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Bal arilar, insan gidasi ve bazi farmasétik tirtinlerin tiretiminde 6nemli bir rol oynamasinin
yan1 sira, polinasyona olan bilylik katkis1 sebebiyle yeryiiziinde yasamin siirdiiriilebilmesinde de
oldukca 6nemli bir role sahiptir. Bununla birlikte, nosema ve varroa gibi bir takim ar1 hastalik ve
zararlilar1 diinyadaki bal arist varhigmi ciddi sekilde tehdit etmektedir. Bal arilarmin viicut
kisimlarinda bulunan ve probiyotik 0Ozellik gosterdigi bilinen Lactobacillus — kunkeei
(Apilactobacillus kunkeei) bakterisinin bu hastaliklarin etmeni olan patojenlere karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi bilinmektedir. Bu tez caligmasi kapsaminda bal aris1 ile polenden L. kunkeei
bakterisinin izolasyonu ve kismi karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Ciftliginde bulunan kovanlardan toplanan bal arilarmin
(Apis mellifera italica) midelerinden 42, polen orneklerinden ise 2 adet olmak {izere toplam 44 adet
laktik asit bakterisi izole edilmistir. Gram boyamalar1 sonucunda tiim izolatlar Gram (+) olarak
belirlenmistir. Mikroskobik incelemeler tiim izolatlarin basil hiicre morfolojisine sahip oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica yine tiim izolatlar katalaz testinde negatif sonug liretmislerdir. 16S rRNA
sekansi belirlenen 5 adet izolattan 2 tanesi %100, 2 tanesi %99.92, 1 tanesi de %99.79 oranlarinda
L. kunkeei bakterisi ile benzerlik gostermistir. Tez kapsaminda elde edilen izolatlarin probiyotik ve
antimikrobiyal Ozelliklerinin belirlenmesi ile bu izolatlar ar1 bagisiklik sistemini destekleyici
preparatlarin hazirlanmasinda potansiyel kaynak olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Bal, Bal aris1, izolasyon, Lactobacillus kunkeei, Polen.
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ABSTRACT

Honey bees play a crucial role not only in the production of human food and certain
pharmaceutical products but also in sustaining life on Earth due to their significant contribution to
pollination. However, various bee diseases and pests, such as Nosema and Varroa, pose serious
threats to bee populations worldwide. It is known that Lactobacillus kunkeei (Apilactobacillus
kunkeei), a bacterium found in various parts of honey bees' bodies, exhibits probiotic properties and
shows antimicrobial effects against pathogens responsible for these diseases. This thesis aims to
isolate and partially characterize L. kunkeei bacteria from honey bees and their products, such as
honey and pollen. A total of 44 lactic acid bacterial isolations were carried out, including 42 from
the stomachs of honey bees (Apis mellifera italica) collected from hives at the Research and
Application Farm of Cukurova University Faculty of Agriculture, and 2 from pollen. Gram staining
revealed that all isolates were Gram-positive. Microscopic examinations indicated that all isolates
had a bacillus cell morphology. Furthermore, all isolates tested negative in the catalase test. Among
the 5 isolates for which the 16S rRNA sequence was determined, 2 showed 100% similarity, 2
showed 99.92%, and 1 showed 99.79% similarity to L. kunkeei. The determination of probiotic and
antimicrobial properties of the isolates obtained within the scope of the thesis could potentially
serve as a source for the preparation of supplements supporting the bee immune system.

Keywords: Honey, Honey bee, Isolation, Lactobacillus kunkeei, Pollen.
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1. GIRIS

1.1 Bal Arnisi ve Biyolojisi

Bal arilar1 (Apis) bal, polen, ar siitii, propolis gibi énemli gida ve farmasdtik maddeleri
iiretmesinin yaninda, bitkilerde tozlagsmay1 saglayarak ayni zamanda ¢ok 6nemli bir ekolojik rol
iistlenen boceklerdir. Yeryiiziinde kutuplar disinda diinyanin hemen her bolgesine yayilmis olan bal
arilarinda, bulunduklar1 cografyalarin dogal engelleri ve ekolojiye uyumlar1 sonucunda farkli
cografik irklar ortaya ¢ikmustir (Crane, 1984; Karacaoglu ve Firatli, 1998). ik kez Buttel-Reepen
(1906) tarafindan tiglii siniflandirma sistemiyle siniflandirilan bal aris1, daha sonra V.V. Alpotov ve
G. Goetze tarafindan gelistirilen belirleyici morfolojik karakterleri ve bunlarin 6lgiim yontemleri
olan renk, kiibital indeks, viicut olgiileri gibi birtakim yapisal 6zellikleri kullanilarak Avrupa’da
dagilim gosteren wrklar tanimlanmistir (Karacaoglu ve Firatli, 1998). Boylece bu morfometrik
yontemlerin kullanilmas: ile degisik ekolojik kosullarda varolan ekotipler ve genotipler arasinda
ciftlesmeler sonucu olusan melez genotipler tespit edilebilmistir. (Karacaoglu ve Firatli, 1998). Bal

