektedir
[19, 56].

2.3.3.2.2. PIx2

PIx2 AB toksin ailesi ART toksinleri alt grubunda yer almaktadir. Ayn1 zamanda P.
larvae 'ye ait bagka bir toksin olan C3 toksinlerinin benzerleri olarak da tanimlanmaktadir
[56]. Farkli gen boélgeleri tarafindan kodlanan 2 alt birimden (PIx2A ve PIx2B)
olusmaktadir. PIxX2A alt birimi katalik olarak aktiftir. PIx2B alt birimi ise PIx2A’nin
konak hiicreye baglayarak toksinin hiicre igine alinmasini saglamaktadir [54, 72](ebeling
2019 c3larv, ebeling 2021). PIx2A toksin 6zelligini hiicrenin sitokinezden sorumlu aktin
modellemesinde kullanilan RhoA (kiigik GTPaz proteini) birimleri {izerinde
gostermektedir. RhoA’nin hiicredeki etkinliklerine bakilarak Plx2’nin 2 sekilde toksik
etki gosterebilecegi tahmin edilmektedir. Bu etkilerden ilki hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde gorev alan intraseliiller sisteme etki edip hiicre iskeletinin
depolimerizasyona ugratmasiyla konak hiicrenin hiicre biitiinliigiine zarar vermesidir. Bu
etki P. larvae ile enfekte olan orta bagirsak epitel hiicrelerinde goriilen bir durumdur [19,
56, 70]. Ikinci etki ise; P1x2’nin RhoA birimlerine zarar vererek larval immiin yaniti
baskilamasidir [54]. Yapilan in vivo ¢alismalarda PIx2’nin alt birimlerinin sentezlendigi
gen bolgelerinin ayri ayri ve birlikte susturuldugu mutantlarla yapilan calismada mortalite
oranlarinda azalmalar gézlenmistir. Ayrica PIx2B alt iinitesinin sentezinin engellenmesi
PIx2A’nin sentezlenmesini de engellemistir. Ancak Plx2 toksinin sentezlenmesinin
engellenmesiyle meydana gelen mortalite oranlarinda azalmalar goriilse de mortalite
engellenememistir. Bu yiizden PIx2’nin enfeksiyonun gerceklesmesinde kilit rol

oynamamasina ragmen viriilans bir faktor oldugu diistiniilmektedir [19, 56, 70].

P. larvae’nin tim genotiplerinde Plx2’nin sentezini gerceklestirecek gen bdlgeleri

bulunmaktadir [36].

2.3.3.2.3. PIx3, PIx4 ve PIx5

P. larvae genotipleri lizerinde yapilan genomik ¢aligmalarda P1x3, PIx4 ve P1x5 sentezini

gerceklestirecek gen lokuslari tespit edilmistir. P1x3’iin Plx1 ile, PIx4 ve PIx5’in ise P1x2
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ile homoloji gosterdigi bildirilmistir. Fakat heniiz in vitro veya in vivo deneylerde bu

toksinlerin sentezlendigi gozlenmemistir [54].

2.3.2.2.4. C3larvin

C3larvin tek zincirli, AB toksinleri ailesinde ART toksinleri alt grubunda yer almaktadir.
Yapisal olarak Plx2 toksiniyle benzerlik gostermektedir. P. larvae’de tamimlanan ve
karakterizasyonu gergeklestirilen ilk toksindir. Alt birimleri farkli gen bolgeleri
tarafindan kodlanan 2 alt birimden (C3larvinA ve C3larvinB) olusmaktadir [54, 70].
C3larvinin molekiiler yapist incelendiginde toksinlerde hiicreye girisin saglandigi N-
terminal ucunun sekansinin bulunmadigi rapor edilmistir. Bu durum C3larvinin viriilant
olarak aktivitesi konusunda soru isaretleri olugsmasina sebep olmustur [72]. P. larvae nin
tiim genotiplerinde C3larvin sentezi gerceklesmektedir. Ancak bazi in vivo ¢aligmalarda
genotipe bagli olmaksizin sentezin ger¢eklesmedigi durumlar meydana gelmistir [54]. Bu
sebeple, C3larvinin sentezinin hangi durumlarda tetiklendigi heniiz kesfedilememistir.
C3larvinin iki alt biriminin sirastyla sentezinin susturuldugu mutantlarda C3larvin A’nin
mortalitede etkili olmadigi fakat C3larvinB’nin larva mortalitelerinde azalisa sebep

oldugu gosterilmektedir [54, 70].

2.4. P. larvae’nin Enfeksiyon Olusturma Mekanizmasi

P. larvae bal arilarinin larval doénemdeki olgunluguna bagli olarak enfeksiyon
olusturmaktadir [10]. Larvalarin P. larvae’ye karsi en hassas olduklar1 donem, yumurta
atildiktan sonra gelisimlerinin ilk 24-48. saat araligini temsil eden birincil larva evresidir.
Bu evrede yalmizca 10 tane P. larvae sporunun bile enfeksiyon olusturabildigi
gozlenmektedir [35, 52]. Larvanin gegirdigi metamorfozla birlikte sindirim sisteminde
meydana gelen degisimlerle enfeksiyon olusturabilecek minimum spor miktari
artmaktadir [52, 73]. Larvalarin P. larvae ile 14. Giinden sonra enfekte olma olasiligi en
diisiik seviyededir. 14. giin itibariyle meydana gelen metamorfoz hazirliklar1 ve ergin

artlarda metamorfozun tamamlanmasiyla birlikte enfeksiyon olusumu engellenmektedir

[35].

Enfeksiyon siireci vektor ergin arilarin P. larvae sporlarini larvalara aktarmasiyla
baslamaktadir. Germinasyonu ig¢in uygun kosullara ulasan P. larvae, enfeksiyon

olusturmaya baslamadan 6nce kommensal bir bakteri gibi davranarak ortamda bulunan
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zengin besinsel igerige ortak olmaktadir [35, 52, 74]. Aymi zamanda orta bagirsak
limenine kolonize olabilmek igin kovan ve larva mikrobiyotasinda bulunan diger
mikroorganizmalarla rekabete girmektedir [19, 25, 67]. P. larvae bu rekabeti
paenilamicin, sevadicin (ERIC II), bacillibactin, paenilarvin (ERIC I1) ve itiirinler gibi
sekonder metabolitler ile gergeklestirmektedir [25, 39]. Ortamda baskin mikroorganizma
konumuna gegen P. larvae kritik esige ulasana kadar orta bagirsak liimeninde hizla
¢ogalmaya devam eder. Ardindan P. larvae, larvanin hemosoliine ulasabilmek i¢in dnce
PM’e saldirir [25, 39, 52]. PM degredasyonunda PICBP49 kitinaz (tiim genotiplerde
ortak) ve ColA (ERIC I hari¢ tim genotipler) enzimi salgilanmaktadir. PM’in
degredasyonunun ardindan ERIC I ve ERIC II'nin orta bagirsak epiteline invazyonunun
farkli sekillerde oldugu ve ardindan hemoséle gegisin paraseliiler yol ile gerceklestigi
rapor edilmektedir [19]. Her iki genotipte de orta bagirsak epiteline gergeklestirilen atakta
ortak olarak C3larvin toksini ve paenilamicin gérev almaktadir [60, 70]. ERIC I’in orta
bagirsak epiteline invazyonu ve ardindan hemosoéle gegisi, kendine 6zgii salgiladigi Plx1,
PIx2 toksinleri ve metalloproteaz enzimleriyle gergeklesmektedir [19]. ERIC II’de ise
invazyonu esas olarak SplA yiizey proteini gergeklestirmektedir [57]. SplA proteinine ek
olarak paenilarvin de orta bagirsak hiicre epiteline toksik etki gostererek invazyonu
kolaylastirmaktadir [74]. Larvalarda mortalite P. larvae’nin hemosole gectigi anda
goriilmektedir [25, 39]. Oliim ve ¢iirlimenin baslamasiyla P. larvae’de bacillibactin
sentezi baglamaktadir. Bacillibactin, larvanin c¢lirlimesine katkida bulunmakta, ayrica
clriimeyi gergeklestiren saprofitlerle rekabeti saglamakta ve larvada bulunan demirin P.
larvae’ye almmasinda gorev almaktadir [54]. P. larvae’nin yeniden spor forma
dontigsmesi, larvanin 6lmesiyle birlikte hizlanmaya baslamaktadir. Yapilan caligsmalarla
enfeksiyonun tiim asamalarinda P. larvae’nin hem spor hem vejetatif formunun
goriildiigi ancak hastaligin bulundugu evreye gore formlarin yogunlugunun degistigi

rapor edilmektedir [19, 52, 75].

P. larvae ile enfekte olan larvalarda enfeksiyon mekanizmasina kars1 olusturulan immiin
tepki hemen etkisini gostermektedir. Enfekte olan larvalar toll reseptorlerini,
antimikrobiyal peptit Uretimini ve lizozim salgilamasini tetikleyen genleri aktive
etmektedir. Abaecin, Hymenoptacin gibi onemli AMP sentezlerinde artiglar da
gozlenmektedir [51]. Fakat P. larvae tarafindan sentezlenen proteaz tiirevlerinin AMP’yi
inhibe etmektedir [61, 76]. Immiin sistemin bu kadar aktive olmasi larvanin enerji

tiiketiminin de artmasina sebep olmaktadir. Bu durum larvanin P. larvae ile miicadelesine
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olumsuz etki etmektedir [51]. Dolayisiyla P. larvae ile enfekte olan larvalarin hastaligi
atlatabildigi heniiz rapor edilmemistir [49, 77]. Bu durum P. larvae nin larvanin immiin
sistemine kars1 gelistirdigi basariy1 géstermekte ve P. larvae ile olan miicadelede larvaya

destegin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

2.5. P. larvae Enfeksiyonunda Ortaya Cikan Klinik Belirtiler

Klinik belirtiler larvalarin 6liimiiniin ardindan ¢iiriimesiyle birlikte ortaya ¢ikmaktadir.
AYC ile enfekte olan kolonilerde larvalar ortalama 8 giin igerisinde 6lmektedir. Bu zaman
araliginda petek gozler kapanmakta ve oOliim genellikle petek gozler kapandiginda
gerceklesmektedir [26]. Larvalar 6ldiigiinde petek gbzlerin kapali olmasi, hastaligin geg
tespit edilmesine sebep olmaktadir. Kapali petek gozlerde dlen larvalarin ¢iiriimesine
bagli olarak ortaya ¢ikan kotii koku, aricilar tarafindan fark edilen en tipik belirtidir [37].
Yavrulu petekler kontrol edildiginde; diizensiz, koyulasmis ve ergin arilarin kapali petek
gozlerini isaretledigi bir petek yiizeyi ile karsilasilmaktadir. Bu isaret ergin arilar
tarafindan petek goziin yiizeyine bir ¢gentik-delik birakilarak konulmaktadir [78]. Larvalar
kapali petek gozler igerisinde ¢iiriidiigiinde yapiskanimst ve koyu kahverengi hale
dontismektedir. Petek goze bir kibrit ¢opli ya da kiirdan batirildiginda ¢liriiyen larvanin
slinerek uzamasi diger bir belirtidir [78]. Ancak klinik belirti olarak gozlemlenen koti
koku ve larvadaki siinme-uzama tamamen saprofit bakterilerin gerceklestirdigi reaksiyon
sonucunda olusan ¢iliriimeyle iligkilidir. Go6zlemlenen ¢iirimenin her 3 yavru
cliriikliginde de hastalik etkeni bakterilerle baglantis1 bulunmadigindan yavru
cliriikliiklerinin tiim cesitlerinde klinik belirtiler aynidir. Ge¢mis yillarda rapor edilen
clirime kokusu farkliligi, larvanin 6liim zamanina bagli olarak petek gdzlerin agik/kapali
olmasi, ¢iiriiyen larvada goriilen uzamanin boyu ya da petek goriintimdeki (kuruluk)
farkliliklar gibi kriterler gegerliliklerini yitirmistir [19]. Bunun i¢in yavru ¢iirikligi
etkeninin tespiti amaciyla mutlaka laboratuvar analizlerinin yapilmasi gerekmektedir [15,
38, 79, 80].

Klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasi ile koloni igindeki spor yogunlugu arasinda dogrudan
bir iligki bulunmaktadir. Koloni direnci yiiksek olan ve spor yogunlugu diisiik olan
kolonilerde AYC klinik belirti géstermeden senelerce varligini siirdiirebilmektedir [81,
82].
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2.6. P. larvae’nin Yayihim SeKkilleri

Bal arilar1 gibi sosyal yasam siirdiiren ve koloni halinde yasayan boceklerde patojenlerin
yayilmasi horizontal (ayni nesildeki bireyler arasinda) ve vertikal (gelecek nesildeki
bireylere aktarim) yayilimla; koloni i¢i ve koloniler arasinda ger¢eklesmektedir [46, 80,
83]. AYC’de en sik goriilen yayilim sekli ergin arilarin mekanik vektor roliinii tistlendigi

horizontal yayilimdir [82].

Koloni i¢indeki horizontal yayilim, ergin arilarin isaretlenmis petek gozlerden ¢ilirtimiis
larvalar1 kovan digina atmak icin ¢ikarmasi sirasinda tiiylerinin P. larvae sporlariyla
kontamine olmasiyla baslamaktadir. Ardindan petek goézleri temizlemesi ve diger
larvalar1 beslemesi sirasinda larvalara; timar davranisiyla da diger ergin arilara sporlari
bulastirmasiyla gergeklesmektedir [34]. Ayrica koloninin hijyenik davranis duyarliligi
hastaligin yayilimini hizlandirmaktadir. Cilinkii hijyenik davranisa bagli olarak
isaretlenen gozlerden larvalarin temizlenmesi faaliyeti arttik¢a sporlarla kontaminasyon

orani da artis gostermektedir [53, 82].

Horizontal yayilimin koloniler arasindaki sekli ise sporlari tasiyan ergin arilarin;
yagmacilik ve kovan sasirma (drifting) davranisi ile baska kolonilere gitmesi, tarlaci
arilarin ¢icek tiizerinde birbirleriyle temasta bulunmasi, kontamine olmus aricilik
ekipmanlarmin kullanilmast ve yanlis aricilik uygulamalariyla gergeklesmektedir.
Koloniler arasindaki P. larvae spor aktariminin en yogun sekilde 1 km’lik alanda oldugu
rapor edilmektedir [21, 46, 79, 80]. P. larvae spor yayiliminda kovan sasirma davranisi
ve tarlact arlarin ¢icek iizerindeki temaslart etkinligi en az olan yayilim yoludur [84].
Hastaligin yayilmasinda bir diger 6nemli etken ise aricilik uygulamalaridir. Hijyenik
aricilik kurallarina uyulmamasi, kovanlar arasinda gerceve degisimi yapilmasi, dnceden
hastaligin goriildiigii kovanlardan elde edilen balin baska kovanlara besleme bali olarak
verilmesi gibi uygulamalar aricilar araciligiyla P. larvae sporlarinin yayilmasini
saglamaktadirn [35, 46, 79]. Hastaligin iilkeler iginde ve iilkeler arasi yayilimi ise bal ve
ar1 ticaretiyle gerceklesmektedir. Ozellikle son yillarda yayginlasan paket aricilikta
sadece AYC’de vektor roliinii iistlenen ergin arilarin kullanilmasi hastaligin fark
edilmeksizin yayilimimi saglamaktadir [79, 85]. Bal ithalat ve ihracatinda 6zellikle
kontamine olmus ballarin kullanilmaya devam edilmesi hastalik agisindan g¢evresel bir

kaynak gorevini gormektedir [35, 79, 86].
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Koloniler arasinda vertikal yayilim ise ogul verme yoluyla gergeklesir. Yapilan
calismalarda ogul vermenin vertikal bir yayilim sekli mi yoksa hastaligin tedavisinde bir
yaklasim mi1 oldugu iizerine galismalar yapilmaya devam edilmektedir [46, 83]. Fries ve
arkadaglarinin 2006 yilinda yaptig1 ¢aligmada hentiz klinik belirti gostermeyen fakat ergin
arilarda diisiik miktarda (ar1 basia 20 spor) P. larvae sporlarina rastlanan kolonilerin,
ogul verdiginde ogul kolonideki spor sayisinin 2 ay igerisinde ergin arilarda azaldigi
ayrica 13 ay boyunca yavrulu peteklerde hastaligin goriilmedigi ortaya ¢ikmustir. Yine
ayni ¢alismada klinik belirti goriilen, ergin arilarda yogun miktarda (ar1 basina 6.000) P.
larvae sporu bulunduran ve ogul veren kolonilerde ise basta spor yogunlugunun azaldigi
fakat 13 hafta iginde P. larvae spor sayisinda yeniden artis gozlendigi ve yavrulu
peteklerde enfeksiyonun gelismeye basladigi gozlenmistir [83]. Ayrica ogul vermeye
benzer bir yontem olarak gelistirilen silkme metodunda da kolonilerdeki spor
yogunlugunun azaldig1 ve iyilesme goriildigii rapor edilmistir [85, 87]. Bu ¢eliskili konu
hala arastirilmaya devam edilmekte ve ogul vermenin vertikal bir yayilim sekli mi yoksa
hastaligin tedavisinde bir yaklasim mi1 oldugu iizerine caligsmalar yapilmaya devam

edilmektedir.

P. larvae’nin yayilim sekillerini anlamak hastalikla miicadelede ve etkin bir tedavi

yonteminin gelistirilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir.

2.7. P. larvae’ye Kars1 Gelistirilen Miicadele Yontemleri

Miicadelesi en zor bakteriyel enfeksiyon etkenlerden biri olan P. larvae’'nin sebep oldugu
AYC hastaligi aricilik sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. P. larvae
ile miicadelede pek ¢ok zorlayici parametre bulunmaktadir. Sahada P. larvae ile
miicadeleyi zorlayici ve geciktirici birgok etken bulunmaktadir. P. larvae 'nin spor formu
olan bir bakteri olmasi, ergin arilarin tasiyici ve asemptomatik olmasi, enfeksiyonun
aricilar tarafindan ge¢ fark edilmesi, hastaligin cogunlukla kapali petek gozlerde
ilerlemesi hastalikla miicadelenin ge¢ baslamasina ve etkisinin azalmasma sebep
olmaktadir [19, 25, 26]. Ayrica uygulanacak miicadele yonteminin arilarda toksik etki
olusturmamasi ve ari lriinlerinde kalinti birakmamasimin yaninda aricilar tarafindan

kolay uygulanabilir ve ekonomik olmasi da gerekmektedir. P. larvae’ye karsi denenmis
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pek ¢ok miicadele yontemi olsa da heniiz etkin bir miicadele yontemi kesfedilememistir

[26, 54, 75].

Simdiye dek P. larvae’ye kars1 gelistirilen miicadele yontemleri; mekanik yontemler,

antibiyotikler, dogal icerikli tirlinler, biyokontrol basliklar1 altinda incelenebilir.

2.7.1. P. larvae ile Miicadelede Mekanik Yontemler
2.7.1.1. Yakma Yontemi (Eradikasyon)

Yakma yontemi, P. larvae ile enfekte oldugu kesinlesmis kovanlarin biitiin igerigiyle
birlikte yakilarak ardindan gomiilmesi islemidir [87]. Kovanlari biitiin igerigiyle birlikte
yakilmasi, bir miicadele yonteminden ¢ok, P. larvae’nin eradikasyon yoluyla imha
edilmesi ve bdylelikle hastaligin yayilmasinin Oniine gecilmesidir. Giliniimiizde
Tiirkiye’nin de dahil oldugu pek ¢ok iilkede yakma yonteminin, P. larvae ile enfekte
oldugu kesinlesen kovanlara yasal olarak uygulanmasi zorunlu bir yontemdir. Bu yontem
aricilar agisindan ekonomik olarak oldukca zorlayicidir. Ciinkii yakma yonteminin
aricilarda olusturacagi ekonomik zarar ic¢in herhangi bir tazminat uygulamasi
bulunmamaktadir [24, 33, 88]. Ayrica armimn kutsalligi gibi kiiltiirel ve sosyolojik

faktorlerde yakma yonteminin uygulanmasini sinirlamaktadir.

2.7.1.2. Silkme Yontemi

Silkme yontemi, P. larvae ile enfekte olan kolonilerde, yalnizca kralige ve ergin arilarin
yeni, temizlenmis bir kovana aktarilmasiyla gerceklesmektedir. Eski kovan, yavrulu ve
balli petekler de dahil olacak sekilde yakilarak imha edilmektedir [85, 87]. Silkme
yontemi uygulanirken dikkat edilen bir diger unsur, aricilik ekipmanlarinin hijyenidir. Bu
sayede enfeksiyonun ayni kovana veya kovanlar arasinda bulagimi engellenerek
yontemin etkinligi arttirilmaktadir [85, 89, 90]. Silkme yontemi, P. larvae ile diger
miicadele yontemleri arasinda koloniye antibiyotik, bitkisel ekstrakt gibi etken bir madde
uygulamasi olmaksizin gergeklestirilmesiyle 6ne ¢ikmaktadir. Koloniye herhangi bir
etken madde uygulanmamasi ortaya ¢ikabilecek antimikrobiyal direng, bal arilarinda
toksisite ve ar1 {iriinlerinde kalinti gibi problemlerin 6niine ge¢mis olacaktir [89].
Antibiyotiklerin P. larvaeye kars1 etkinlik oraninin silkme yonteminin etkinlik oraniyla

kiyaslandig bir ¢alismada, silkme yonteminin etkinlik oraninin antibiyotiklerin etkinlik
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orantyla ayni ¢ikmasi P. larvae ile miicadelede antibiyotik kullaniminin gerekliliginin
sorgulanmasina sebep olmustur [90]. Silkme yonteminin etkinliginin test edildigi diger
calismalarda ise, P. larvae sporlarinin mekanik vektor olarak yayilmini gergeklestiren
ergin arilarda varliginin diisiik oranlarda bile olsa devam etmesiyle silkme yonteminin
giivenilirligi hakkinda siiphelere yol agmistir. Bu siiphelerin giderilmesi amaciyla 5 yil
stiresince yapilan bagka bir ¢aligmada; klinik belirti gésteren kovanlarin yakilmasi, klinik
belirti gostermeyen ve spor yogunlugu yiiksek olan kolonilere silkme yoOnteminin
uygulanmasi, aricilik ekipmanlarinda hijyene dikkat edilmesi gibi parametreler dikkate
alinarak silkme yonteminin etkinligi test edilmistir [87]. Calisma sonucunda ergin
arilarda P. larvae spor yogunlugu %74 oranindan %4 oranina diisiis gostermis, buna ek
olarak ¢alismanin son doneminde klinik semptom gosteren kovan bulunmadigi rapor
edilmistir [87]. Silkme yonteminin bu ¢aligmayla birlikte klinik belirti gostermeyen fakat
spor yogunlugu fazla olan kolonilerde profilaktik tedavi olarak da uygulanabilecegi

degerlendirilmistir.

Silkme yonteminin uygulama siiresince hicbir kimyasal madde veya ilag kullanilmadan
gergeklestirilmesi; toksik etki olusturmamasi, ar1 iriinlerinde kalinti probleminin
yasanmayacak olmasi gibi agilardan oldukga avantaji bulunmaktadir [85, 87]. Fakat
klinik semptom gosteren kolonilerde uzun periyotta etkinliginin bilinmemesi bu
yontemin uygulanmasi agisindan dezavantajdir. Silkme yontemi ancak klinik belirti
gostermeyen kovanlarin erken tespit edilmesiyle Onleyici bir tedavi olarak

degerlendirilebilir.

2.7.2. P. larvae ile Miicadelede Kemoterapotik Yontemler

Antibiyotikler, P. larvae ile miicadelede kullanilan en etkin kemoterapotik maddelerdir.
Antibiyotikler, bakterilerin vejetatif formu {izerinde gosterdikleri antimikrobiyal etkiyle
bakteriyel hastaliklarla miicadelede ilk akla gelen yontemdir. AYC hastaliginin bakteriyel
kaynakli bir enfeksiyon oldugu kesfedildiginde, AYC ile miicadelede tercih edilen ilk
yontem olmustur. P. larvae’nin antibiyotiklerle tedavisinde basta oksitetrasiklin
(oxytetrecyclin, OTC) olmak iizere, siilfanomidler, tylosin ve lincomysin gibi pek ¢ok
farkli antibiyotik kullanilmistir [91-94]. Kullanilan bu antibiyotikler kolonilerde P.
larvae 'nin vejetatif formunun neden oldugu klinik belirtileri ortadan kaldirmistir. Bu

durum ilk asamada kolonilerde P. larvae ile basarili bir sekilde miicadele edildigi
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izlenimini yaratmistir. Fakat tedavi edilen kolonilerde hastaligin sonraki sezonlarda niiks
ettigi gozlenmistir. Bunun sebebi antibiyotiklerin, hastaligin kolonideki yayilimi
saglayan P. larvae sporlarina etki etmemesidir. BOylece antibiyotik kullanimiyla
kolonideki P. larvae maskelenmekte ve sporlariyla varligini siirdiirmektedir [10, 94-96].
P. larvae’nin kolonide niiks etmesi durumunda tekrarlayan antibiyotik kullanimlari,
bakterinin antibiyotik diren¢ gelistirmesine de sebep olmaktadir [87, 97, 98]. Gelisen
antibiyotik direngle birlikte etken maddesi farkli antibiyotikler ve antibiyotiklere
alternatif olabilecek yontemler arastirilmaya baslanmistir [90, 99-101]. Antibiyotiklere
alternatif yontemlerde kullanilan etken maddeler (bitkisel ekstraktlar, ar1 irinleri vb.) ile
antibiyotiklerin etkinlik oranlarinin kiyaslandig in vitro ¢alismalar gergeklestirilmistir.
Gergeklestirilen bu caligmalarda antibiyotiklerin etkinlikleri kiyaslandiklari etken
maddelerin etkinliginden diisiik ¢ikmustir [90, 102]. Bu sonuca ek olarak, hizli gelisen
antibiyotik direncinin yaninda, hastaligin niiks etmesi, larvalarda ve ergin arilarda
antibiyotiklerin toksik etki olusturmasi, ar1 tirtinlerinde yiiksek oranda kalint1 birakmast,
larva ve ergin arilarda mikrobiyotanin tahrip olmasi gibi nedenlerle antibiyotik kullanimi
giiniimiizde Avrupa Birligi ve iilkemizinde dahil oldugu pek c¢ok iilkede yasaklanmistir
[24, 26, 87, 94]. Antibiyotik kullaniminin yasak olmadigi Amerika ve Kanada gibi
tilkelerde ise kullanim1 son derece azalmistir [26, 96]. Bu sebeplerle etken maddesi farkli
antibiyotikler veya antibiyotiklere alternatif olabilecek dogal {iriinler {izerine yapilan

calismalar hizla artmaktadir.

2.7.3. P. larvae ile Miicadelede Dogal icerikli Uriinler
2.7.3.1. Bitkisel Yag ve Ekstraktlar

Bitkisel yag ve ekstraktlar (BYE), elde edildikleri bitki tiirlerine bagh olarak, i¢erdikleri
basit ve kompleks bilesiklerle (fenoller, terpenler, hidrokarbonlar, alkoller, aldehitler,
ketonlar, asitler vb.) antimikrobiyal etkinleri yiiksek dogal iceriklerdir [88, 103]. Cok
cesitli bitki tirlerinden elde edilen farkli BYE’lerin, P. larvae’nin vejetatif formu
tizerindeki antibakteriyel etkisi in vitro ve in vivo g¢alismalarla test edilmistir. Bu
calismalarin sonucunda BYE’lerin P. /larvae’ye karst antibakteriyel etkinligi
kanitlanmistir [88, 101, 104-108]. Gergeklesen yiiksek antibakteriyel etkinlige sebep olan
bilesikler arastirilirken, fenollerin (karvakrol, timol, 6genol vb.) ve alheditlerin (sitral,
sitranellal vb) antibakteriyel etkinlikte 6nemli rol oynadiklari bulunsa da, esas etkinligin

BYE’lerin icerigindeki bilesiklerin birbiriyle olusturduklari sinerjiden kaynaklandigi
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distiniilmektedir [88, 101, 103]. P. larvae’nin vejetatif formuna karsi goriilen yiliksek
antibakteriyel etkinlik, P. larvae nin spor formuna karsi gézlenmemistir [88, 109-111].
BYE’lerin bitkisel kaynakli olmasi, P. larvae ile olan miicadelede 2 avantaj
saglamaktadir. Bunlardan ilki, ergin ar1 ve larvalara toksik etkileri ¢ok diisiiktiir veya
yoktur. Ikinci avantaj ise ar1 iiriinlerinde kalinti birakmamalaridir [26, 88, 101, 112].
Ancak BYE’lerin ar1 {irlinlerinde kalint1 olusturmasalarda, ar1 lirlinlerinin kalitesine olan
etkisi ¢alisma konusudur. Ek olarak, P. larvae ile miicadelede BYE lerin ariliklarda etkin
bir sekilde kullanilmasi i¢in; kullanim sekli, dozu ve direng gelisimi ¢alismalar1 da devam

etmektedir [26, 88, 101, 111].

2.7.3.2. Ar1 Uriinleri

Ar {iriinleri, arilar tarafindan salgilanan ya da ¢igek ve bitkilerden toplanan materyallerin
ham madde olarak kullanilmasiyla arilar tarafindan iiretilmektedir. Arilarin kendi
salgilariyla trettikleri ar1 iriinleri; ar1 siitii ve bal mumudur. Bitkilerden elde ettikleri
nektar, polen ve reginemsi salgiyr topladiktan sonra kendi salgilariyla karistirarak
tirettikleri ar1 trtinleri de; bal, polen, ar1 ekmegi, propolistir [113]. A1 {irinleri bitkisel
olmalarinin yani sira, arilarin kendi enzimleriyle birlesmeleri nedeniyle de igerik
acisindan oldukca komplekstir ve antimikrobiyal, antikarsinojenik, antioksidan gibi pek
cok oOzelligi iginde barmmdirmaktadir [1, 113]. Mikroorganizmalarin gelistirdigi yiiksek
antibiyotik direncin son yillarda artmasiyla, ar1 iiriinlerinin 6zellikle propolis basta olmak
tizere antimikrobiyal etkinlikleri enfeksiyonel hastaliklara kars1 alternatif tedavi yontemi
arayiginda on plana ¢ikmaktadir [114, 115]. Dolayisiyla enfeksiyonel ar1 hastaliklarinda
da etkin bir miicadele yolu olarak ar1 iiriinlerinin kullanilabilecegi yoniinde ¢aligmalar
yapilmaktadir [116]. Ar1 hastaliklariyla miicadelede ar1 iiriinleri kullanilmasinin, arilarda
goriilebilecek toksik etki ihtimalinin diisiik olmasi, ar1 triinlerinde kalinti birakmamasi
ve uygulama sirasinda kolonilerde herhangi bir irritasyon sorununun goriilmeyecek
olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Son yillarda ar1 iirtinlerinden koloni savunmasinda
one ¢ikan propolisin gosterdigi yiiksek antimikrobiyal etkiyle P. larvae ile miicadelede
kullanilabilecegi diistiniilmektedir [117]. Propolise ek olarak, ar1 siitiiniin larvalarin ana
besin maddesi olmasi ve igeriginde yiiksek antimikrobiyal etkinlik gosteren bilesikler
bulundurmasiyla P. larvae ile miicadelede kullanilabilecek diger bir ar1 tiriinii oldugu 6n

goriilmektedir [47, 97, 118].
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2.7.3.2.1. Propolis

Propolis, bitki govdesinde bulunan yariklardan, yaprak diplerinden, tomurcuklardan
salgilanan ve yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip recinemsi maddelerin arilar
tarafindan toplanip kendi salgilariyla bir araya getirilerek trettikleri bir ar1 triintidir
[113]. Bu ar irini kovan iginde bulunan ¢atlaklarin kapatilmasi, kralice arinin
yumurtalamasindan once petek gozlerinin temizlenmesi, kovana giren yabanci
maddelerin etrafinin kaplanmasi gibi kovan i¢i hijyenin saglamasi amaciyla arilar
tarafindan tiretilmektedir. Koloni i¢indeki kullanim amacina paralel olarak, propolis genis
spekturumda ve yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip bir ar1 {iriiniidiir [119]. One ¢ikan
antmikrobiyal etkisiyle ar1 hastaliklarinda, ozellikle etkili bir tedavi yontemi heniiz
bulunmayan P. larvae’yle miicadelede kullanilabilecegi yoniinde c¢alismalar
gerceklestirilmektedir [116, 120]. Yapilan ilk ¢alismalarda, farkli bolgelerden elde edilen
propolislerin in vitro ¢alismalar ile P. larvae’nin vejetatif formuna olan antibakteriyel
etkinlikleri test edilmis ve tiim propolislerin degisen oranlarda etkinlik olusturdugu rapor
edilmistir [88, 97, 121, 122]. Propolisler arasinda goriilen antimikrobiyal etkinlik farkinin
toplandiklar1 bolgelerin farkinin ise toplandigi bolgelerdeki vejetasyon farkindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu ytlizden propolisin igerigi ile antimikrobiyal etkinligi
arasinda korelasyon olusturmaya yonelik yapilan c¢alismalarda herhangi bir
standardizasyona gidilememektedir [121]. Tiim propolislerde degisik oranlarda da olsa
ortak olarak bulunan ve antimikrobiyal etkinligi sagladig: diisliniilen bilesikler (fenoller,
flavanoidler, esterler) izole edilerek P. larvae’ye karst antimikrobiyal etkinlikleri test
edilmistir [100, 116]. Yapilan ¢aligmalarda propolis igeriginden elde edilen bilesenlerin
propolis kadar yiiksek antimikrobiyal etkinlik gostermedigi ortaya ¢ikmistir. Bu durum
propolisin antimikrobiyal etkisinin aslinda igerdigi tiim bilesiklerin birbiriyle sinerjik
etkiye girmesiyle olustugunu ortaya ¢ikartmaktadir [100, 116, 120, 121, 123]. Propolisin
P. larvae’nin vejetatif formu tlzerindeki etkinliginin test edilmesinin yaninda arazi
kosullarinda koloniler {izerindeki etkinligi de test edilmistir. Klinik belirti gozlenmeyen
fakat balda klinik belirtiye sebep olacak oranda P. larvae sporu igeren kolonilerdeki ergin
arilar, hazirlanan propolisli sekerli surup ile beslemenin ardindan hi¢bir zaman klinik
semptom goéstermemis ve baldaki P. larvae spor oraninda énemli diisiislerin meydana
geldigi gosterilmistir [122]. Ayrica kolonide propolis toplama davranisinin indiiklendigi

kolonilerin P. larvae ’ye kars1 hassasiyetinin azaldig1 da bildirilmistir [97].
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2.7.3.2.2. An Siitii

Arn siitli, 1-3 giinliik isci arilarin hipofarenjiyal bezlerinden salgilanan ve yumurtalama
gergeklestikten sonra ilk 3 giin boyunca tiim larvalarin, 3. giiniin ardindan sadece kralice
ar1 larvalarinin beslendigi salgidir [113, 124]. An siitii de diger ar1 tirtinleri gibi olduk¢a
kompleks igerige sahiptir. Antioksidan, antinflamatuar, antitiimor etkilerine ek olarak
antimikrobiyal etkinligi de ytliksek bir ar1 lirlinlidiir. Larvalarin P. larvae’ye karsi en
hassas oldugu 24-48 saatleri araliginda petek gozlerde larvalarin beslenmesi amaciyla ar1
stitii yogunlugu fazladir [124]. An siitiiniin P. larvae miicadelesindeki etkinliginin
saptanmast amaciyla ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda ari siitiiniin larvalarin P.
larvae’ye en hassas oldugu donemde yogunlugunun fazla olmasi goéz Oniinde
bulundurulmustur. Arn siitiiyle yapilan in vitro ¢alismalarda P. larvae’nin vejetatif
formuna kars1 etkili olup spor formuna karsi etkisinin olmadigi rapor edilmistir [125,
126]. An sitiiniin, P. larvae’nin vejetatif formuna karst var olan antibakteriyel
etkinliginin i¢eriginde bulunan AMP’lerden (royalisin, defensinl, jellein) kaynaklandigi,
ancak bu AMP’lerin P. larvae 'nin spor formuna Kars1 etkisiz oldugu gosterilmistir [118,
124, 126]. An siitiiniin iceriginde bulunan AMP’lere ek olarak, trans-10-hidroksi-
dekanoik asitin (kralice ar1 asidi, 10-HDA) gibi bilesenlerin petek goziin pH degerini
asidik yonde degistirmesiyle P. larvae’ye Kkarsi antibakteriyel etkiyi arttirdig
gosterilmistir  [47]. Giinlimiizde ar1 siitiiniin i¢indeki antibakteriyel bilesiklerin
tanimlamas1 ve bu bilesiklerin P. larvae’nin vejetatif ve spor formlarina karsi

antibakteriyel etkinligi ile ilgili caligmalar devam etmektedir.

2.7.4. P. larvae ile Miicadelede Biyokontrol
2.7.4.1. Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalar bulunduklari konakla mutualist yasamaktadir [127].
Konak, probiyotik mikroorganizmaya besin ve barinma saglarken, probiyotikler ise
konaga sindiremedigi besinleri sindirme ve cesitli mekanizmalarla patojenlerle
miicadelede destek saglamaktadir. Bu mekanizmalar; konagin immiin sistemini uyararak
patojenlere verilen tepkiyi hizlandirma, probiyotiklerin sentezledigi sekonder
metabolitler ile patojenleri inhibe etme, probiyotiklerin yer tutucu olarak gorev almasiyla
patojenlerin kolonize olmasini dnlemesidir [127, 128]. Probiyotik mikroorganizmalar
erken larval evreyle birlikte bal arilariyla yasamaya baslamakta ve ar1 hastaliklariyla

miicadele acisindan 6nemli bir noktada yer almaktadirlar [26, 128]. P. larvae ile
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miicadelede probiyotiklerin etkileri, Lactobacillus cinsi ile arastirilmaktadir.
Gergeklestirilen in vitro ¢aligmalardan alian pozitif sonuglarla birlikte probiyotik
mikroorganizmalarin arazi kosullarinda P. larvae ye etkinligi ¢alisilmistir [88, 129-131].
Arazi kosullarinda probiyotik mikroorganizmalarin P. larvae ile miicadelesinde
etkinliginin bulunmadigi gézlenmistir [132]. Bu durumun temel sebebinin, probiyotik
mikroorganizmalarin koloniye diger etken maddelerin uygulama yoluyla ayni olan
derisik sekerli surup i¢inde verilmesi olarak diisiiniilmiistiir. Koloniye verilen derisik
sekerli surubun yarattigi osmotik stres, probiyotik mikroorganizmalarin inhibisyonuna
sebep olmustur [132]. Bu problemin giderilmesi amaciyla probiyotik
mikroorganizmalarin, ar1 keki benzeri polen yogunluklu bir igerikle birlikte koloniye
verildigi ¢alisma gergeklestirilmis ve P. larvae ile miicadele olumlu sonug alindigi
bildirilmistir [133]. Goriilen yiiksek antibakteriyel etkinin mekanizmasi incelenmis ve bal
arilarinda bulunan probiyotiklerin P. larvae ile olan etkilesiminde, 3 temel mekanizmanin
bulundugu saptanmistir. Bu mekanizmalardan birincisi probiyotiklerin larvalarin
bagirsaklarinda kolonize olarak yer tutucu rolleriyle P. larvae nin bagirsak dokusuna
penetrasyonunu engellemektedir [128]. ikinci mekanizma, larvalarm immiin sisteminin
probiyotik mikroorganizmalar ile uyarilarak P. larvae ile miicadelede etkin rolii bulunan
defensin gibi AMP’lerin iiretiminin arttirilmasidir [128, 133]. Ugiincii mekanizma ise,
probiyotiklerin sentezledigi sekonder metabolitlerin P. larvae iizerinde yiiksek
antimikrobiyal etki gostermesidir [133-135].

Probiyotik mikroorganizmalarin P. larvae miicadelesinde kullanilmasinda; kolonilere
uygulama seklinin gelistirilmesi, uzun periyotlarda probiyotik mikroorganizma
kullaniminin koloniye olan etkisinin arastirtlmasi, aricilar igin kolay ulasilabilir ve
ekonomik olmas1 gibi parametreler agisindan gelistirilmesi lizerine ¢alismalar devam

etmektedir.

2.7.4.2. Faj Terapileri

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir. Bakteriyofajlar son yillarda
antibiyotik direncin de artmasiyla bakteriyel kaynakli hastaliklarin tedavisinde,
biyokontrol araci olarak kullanilmaktadirlar. Bakterinin konagina karsi direng
olusturmasina ragmen kendisini enfekte eden faja karsi direng gosterememesi ve etkili

fajin bakteride patojenite gosterdigi halde enfeksiyonun olustugu canlida toksik etki
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yaratmamasi gibi nedenlerle bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde fajlar tercih sebebi
olmaktadir [136-139]. Bakteriyofajlar, enfekte ettikleri bakteride gosterdikleri etkiye
gore litik veya lizojenik (1liml1) olmak tizere iki ayr1 grupta incelenmektedir. Litik fajlar
bakterinin hiicre duvarinda bulunan bilesenlere baglanarak enfeksiyonu gergeklestirir ve
bakteride hizla g¢ogalirlar. Bu hizli proliferasyonun ardindan bakteri hiicresi fajlar
tarafindan lizise ugratilir ve yeni bakteri hiicrelerinin enfekte edilmesiyle dongii hizl bir
sekilde devam etmektedir. Lizojenik bakteriyofajlar, bakterilerin DNA’larina entegre
olarak kendilerini ¢ogaltan ve ancak belli bir dis kaynagin (ultraviyole 1sinlar1, mutajen
vb.) etkisiyle bakteriyi lizize ugratan bakteriyofajlardir [138, 140]. P. larvae’de
tanimlanan bakterifajlar lizojenik bakteriyofajlardir [138]. Tanimlanan pek ¢ok lizojenik
bakteriyofajin bulunmasiyla, P. larvae ile miicadeledeki etkinligi ¢alisilmaktadir [138,
141]. Yapilan in vitro ¢alismalarda P. larvae bakteriyofajlarinin P. larvae'yi lizise
ugratabildigi gosterilse de in vivo ¢alismalarda etkinliginin diisiik oldugu gosterilmistir
[136, 138, 142]. In vitro kosullarda gergeklestirilen ¢aligmalarda, bakteriyofajlarin ayrica
endolizin enzimi sentezledigi ve bu enzimin P. larvae’yi inhibe edici 6zellikte oldugu
bildirilmistir [111]. Endolizinlerin saflastirilarak P. larvae ile miicadelede kullanilmasi
yoniindeki arastirmalar devam etmektedir [143]. Bakteriyofajlar ile yapilan in vitro ve in
vivo c¢alismalarin yaninda arazi kosullarinda da g¢alismalar gergeklestirilmistir. Arazi
kosullarinda yapilan ¢alismalarda ise gesitli P. larvae bakteriyofajlarindan hazirlanan
sekerli surup P. larvae spor yogunlugunu ve klinik belirti gésterme ihtimalinin yiiksek
oldugu kolonilere verilmistir. Calismalarin sonucunda enfeksiyon yogunlugunda ciddi
bir fark gézlenmemis olsa da deney gruplarinda klinik belirti ortaya ¢ikmazken, kontrol
gruplarinda klinik semptom gosteren kolonilere rastlanmisgtir. Bu durumun sebebi
kolonilerde klinik belirtilere sebep olan P. larvae 'nin vejetatif formlarinin bakteriyofajlar
tarafindan inhibe edilmis olmasidir. Bu yoniiyle bakteriyofajlarin P. larvae ile
miicadelede proflaktik bir tedavi olarak uygulanabilecegi diistiniilmektedir [142, 144-
146]. Bakteriyofajlarin arazi kosullarinda uygulanabilirliginin gelistirilmesi yoniindeki
caligmalar devam etmektedir. Ayrica P. larvae bakteriyofajlarinin lizojenik
bakteriyofajlar olmasindan dolayi, bakteriyofajlar ve P. larvae arasindaki ko-evrimin

iliskisinin yoniiyle ilgili caligmalar stirmektedir [145-148].
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2.7.5. P. larvae ile Miicadelede Nanopartikiillerin Kullanilmasi

Nanopartikiiller, 1-100 nanometre boyutunda, kimyasal olarak aktif, oldukg¢a biiyiik bir
yiizey alanina sahip ve biyoaktif etkinlikleri yiiksek olan maddelerdir [149]. Son yillarda
hastaliklara karst uygulanan etken maddelerin uygun nanopartikiiller ile kaplanarak
tedavi uygulanmasi, patojenlere karsi etkinligin arttirilmast ve tedavinin uygulandig
canlida toksik etkiyi azaltmasiyla One ¢ikan bir miicadele yontemi olmaktadir.
Nanopartikiillerin bu 6zellikleriyle aricilik alaninda P. larvae miicadelesinde kullanilan
etken maddelerle yasanan problemlerin  giderilebilmesine iliskin ¢alismalar
gerceklestirilmektedir [112, 149, 150]. P. larvae ile miicadelede bitkisel yag ve
ekstraktlarin etkinligi nanopartikiiller ile kaplanarak test edilmistir. Caligmalarin
sonucunda antibakteriyel etkinligin artmasimin yaninda, yiiksek dozlarda bile toksik
etkinin diisiik oldugu gosterilmistir [112, 149, 150]. Bitkisel yag ve ekstraktlarin
nanopartikiiller ile denenmesine ek olarak yiiksek antibakteriyel etkiye sahip gliserol
monoriilat molekiilii nanopartikiiller ile kaplanarak P. larvae 'ye olan etkisi arastirilmistir.
Nanopartikiillerle uygulanan gliserol monoriilatin P. larvae 'nin vejetatif formunu inhibe
etmesinin yaninda spor formunda da inhibisyon etkisi bildirilmistir. Ek olarak gliserol
monoriilat saf haliyle arida toksik etki olusturmus fakat nanopartikiiller ile
uygulandiginda arilarda toksik etkinin olugsmadigi gézlenmistir. Nanopartikiillerin toksik
etkisi fazla ancak tedavi etkisi yiiksek maddelerin uygulanmasindaki toksisiteyi azaltmasi
yoniinde etkisi bulunmaktadir [112]. Nanopartikiillerin koloniler tizerindeki etkinligi ve

arazide uygulanabilirligi yoniindeki ¢aligmalar devam etmektedir.

2.8. Organik Asitler ve Aricilikta Kullanim Alanlar:

Organik asitler, kimyasal yapilar1 karbon iskeletinden (R-COOH) olusan, zayif asit
etkinligi gosteren organik bilesiklerdir. Canlilarin biinyesinde temel bilesen olarak
(amino asitler, yag asitleri, oksalik asit) yer almalarinin yani sira metabolik olaylarin
sonucunda (laktik asit, asetik asit) veya savunma (formik asit) gibi amaclarla da
tretilmektedirler [151, 152]. Organik asitler, canlilarda metabolize edildiginde
karbondioksit ve suya indirgenmektedir. Bu yiizden, canli sistemlerde veya gida
tirtinlerinde kalint1 problemine sebep olmamaktadir. Organik asitler ayni1 zamanda yiiksek
antimikrobiyal etkinlik gdstermektedir. Bu agidan gida koruma ve biiyiikbas hayvan
yemlerinde antibiyotiklere alternatif olarak tercih edilmektedir. Organik asitler gida ve

biiyiikbas hayvanciligindaki kullanim alanlarinin diginda aricilik sektoriinde ekonomik

34



olarak biiyiikk kayiplara sebep olan Varroa destructor ile miicadelede aktif olarak
kullanilmaktadir [151-154].

Aricilikta ekonomik olarak biiyiik kayiplar sebep olan V. destructor, bal arilarini tim
gelisim evrelerinde (larva, pupa, ergin) kitinize dokuya penetre olarak arilarin yag
dokusundan beslenen bir ektoparazittir. V. destructor, arilarda immiin sistem
elemanlarinin sentezlendigi yag dokudan beslenmesinin yaninda, arilarin kitinize
dokusunda olusturdugu lezyonlarla da bireyleri sekonder enfeksiyona agik hale
getirmektedir. Bal arilarinin yasam dongiisiiyle V. destructor 'un yasam dongiisii birbirine
paralel ilerlemekte ve koloni iginde V. destructor 'un sayist hizla artis géstermektedir. Bu
durum ergin arilara verdigi zararla basta ar1 iiriinlerinin kalitesi ve miktarini olumsuz
sekilde etkilemekte, ardindan biiyiik koloni kayiplarina sebep olmaktadir [29, 151, 154].
Bu sebeple V. destructor ile miicadele aricilik sektériinde oldukga onemli bir yer
kaplamaktadir. V. destructor ile miicadelede kullanilacak yontemlerin; V. destructor’u
etkilerken A. mellifera ’ya zarar vermemesi, ar1 tirtinlerinde kalint1 birakmamast, kolay ve
ulagilabilir bir yontem tercih edilmesi, arilarda toksik etki olusturmamasi gibi noktalar
dikkate alinmalidir [155, 156]. Miicadele yontemi olarak biyolojik ve fiziksel yontemler,
kimyasal ve organik ilaglar kullanilmaktadir. Organik asitler (oksalik asit, formik asit,
laktik asit, asetik asit) V. destructor ile miicadelede diisiik sicakliklarda uygulanmalari
(15°C ve altinda) sebebiyle sonbahar ve kigin tercih edilmektedirler. Ayrica organik
asitlerin; cabuk buharlagsmasi, ergin ar1 ve larvalarda toksik etkisinin diisiik olmasi, V.
destructor’a kars1t %94’e varan etkili olmasi gibi sebeplerle de organik asitler V.
destructor ile miicadelede tercih edilen bir yontem olmaktadir. Organik asitler, buhar
halinde ya da damlatma seklinde kovan igerisine etkin sekilde uygulanmaktir [31, 152,
154, 156].

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda arilarda biiyiik zararlara sebep olan V. destructor ile

miicadele etkili ve aktif kullanilan bir yontem olan organik asitlerin, arilarda biiyiik

zararlara sebep olan AYC etkeni P. larvae’ye olan etkinligi arastirilmistir.

35



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. P. larve izolatlarimin Canlandirilmasi ve Safliklarinin Kontrol Edilmesi

Hacettepe Universitesi Ar1 Sagligi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan P. larvae
ATCC 25747 susu vel6 izolatin (06/04, 06/14, 06/21, 07/04, 34/35, 36/01, 37/02, 41/06,
47101, 52/15, 67/16, 69/01, 74/02, 76/12, 78/13, 81/64) canlandirilmasi yapilmistir. Gram
boyama ve genetik isaretlerinin biyokimyasal testle kontrolii saglanmis ve tim

asamalarda etkin sonug veren izolat tez deneylerinde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

Kiiltiir koleksiyonundaki 16 izolatin canlandirilmasi amaciyla 0,75 g/L Nalidiksik asit
(Nal) i¢eren Brain-Heart Infusion (BHI, Acumedia Manufacturers, 8 g/L) sivi besi yerine
ekimi gerceklestirilmistir. Kiiltiirler 37°C’de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonucunda iireme gériilen petrilerde koloni morfolojileri incelenmis ve

koloniler gram boyama ile boyanarak bakteri morfolojileri gézlemlenmistir.

Yapilan morfolojik incelemelerin ardindan iireme gozlenen izolatlara P. larvae’nin

katalaz (-) 6zelligi tasimasi dolayisiyla katalaz testi uygulanmistir.

Katalaz testi; aerobik mikroorganizmalarda ara iiriin olarak hidrojen peroksitin (H205)
su ve oksijene hidrolize edilip edilmedigini; dolayisiyla katalaz enziminin varligini
gosteren biyokimyasal bir testtir. Katalaz testi, P. larvae ATCC 25747 susuna ve iireme
gozlenen tiim izolatlara uygulanmistir. Kiiltiirlerden alinan 6rnek, 6ze yardimiyla lam
tizerine konularak 1 damla su ile siispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine %0,3’liik
hidrojen peroksit (H202) lama damlatilmistir. Katalaz (+) mikroorganizmalarda
tepkimenin sonucunda oksijenin agiga ¢ikmasina bagli olarak kopiirme gozlenmektedir.
Katalaz (-) mikroorganizmlarda ise, H>O; hidrolize edilemeyeceginden, oksijen agiga

cikmayacak ve herhangi bir koplirme gerceklesmeyecektir.

3.2.16S rRNA PCR Analizleriyle Tiir Tayini

Hacettepe Universitesi Ar1 Sagligi Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda, P. larvae olmasi
muhtemel izolatlarin 6n se¢imi yapildiktan sonra tiir tayininin kesinlestirilmesi amaciyla

16S rRNA PCR analizi asagida anlatilan protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.
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16S rRNA PCR Protokoli;

- On secimi yapilan P. larvae izolatlarimi DNA izolasyonu EurX GeneMATRIX
Bacterial & Yeast DNA izolasyon kitinin i¢inde yer alan kullanim kilavuzunda
bakteriler i¢in hazirlanan protokol takip edilerek gergeklestirilmistir. Kit ile elde
edilen DNA’larin miktar ve safligim1 kontrol etmek icin Thermo Scientific

Nanodrop 2000 (USA) cihazinda spektrofotometrik 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.

- 16S rRNA PCR islemi i¢in 6rnekler Cizelge 3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanmig
ve 27F-1492R primerleriyle, tiir tayini ic¢in hedeflenen gen bolgeleri
cogaltilmistir.

- Primer dizileri olarak; 27F 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'
1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3' kullanilmustir.

Cizelge 3.1. PCR orneklerinin hazirlanmasi

Bilesen Stok Reaktif
Konsantrasyon Konsantrasyon
PCR Buffer 10X 1X
MgCl; 25 mM 1,5mM
dNTP mix 20 mM 0,2mM
F. Primer 10 uM 0,3 uM
R. Primer 10 uM 0,3uM
Tag DNA Polimeraz (Solis Biodyne 5U/uM 2U
FIREPoI® DNA Polymerase)
Kalip DNA 3ul
Son hacim PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanir

- PCR hazirlanan 6rneklerle asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir;

Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dakika
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40 dongii; 95°C’de 45 saniye denatiirasyon, 57°C’de 45 saniye, primerlerin DNA’ya
baglanmasi (annealing), 72°C’de 60 saniye uzama (extension), 72°C’de 5 dakika son

uzama (final extension). Sicakligin 4°C’ye diisiirtilmesiyle PCR sonlandirilmistir.

- PCR (Takara thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglart 1x TAE
tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde
yiiriitilmiis ve ethidium bromide boyasi kullanilarak UV 1s1ginda goriintiisii

alinmustir.

3.3. Organik Asitlerin Hazirlanmasi

Tez galigmas1 kapsaminda kullanilan organik asitler hali hazirda aricilikta V. destructor
miicadelesinde kullanilmakta olan organik asitlerden secilmistir. Bu sebeple kullanim
konsantrasyonlar1 da sahadaki kullanim sekliyle ayni olacak bi¢imde hazirlanmistir.
Konsantrasyon yogunlugunda diliisyon soliisyonu olarak steril distile su (SDS)

kullanilmistir.

Kullanilan organik asitler ve konsantrasyonlart;

Oksalik asit (C2H204, Merck) %3,5 (w/v)
Formik asit (CH202, LabChem) %60 (v/v)
Laktik asit (C3HsO3, LabChem) %15 (v/v)
Asetik asit (CHs:COOH, LabChem) %50 (v/v)

3.4. P. larvae’nin Vejetatif, Sporovejetatif ve Spor Formlarimin Hazirlanmasi

P. larvae’nin vejetatif formunun eldesi i¢in tiir tayini klasik ve molekiiler yontemlerle
kesinlestirilerek segilmis izolat (Pl 06/04) ve P. larvae ATCC 2574 susunun; 0,75 g/L
Nalidiksik asit (Nal) igeren BHI (Acumedia Manufacturers, 8 g/L) sivi besi yerine ekimi

gergeklestirilmistir. Ardindan izolat 37 °C’de 7 giin siireyle inkiibasyona kaldirilmstir.

3.4.1. P. larvae’nin Sporovejetatif Form Eldesine Dair Metot Gelistirme

P. larvae'nin sporovejetatif formunun gozlendigi parametrelerin literatiirde bulunmamast

sebebiyle tez calismasi kapsaminda metot gelistirilmistir. Bu amacgla P. larvae’nin
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vejetatif form eldesi i¢in izlenen metot ayn1 sekilde uygulanmis, ardindan P. larvae nin
vejetatif formunu igeren kiiltiir farkli sicaklik kosullarinda tutulmasiyla sporulasyon
siireci indiiklenmistir. Bu sicakliklar, laboratuvar sartlar1 ve ariliklarda gézlenen dogal
kosullar g6z oOntinde bulundurularak; -18 °C, +4°C, +25°C ve +35°C olarak
belirlenmistir. Hazirlanan kiiltiirlerden 1-3 saatlik araliklarla periyodik olarak gram
boyama yapilarak sporlagma siirecinin baslangi¢ ve bitis siirelerinin tespiti yapilmuistir.
Soz konusu islemlerde, -18°C’de 60. dakikada, 4°C’de 24. saatte, 25°C’de 50. saatte,
35°C’de 84. saatte sporovejetatif form olusumu goézlenmistir. Deney kosullarinin
gerceklestirilecegi 25°C’de sporovejetatif formun stabilliginin korunabilmesi igin bir ileri
asamaya gegilerek, kiiltiir koruma metadolojisinde bakteri metabolizmasini yavaslattig
bilinen ve stoklamada kullanilan gliserin total hacim %15 olacak sekilde kiiltiire
eklenmistir [157]. Ardindan 1-3 saatlik periyotlarda gram boyama ile yapilan kontroller
sonucunda sporlagma siirecinin devam ettigi gézlenmistir. Sporulasyon tez kapsaminda
yapilacak deneylerin inkiibasyon siiresinden (7 giin) daha kisa siirede tamamlanmustir.
Dolayisiyla sporovejetatif formun stabil olarak tutulamamasi sebebiyle deney

metadolojisi vejetatif ve spor formlar kullanicak sekilde yeniden diizenlenmistir.

P. larvae’nin spor formunun eldesi amaciyla oncelikle vejetatif formlarin tiretilmesinin
ardindan sporulasyon indiiklenmesi i¢in kiiltiirler farkli sicaklik kosullarinda (-18 °C,
+4°C, +25°C ve +35°C) bekletilmistir. Hazirlanan kiiltiirlerden periyodik olarak 1-3
saatlik araliklarda gram boyama yapilarak sporlasmanin gerceklstigi zaman aralii
belirlenmistir. P. larvae’nin spor formu, -18°C’de 70. dakikada, 4°C’de 26-27. Saat
araliginda, 25°C’de 74. Saatte ve 35°C’de 1 haftada gozlenmistir. Deneyden elde edilen
sonuglara gore, P. larvae 'nin spor formunun en kisa siirede olustugu -18 °C’de 70 dakika

yontemi tez ¢alismalar1 kapsaminda tercih edilmistir.

3.5. P. larvae Uretimi ve Bakteri Sayimm

Deneylerde kullanilmak iizere iiretimi yapilan siv1 kiiltiirlerdeki bakteri yogunlugu 1x108
KOB (koloni olusturan birim, Mc Farland 0.5) olarak belirlenmistir. Organik asit
soliisyonlarinin bakteri tiremesindeki inhibisyon oranini belirlemek amaciyla plak dokme
metodu uygulanmigtir. Plak dokme metodundaki bakteri sayiminin rahat yapilabilmesi
amaciyla 1x10® KOB igeren sivi kiiltiir; 1x10* KOB, 1x10®° KOB ve 1x10> KOB

yogunluklarima gelecek sekilde diliiye edilmistir. Bu islem ayn1 zamanda sahada farkl
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enfeksiyon oranlarinda organik asitlerin etkinliginin saptanabilmesi amaciyla

kullanilmigtir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. 1x108 KOB olan kiiltiiriin, 1x104 KOB, 1x103 KOB ve 1x102 KOB

yogunluklarina diliisyonu (Billur Kii¢iikozmen).

3.6. Organik Asitlerle P. larvae izolatlarinin Muamelesi

P. larvae 'nin spor ve vejetatif formlarini iceren tiim deney gruplarindan alinan 5 mL s1v1
kiiltiir ile 5 mL, 2,5 mL ve 1,25 mL organik asit karistirilarak muamele edilmistir.
Organik asitlerin P. larvae ile muamele siiresi kovanlardaki uygulama ve etki siiresi goz
oniinde bulundurularak 1 giin, 3 giin ve 7 giin olarak tanimlanmigtir. Negatif kontrol
olarak P. larvae nin vejetatif ve spor formlar: higbir isleme tabii tutulmamis ve pozitif
kontrol olarak etiketlenmistir. Pozitif koltrol grubunda ise sitotoksik etkisi bilinen
%100°’lik dimetilsiilfooksit (DMSO, Labchem, CAS Number: 67-68-5) kiiltiirlere 5 mL
eklenmis deney gruplartyla ayni siire muamele edilmistir. Deney arilik kosullarini simiile
ettiginden deney setinde yer alan tiim test gruplart muamele siirelerinde 25°C’de
tutulmustur (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. P. larvae’nin degisen yogunluktaki 1x104 KOB (mavi rak), 1x103 KOB
(pembe rak) ve 1x102 KOB (sar1 rak) kiiltlirlerin organik asitlerle muamelesi (Billur

Kiiclikozmen).

3.7. Organik Asitlerin Etkinliginin Dokme Plak Metoduyla Test Edilmesi
3.7.1. P. larvae’nin Vejetatif Formunda Dokme Plak Metoduyla Hiicre Sayim

Organik asitle muamele edilen deney ve kontrol gruplarindan alinan 1 mL’lik 6rnekler
20 mL 0,75 g/L Nalidiksik asit (Nal) igeren BHI Agar (Acumedia Manufacturers, 38 g/L)
besiyerine eklenerek dokme plak metodu uygulanmistir. Ardindan deney seti 37°C’de 7
giin siireyle inkiibasyona kaldirilmistir. Deneyler ¢ift tekrarli ve kontrol gruplarmi da
icerecek sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Dokme Plak gerceklestirilen deney grubu (Billur Kii¢clikozmen).
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3.7.2. P. larvae’nin Spor Formunda Dokme Plak Metoduyla Hiicre Sayim

Tiim deney ve kontrol gruplarina P. larvae 'nin vejetatif formuna uygulanan dokme plak
metodu P. larvae 'nin spor formuna da ayni sekilde uygulanmistir. Ancak bu uygulamanin
ardindan higbir plakta (pozitif kontrol gruplar1 hari¢) lireme goriilmemesi nedeniyle ek

uygulamalar ve metadolojiler denenmistir.

3.7.2.1. P. larvae’nin Spor Formuna Dékme Plak Yéntemi Oncesi Yikama Metodu

Gelistirilmesi

P. larvae 'nin spor formlaria uygulanan dékme plak metodunda deney gruplarinda tireme
goriilmemesi tizerine ortamda bulunan organik asit varliginin spor formun devamliligini
sagladig distintilerek, inkiibasyon Oncesi yikama yapilmasi 6n gorilmiistiir. Yapilan
literatiir taramasinda bu konuyla ilgili hi¢bir bilgiye rastlanmadigindan farkli yikama
metotlar1 gelistirilerek optimizasyon saglanmaya c¢alisilmistir. Optimizasyon ¢aligsmalari
sirasinda yikama sayisi (1 yikamadan 5 yikamaya) ve yikama islemlerinde uygulanan
santrifiij kosullar1 (12000 rpm’de 15 dk ve 4500 rpm’de 10 dk) tiim deney setlerinde ve
kontrol grubunda denenmistir. Yikama islemleri steril serum fizyolojik (SSF) ile
gerceklestirilmistir. Gelistirilen yikama prosediirleri birbirleriyle karsilagtirilarak en
uygun yikama prosediirii optimize edilmistir. Yapilan caligmalarda kontrol gruplar1 baz
alinarak en etkili yitkama yonteminin 4500 rpm’de 10 dk’lik santrifiij kosullarinda 5 kez
yikamanin oldugu belirlenmistir. P. larvae’nin spor formuna dokme plak metodu
uygulanmadan 6nce yikama iglemleri gergeklestirilmistir. Yikama islemlerinin ardindan
deney ve kontrol gruplarindan alinan 1 mL’lik 6rnek 20 mL 0,75 g/L Nalidiksik asit (Nal)
iceren BHI Agar (Acumedia Manufacturers, 38 g/L) besiyerine eklenerek dokme plak
metodu uygulanmistir. Deney seti 37°C’de 7 giin siireyle inkiibasyona kaldirilmisgtir.

Deneyler ¢ift tekrarl ve kontrol gruplarini da igerecek sekilde gerceklestirilmistir.

3.7.2.2. P. larvae Spor Formunun Vejetatif Forma Doniisiimiine (canhlik testi) Dair
Metot Gelistirme

Yikama islemlerinin gergeklestirilmesine ragmen P. larvae nin spor formunun kati
besiyerinde lireme gostermemesi iizerine, vejetatif forma geri doniisiimiin kati1 besi
yerinde daha zor olacagi diisiiniilerek deney setinin sivi besi yeri kullanilarak tekrar

olusturmasi 6n goriilmiistiir. Boylelikle organik asitlerin muhtemel antimikrobiyal etkisi
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spor canliliginin kontroliiyle saglanmis olacaktir. Tiim deney gruplarma yikama
islemlerinin uygulanmasinin ardindan 1 mL kiiltiir 20 mL 0,75 g/L Nalidiksik asit (Nal)
iceren BHI (Acumedia Manufacturers, 38 g/L) s1v1 besiyerine eklenmistir. Ardindan tim
deney seti 37°C’de giinliik periyotlarla tireme etkinligi kontrol edilecek sekilde
inkiibasyon kaldirilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Farkli yogunluklarda hazirlanan P. larvae’nin spor formlariyla degisen

oranlarda organik asitlerle mualeme edilen 6rneklerin yikama prosediiriiniin ardindan siv1

besiyerine aktarimi (Billur Kiigiikozmen).

Gergeklestirilen tez deneylerinin grafiksel 6zeti Sekil 3.5.’de 6zetlenmis ve deneylerde

kullanilan etiketlemelerin acgiklamasi Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Tez deneylerinin grafiksel 6zeti; her bir organik asit ve muamele siiresi i¢in
ayni metot kullanilmigtir. A) Deney setleri, B) Deney gruplarindan dokme plak

metoduyla organik asitlerin antimikrobiyal etkinliklerinin test edilmesi.
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Cizelge 3.2. Tez deneylerinde kullanilan etkiletlemeler (Ornegin OM15 etiketli test
plagi; Oksalik asitin, P. larvae’nin 1x104 KOB ile 1 giin 5 mL dozda muamele edilmesi

anlamina gelmektedir.

Organik Bakteri Muamele Organik Asitin
Asitler Yogunlugu (KOB) Siiresi Dozu
O: Oksalik asit M: 1x10* 1: 1 giin 5:5mL
F: Formik asit P: 1x10° 3: 3 giin 2,5:2,5mL
AS: Asetik asit S: 1x10? 7: 7 giin 1,25: 1,25 mL
L: Laktik asit
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. P. larve izolatlarimin Morfolojik ve Biyokimyasal Test Sonuclar

Hacettepe Universitesi Ar1 Saghgi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan; P.
larvae ATCC 25747 susu ve 06/04, 06/14, 06/21, 07/04, 34/35, 36/01, 37/02, 41/06,
47/01, 52/15, 67/16, 69/01, 74/02, 76/12, 78/13, 81/64 izolatlarnin morfolojik

incelemeleri ve katalaz testi sonuglar1 Cizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Kiiltiir koleksiyonunda bulunan izolatlarin 6zellikleri.

izolat Kodu Ureme Bakteri Morfolojisi | Katalaz Testi
P. larvae ATCC 25747 + Gr (+) Streptobasil -
06/04 + Gr (+) Streptobasil -
06/14 - - -
06/21 + Gr (+) Streptobasil -
Gr (+) kok
07/04 + Maya +
34/35 - - -
36/01 + Gr (+) koklar +
37/02 + Maya +
41/06 - - -
47/01 + Gr (+) basil -
52/15 + Maya +
67/16 + Gr (+) streptobasil -
69/01 - - -
74/02 + Gr (+)streptobasil -
Gr (+) kok
76/12 + Maya +
78/13 + Gr (-) kok +
81/64 - - -

46




Hacettepe Universitesi Ar1 Sagligi Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan, iireme gériilen
kiiltiirlerden yapilan gram boyama ve genetik igaretlerin biyokimyasal testle kontroliiniin

sonucunda P. larvae olmasi1 muhtemel izolatlar; 06/04, 67/16 olarak belirlenmistir.

4.2.16S rRNA PCR ile Tiir Tayini Sonuglari

P. larvae olmasi muhtemel saf kiiltiir halinde tespit edilen 06/04 ve 67/16 numarali
bakteri kiiltiirleri 16S rRNA PCR analizleriyle P. larvae olduklar1 kesinlestirilmis ve
06/04 numarali izolatla tez deneyleri gergeklestirilmistir. Agaroz jel goriintiisii Sekil
4.1.°de gosterilmistir. Yapilan PCR analizlerinin sonucu NCBI kiitiiphanesi ile analiz

edilmis ve 06/04 numaral1 izolat;

AAAGTCTGACGGAACAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGCCCCTGGAGTGA
CGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAG
GCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCACT
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTT
CTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGT
TTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTG
ACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGA
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGGTGGG
CACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGT

AC dizilimine sahiptir ve %99.89 benzerlik oraniyla P. larvae olarak tanimlanmustir.
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ng/10pl

100
134

100

104
93
83
73
63
104

Sekil 4.1. 06/04 kodlu izolatin agaroz jel goriintiisii (Billur Kiiciikozmen).

4.3. Organik Asitlerin Antimikrobiyal Etkinlik Test Sonuglari
4.3.1. P. larvae’nin Vejetatif Formunda Antimikrobiyal Etkinlik Test Sonug¢lar:
4.3.1.1. Oksalik Asit

Hazirlanan deney setine ait tiim deney gruplarinda oksalik asitin farkli dozlarmnin (5 mL,
2,5mL, 1,25 mL) farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin) P. larvae’nin vejetatif

formu tizerinde %100 bakterisidal etki gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.2.).
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Bakteri Konsantrasyonlar1 (KOB/mL)

1x104 1x103 1x102 Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

giin

giin

giin

Sekil 4.2. Oksalik asitin P. larvae’nin vejetatif formu tizerindeki bakterisidal etkinligi (Billur Kiigiikozmen).
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4.3.1.2. Formik Asit

Hazirlanan deney setine ait tiim deney gruplarinda formik asitin farkli dozlarinin (5 mL,
2,5mL, 1,25 mL) farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin) P. larvae’nin vejetatif

formu tizerinde %2100 bakterisidal etki gosterdigi saptanmustir (Sekil. 4.3.).
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Bakteri Konsantrasyonlar1 (KOB/mL)

giin

giin

1x103 1x104

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

giin

Sekil 4.3. Formik asitin P. larvae’nin vejetatif formu tizerindeki bakterisidal etkinligi (Billur Kiigiik6zmen).
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4.3.1.3. Asetik Asit

Hazirlanan deney setine ait tiim deney gruplarinda asetik asitin farkli dozlarimin (5 mL,
2,5mL, 1,25 mL) farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin) P. larvae’nin vejetatif

formu iizerinde %100 bakterisidal etki gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.4.).
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Bakteri Konsantrasyonlar1 (KOB/mL)

giin

giin

giin

1x10*

1x103 1x10*

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4.4. Asetik asitin P. larvae’nin vejetatif formu tizerindeki bakterisidal etkinligi (Billur Kiigiik6zmen).
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4.3.1.4. Laktik Asit

Hazirlanan deney setine ait tiim deney gruplarinda laktik asitin farkli dozlarinin (5 mL,
2,5mL, 1,25 mL) farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin) P. larvae’nin vejetatif

formu tizerinde %100 bakterisidal etki gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.5.).
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Bakteri Konsantrasyonlar1 (KOB/mL)

giin

giin

giin

1x103 1x10*

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4.5. Laktik asitin P. larvae’nin vejetatif formu tizerindeki bakterisidal etkinligi (Billur Kiigiikzmen).
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P. larvae’nin vejetatif formunda gergeklestirilen antimikrobiyal etkinlik testlerinde
negatif kontrol gruplarindaki dékme plak yontemiyle sayillan KOB sayilar1 Cizelge
4.2.°de gosterilmektedir. Deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilan ve bakterisidal

etkisi bilinen DMSQO’da P. larvae iiremesi gozlenmemistir.

Cizelge 4.2. P. larvae’nin vejetatif formlariyla gerceklestirilen ¢alismalarda negatif

kontrol grubu sonuglari.

Hiicre Sayim (KOB)
Slg:ﬁﬁ;;gla P. larvae 06/04 P. larvae ATCC 25747
1. petri [ 2. petri | Ortalama | 1. petri | 2. petri | Ortalama
10* 9505 9544 9524 9800 9440 9620
103 2860 2780 2820 3010 2760 2885
10? 200 320 260 380 240 310

4.3.2. P. larvae’nin Spor Formunda Dokme Plak Metoduyla Hiicre Sayim Sonuglari

4.3.2.1. Oksalik Asit

Deney setlerine ait tiim gruplar oksalik asitin farkli dozlarinin (5 mL, 2,5 mL, 1,25 mL)
farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin siireyle) P. larvae 'nin spor formu lizerine

uygulanmasinin ardindan tireme gozlenmemistir (Sekil 4.6).
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Bakteri Konsantrasyonlar1 (KOB/mL)

1x104 1x103 1x104 Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

giin

giin

giin

Sekil 4.6. Oksalik asitin P. larvae’nin spor formuna uygulanmasi sonucunda iireme gézlenmeyen deney gruplari (Billur Kiigiikozmen).
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4.3.2.2. Formik Asit

Deney setlerine ait tiim gruplar formik asitin farkli dozlarinin (5 mL, 2,5 mL, 1,25 mL)
farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin siireyle) P. larvae’nin spor formu iizerine

uygulanmasinin ardindan tireme gozlenmemistir (Sekil 4.7.).
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Bakteri Konsantrasyonlar: (KOB/mL)

giin

giin

giin

1x103 1x104

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4.7. Formik asitin P. larvae’nin spor formuna uygulanmasi sonucunda iireme gézlenmeyen deney gruplari (Billur Kiigiikozmen).
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4.3.2.3. Asetik Asit

Deney setlerine ait tiim gruplar asetik asitin farkli dozlarinin (5 mL, 2,5 mL, 1,25 mL)
farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin siireyle) P. larvae’nin spor formu iizerine

uygulanmasinin ardindan tireme gozlenmemistir (Sekil 4.8.).
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Bakteri Konsantrasyonlar: (KOB/mL)

giin

giin

giin

1x103 1x10*

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4.8. Asetik asitin P. larvae’nin spor formuna uygulanmasi sonucunda tireme gézlenmeyen deney gruplari (Billur Kii¢iikkozmen).
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4.3.2.4. Laktik Asit

Deney setlerine ait tiim gruplar laktik asitin farkli dozlarmnin (5 mL, 2,5 mL, 1,25 mL)
farkli muamele siirelerinde (1 giin, 3 giin, 7 giin siireyle) P. larvae’nin spor formu iizerine

uygulanmasinin ardindan tireme gozlenmemistir (Sekil 4.9.).

62



Bakteri Konsantrasyonlar: (KOB/mL)

giin

giin

giin

1x103 1x10*

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Sekil 4.9. Asetik asitin P. larvae’nin spor formuna uygulanmasi sonucunda iireme gézlenmeyen deney gruplart (Billur Kiigiikozmen).
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P. larvae’nin spor formunda gerceklestirilen antimikrobiyal etkinlik testlerinde negatif
kontrol gruplarindaki dokme plak yontemiyle sayilan KOB sayilar1 Cizelge 4.3.’de
gosterilmektedir. Deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilan ve bakterisidal etkisi

bilinen DMSO’da P. larvae tiremesi gozlenmemistir.

Cizelge 4.3. P. larvae’nin spor formlariyla gergeklestirilen ¢alismalarda negatif kontrol

grubu sonuglari.
Hiicre Sayim (KOB)
Slg:ﬁf;;i?a P. larvae 06/04 P. larvae ATCC 25747
1. petri [ 2. petri | Ortalama | 1. petri | 2. petri | Ortalama
104 5703 5726 5714 6000 5800 5900
10° 1144 1112 1128 1500 2760 1350
10? 120 192 156 200 150 175

4.3.3. P. larvae Spor Formunun Vejetatif Formuna Déniisiimiine (Canhlik Testi)

Dair Metot sonuclari

P. larvae 'nin spor formunun vejetatif forma donisiimi sivi ortamda 5 mL, 2,5 mL ve
1,25 mL organik asit igeren kiiltiirlerde ve kontrol gruplarinda inkiibasyonun 5. giiniinde
gerceklesmistir. Dolayisiyla deney gruplari ve kontrol gruplar1 arasinda herhangi bir fark
gbzlenmemistir. Deneye ait grup Sekil 4.10.’da gosterilmistir.

Sekil 4.10. Organik asitlerle yapilan P. larvae spor formunun vejetatife doniistimi

deneylerinde inkiibasyonun 5. giinii (Oksalik asit grubu).
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Organik asitler aricilik sektoriinde V. destructor ile miicadelede gosterdigi yiiksek
etkinlikle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Organik asitlerin tercih edilme sebepleri
arilarda toksik etkilerinin diisiik olmasi ve ar1 tiriinlerinde kalinti birakmamalaridir [30,
31, 156]. Ayni zamanda yapilan pek ¢ok ¢alismayla kanitlanan antimikrobiyal etkinlikleri
oldukga yiiksektir. Organik asitlerin kullanimi antimikrobiyal etkinliklerinin yiiksek
olmasi sebebiyle pek ¢ok sektorde (gida koruma ve hayvancilik gibi) kullanimlar
yaygindir [151, 152, 158]. Tez ¢alismasiyla birlikte soz konusu antimikrobiyal etkinlik
aricilik sektoriinde biiyiik sorunlara sebep olan AYC hastalig1 etkeni P. larvae tizerinde
de test edilmistir. Elde edilen sonuglar organik asitlerin P. larvae iizerinde antimikrobiyal
bir aktiviteye sahip oldugunu agik¢a gostermektedir. Bu sonu¢ simdiye dek organik
asitlerin antimikrobiyal etkinligine dair farkli alanlarda yapilan diger g¢aligmalarin
sonuglartyla da paralellik gostermektedir [159-161]. Boylelikle organik asitlerin P.
larvae ’ye kars1 gosterdigi antimikrobiyal etkinlik ilk kez bu tez c¢alismasiyla birlikte
denenmistir. Organik asitler (oksalik asit, formik asit, asetik asit ve laktik asit) P. larvae
tizerinde farkli doz ve muamele siirelerinde test edilmistir. Test edilen farkli doz (5 mL,
2,5 mL, 1,25 mL) ve muamele siireleri (1 giin, 3 giin, 7 giin), hali hazirda aricilikta V.
destructor ile miicadelede kullanilan teknikler (4 mL, 1 giin) baz alinarak belirlenmistir
[30, 31]. Kullanilan doz ve muamele siireleri aricilik sektoriinde kullanilan mevcut
uygulamay1 igine alacak sekilde ¢esitlendirilmistir. Deneylerin sonucunda organik
asitlerin en diisiik doz olan 1,25 mL’de bile P. larvae 'nin vejetatif formu tizerinde etkili
oldugu gézlenmistir. Dolayisiyla elde edilen bu sonug V. destructor i¢in kullanilan dozun
(4 mL) P. larvae 'nin vejetatif formunun iizerinde kesin etki yaratacagini gostermektedir.
Simdiye dek yapilan ¢alismalarda P. larvae 'nin vejetatif formu tizerinde organik asitlere
benzer sekilde bir¢ok farkli antimikrobiyal ajanin (bitkisel ekstraktlar, ar1 iriinleri vb.)
etkili oldugu da gosterilmistir [47, 88, 97, 112]. P. larvae nin vejetatif formuna karsi
yapilan bu ¢alismalar, enfeksiyonun baslangicinda etkili bir yontem olarak kullanilabilir.
Organik asitlerin P. larvae 'nin vejetatif formuna antimikrobiyal etkinliginin test edildigi
bu tez caligmasiyla, diger c¢aligmalarda gosterildigi gibi antimikrobiyal etki s6z
konusudur. Boylelikle P. larvae nin vejetatif formuna organik asitlerin bakterisidal

etkinliginin bulunmasi literatiire yeni bir katki sunmaktadir.

Deney sonuglari dogrultusunda etki dozunun belirlenmesinin ardindan etki siiresi de
tespit edilmeye ¢alisilmistir. Organik asitlerinin etki siirelerinin belirlenmesinde aricilikta

V. destructor ile miicadele sirasindaki 1 giinlik muamele siiresi de dikkate alinarak ve
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muamele stireleri; 1 giin, 3 giin ve 7 giin olarak belirlenmistir. Tiim deney gruplarinda en
kisa muamele siiresi olan 1 giinde bakterisidal etki baglamis ve diger muamele siirelerinde
bu etki devam etmistir. Diger yandan P. larvae iizerinde yapilan diger antimikrobiyal
etkinlik calismalarinda bdyle bir etki siliresi parametresinin kullanilmadigi goéze
carpmaktadir. Tiim ¢aligmalarda in vitroda klasik antimikrobiyal testlerin (antibiyogram
ve MIC testleri gibi) uygulandig1 goriilmektedir [88, 102, 104, 110, 116]. Halbuki
antimikrobiyal maddelerin etki siirelerinin test edilmesi, P. larvae iizerine yapilacak
antimikrobiyal c¢alismalardan elde edilecek sonuglarin sahada kullanimi ile

karsilagtirilabilmesi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Organik asitlerin P. larvae fizerindeki antimikrobiyal etkisi bu tez ¢alismasiyla
kanitlanmis olmasina ragmen sahada P. larvae enfeksiyon yogunluklarmin farkli
diizeylerde olabilecegi sorusu akla gelmistir. Bu hipotezden yola ¢ikarak farkl
enfeksiyon yogunluklarmin yapay olarak yaratilmasi amaciyla; 1x10* KOB, 1x10° KOB
ve 1x10? KOB yogunluklarinda P. larvae kiiltiirleri hazirlanmistir. Ardindan diger
degiskenler de (doz ve muamele siiresi) dahil olacak sekilde deney setleri kurularak
organik asitlerin farkli bakteri yogunluklarindaki etkinligi de test edilmistir. Deneylerde
kullanilan bakteri yogunluklar: test metodu olarak tercih edilen dokme plak yonteminde
koloni sayimini da kolaylastiracak sekilde seg¢ilmistir. Tez calismalarinda en yliksek
bakteri yogunlugu olarak tercih edelen 1x10* KOB bakteri yogunlugunda, organik
asitlerin en diisiik dozunda ve en az muamele siiresinde (1 giin) dahi etkinlik géstermistir.
Ote yandan P. larvae 'ye kars1 farkli antimikrobiyal maddelerin etkinliklerinin denendigi
caligmalarda, bakteri yogunluklari sabit tutulmustur. Bu yogunluklar antimikrobiyal
etkinlik testlerinde kullanilan standarda uygun olarak; 1x10® KOB (disk difiizyon
metodu) ve 1x10° KOB (MIC metodu) yogunluklarinda tercih edilmistir [97, 103, 116,
124]. Halbuki bal aris1 larvalarini P. larvae ’ye en hassas oldugu donem yumurta atildiktan
sonra ilk 24-48 saat araligidir ve sadece 10 adet P. larvae 'nin sporun larvayr enfekte
edebildigi de bildirilmektedir [26, 52]. Bu durum degerlendirildiginde larvalarda P.
larvae 'nin vejetatif formunun en yogun oldugu 48 saatlik dilimde iiremenin hi¢bir zaman
1x10® yogunluguna ulasamacag da goz oniine alinarak yapilan tez ¢alismasinda 1x10*
KOB, 1x10° KOB ve 1x10?> KOB yogunluklar1 tercih edilmis ve organik asitlerin P.

larvae 'nin vejetatif formu tizerine etkili oldugu agik¢a goriilmiistiir.
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P. larvae nin vejetatif formunun enfeksiyonun ilerlemesini sagladigi halde enfeksiyona
neden olan ve yayilimini saglayan formu spor formudur. Ayrica, P. larvae sporlariin ¢ok
uzun siireler boyunca ergin arilarda ve ¢evrede canliligini korumasi P. larvae ile
miicadeleyi zorlastiran etkenlerden biridir. Bu nedenle P. larvae 'nin spor formuna kars1
inhibisyon etki gosteren maddeler iizerine pek g¢ok calisma gergeklestirilmistir Bu
calismalardan nanopartikiiller ve bakteriyofajlar, P. larvae ’nin spor formuna Kkarsi
inhibisyon etki gostermistir. Kimyasal ya da organik antimikrobiyal maddeler ile yapilan
calismalarda hentiz P. larvae’nin spor formuna karsi bir antimikrobiyal etki
gozlenmemistir [112, 138, 149, 150]. Bu calisma kapsaminda da organik asitlerin P.
larvae 'nin spor formu {izerine antimikrobiyal etkileri saptanmaya calisilmistir. Ancak
spor yogunluklarinda, hi¢bir doz ve muamele siiresinde negatif kontrol grubu disinda
tireme gozlenmemistir. Negatif kontrol grubunda gézlenen lireme deney mekanizmasinin
calistiginin dolayistyla canlt sporlarin vejetatif forma donerek iirediginin en biiyiik
kanitidir. Deney gruplarinda lireme goriillmemesi organik asitlerin P. larvaeagisindan
olumsuz kosul olusturarak bakterilerin sporulasyon siirecini hizlandirdigi ve P.
larvae 'nin spor formda kalmasini indiikledigini diistindiirmiistiir. S6z konusu ihtimalin
degerlendirilmesi amaciyla farkli deney diizenekleri kurularak ileri testler yapilmistir.
Oncelikle ilk ihtimal gz o&niinde bulundurularak, olumsuz sartlarin kiiltiirden
uzaklagtirilabilmesi icin yikama islemi deney diizenegine eklenmistir. Yikama
islemleriyle birlikte ortamdan olumsuz kosullarin kaldirilmasina ragmen negatif kontrol
grubu disinda deney gruplarinda herhangi bir iireme gézlenmemistir. Bu durum organik
asitlerin P. larvae 'nin spor formunun inhibe edebilecegi ihtimalinin disinda P. larvae 'nin
spor formdan vejetatif forma geri doniisiin organik asitlerle birlikte kat1 (kompleks) ortam
sebebiyle zor olabilecegini diigiindiirmiistiir. Bu sebeple tiim deney gruplari sivi ortama
ekilmistir. Yapilan diger caligmalarda ise P. larvae 'nin spor formunda ya hi¢ iireme
gbzlenmemis ya da antimikrobiyal madde ile mualemeden sonra yayma ekim teknigi ile
ekim gergeklestirilmistir. Calismalarda kullanilan yayma ekim tekniginde P. larvae nin
spor formdan vejetatif forma geri donmesi dokme plak yontemine kiyasla ¢cok daha kolay
gerceklesebilmektedir. Yapilan bu ¢alismalarda P. larvae 'nin spor formunda goriilen
tiremenin kontrol gruplarina az olmasi, arastiricilar1 denenen antimikrobiyal ajanin P.
larvae 'nin spor formunu inhibe ettigini diistinmelerine neden olmustur [112, 150]. Bu
denemelerin sonucunda iireme kontrol gruplari da dahil olmak {izere 5. gilinde
gozlenmistir. Elde edilen bu sonugla birlikte, organik asitlerin spor formu inhibe etmedigi

gibi sporulasyon siirecini de indiikleyerek spor formun devamliligimi sagladigi
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diistiniilmiistiir. Organik asitlerin yikama islemiyle birlikte spor soliisyonundan
uzaklagtirllmasinin ardindan sivi besiyerine ekilmesinin sonucunda negatif kontrol
gruplar1 da dahil olmak iizere tiim deney gruplarinda 5. giinde iiremenin varlig1 ayni
yogunlukta tespit edilmistir. Bu durum organik asitlerin P. larvae 'nin spor formu inhibe
etmedigi gibi sporulasyon siirecini indiikleyerek spor formun devamliligini sagladigin

gostermektedir.

Tez ¢alismasindan elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde organik asitlerin aricilik
sektoriinde V. destructor miicadelesindeki hali hazirda kullanimmin P. larvae
enfeksiyonuna karsi etkisi de ortaya ¢ikmustir. Organik asitler V. destructor ile
miicadelede hava sicakligi 15°C’nin altindayken, damlatma veya buhar yoluyla kovana
uygulanmaktadir. Kovana uygulama sartlar1 diisiiniildiiglinde, kolonideki yavru miktari
¢ok az veya yoktur. Dolayisiyla kolonide P. larvae mevcudu biiyiik oranda spor formda
bulunmaktadir [30, 31, 154]. Bu agidan degerlendirildiginde tez ¢alismasi sonuglarina
gore organik asitlerin kullanimi1 P. larvae sporlarinin devamliligini saglamis olacaktir. Bu
durum hastalik semptomlarinin goriilmesini engelleyecek ya da erteleyebilecektir. Ancak
bu sonug aricilarimizi yanilgiya diisiirebilir. Diger yandan ki mevsiminin iliman bir
sekilde seyrettigi bolgelerde ise kolonide yavru bireylerin varligi P. larvae 'nin vejetatif
formunun da kovan igindeki varligina sebep olacaktir. Bu durumda organik asitler P.
larvae 'nin vejetatif formuna karsi antimikrobiyal etki gdstereceginden V. destructor
miicadelesi sirasinda hastaliga kars1 akut bir tedavi de gerceklesmis olacaktir. Tiim bu
acilardan degerlendirildiginde organik asitlerin AYC ile miicadelesindeki etkinligi hava

sicaklig1 ve kolonideki yavru miktarina bagli olarak degiskenlik gosterebilir.

Organik asitlerin P. larvae lizerine olan etkileri, tez ¢alismasi kapsamindaki deney
gruplarinin farkli sekillerde ¢esitlendirilmesi ve farkli organik asitlerin kullanilmasiyla
genisletilebilir. Fakat tim bu caligmalar uygulanirken organik asitlerin kullanildig1
ortamda bal arilariin da bulundugu dikkate alinmali ve toksik etkinin belirlenmesi gibi

stiregler de yapilacak ¢aligmalara dahil edilmelidir
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasiyla birlikte organik asitlerin P. larvae iizerine olan antimikrobiyal
etkinligi ilk kez test edilmistir. Boylelikle V. destructor ile miicadelede hali
hazirda kullanilmakta olan bu yontemin, aricilikta biiyiik sorunlara sebep olan

baska bir hastalik olan AYC hastalig: tizerindeki etkisi de ortaya konmustur.

Calisma kapsaminda P. larvae 'nin farkli formlart eldesindeki metot yetersizligi
sebebiyle P. larvae 'nin vejetatif formundan spor formuna gegisteki sporulasyon

siirecinin zamanlamasi tespit edilerek literatiire katkida bulunulmustur.

Test edilen organik asitlerin P. larvae 'nin vejetatif formu lizerine bakterisidal etki

gosterdigi acikca goriilmiistiir.

Organik asitlerin P. larvae nin spor formunun devamliligini indiikledigi ve
ortamdan uzaklastirildiklar takdirde uygun besi yerinde 5. giinde vejetatif forma

dondiikleri tespit edilmistir.

Aricilikta organik asitlerin V. destructor miicadelesinde sahada kullaniminin
erken ilkbaharda kovanda mevcut olan P. larvae sporlarinin vejetatif forma
doniigsmesini ve ilk yavru doneminde ortamdaki muhtemel P. larvae vejetatif
formlarinin  dezenfeksiyonunu saglayacagi disiiniilmektedir. Organik asit
kullaniminin P. larvae enfeksiyonunu Onleyici bir etkisinin bulunmamasina
ragmen ortamdaki vejetatif formlar1 yok etmesi dolayisiyla enfeksiyon oranini

azaltic1 ve bulagim oranii diisiiriicii bir etkisi oldugu kanitlanmustir.
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