arilarinin gliniimiizde gegerli olan taksonomik siniflandirmasi Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1 Bal arilarinin taksonomik siniflandirilmasi (Giiler, 2006; Korkmaz, 2013; Arigiil ve

ark., 2021).
Alem (Kingdom) Animalia Hayvanlar
Sube (Phylum) Arthropoda Eklembacaklilar
Alt sube (Subphylum) Antennata Antenliler
Sinif (Class) Insecta Bocekler
Alt sinif (Subclass) Pterygota Kanatl bocekler
Takim (Order) Hymenoptera Zarkanatlilar
Boliim Aculeata Igneliler
Siiper familya (Superfamily) Apoidea Arilar
Familya (Family) Apidae Bombus ve bal arilar1
Alt familya (Subfamily) Apinae Sosyal arilar
Cins (Genus) Apis Bal arilan
Tiir (Species) Apis mellifera Bat1 bal arisi
Apis cerena Dogu bal arisi
Apis florea Ciice arn
Apis dorsata Dev an

Apis andreiformis

Siyah ciice bal arisi

Apis loboriosa

Himalaya dev bal arisi

Apis nigrocincta

Filipin bal ar1st

Apis koschevnikovi

Koschevnikov arisi

Bal arilar1 tam baskalagim gegirerek, her bir birey petek goze birakilan yumurtadan sonra
sirastyla larva, prepupa ve pupa evrelerinden sonra ergin bal arisina donlismektedir (Sekil 1.1.). Ar
yumurtasi silindir seklindedir. Bal arilar1 ana ar1, is¢i ar1 ve erkek ar1 olmak tizere 3 farkli siif
icermektedir. Cinsiyet acisindan ana arilar ve is¢i arilar disidir. Petek iizerinde erkek ar1 yetistirmek

icin gozler biiylik, isci ar1 yetistirmek i¢in gozler kiiciiktiir.



Ana an biylik goze dolsiiz, kiiglik goze ise dollii yumurta birakir. Dollenmis yumurta
dollenmemis yumurtaya gore daha hizli gelismektedir. Bal arisi larvasi renk, hacim, sekil olarak
degisiklik gosterir. Alt1 giinliik larva doneminde 5 kez gomlek degistiren larva pupa olur. Ana
arinin yumurtladigi doéllenmis yumurtalardan isci arilar ve ana arilar; dolsliz yumurtalardan ise
erkek arilar meydana gelir. Kulugka siiresi ana arida 16, is¢i arilarda 21, erkek arilarda ise 24 giin
stirmektedir. Ana ar1 koloninin en énemli bireyidir, kalitsal yapinin ddllere aktarilmasinda hem ana
ve dolayli olarak baba rolii oynamaktadir. Erkek arilarin ise ciftlesme disinda bir fonksiyonlari
yoktur. Ana ar1 ve is¢i arillarda oldugu gibi erkek arilarin igneleri olmadigindan savunma
mekanizmalar1 yoktur (Winston, 1987; Silici ve Ozkok, 2009).

Bal arilarinda erkek arilar haploid bireyler olup disiler ise diploid bireylerdir. Erkek arilarin
haploid bireyler olmas1 genetik ¢alismalar agisindan avantaj saglamaktadir. Erkek arilar sadece ana
aridan aldiklar1 genlere sahiptirler ¢iinkii ana arilar ¢iftlesmeden bile déllenmemis haploid yumurta
yumurtlayabilir ve bu yumurtalardan erkek arilar c¢ikar. Ana arilar ¢iftlesmis olduklarinda da
ciftlesmede spermin depolandigl sperm kesesini agmadan haploid yumurta iiretebilirler. (Ruttner,
1988; Laidlaw and Page, 1997; Rinderer, 2001; Tautz, 2009). Ana arilar havada ugarak ciftlesirler
ve erkek arilar 6liir. Ana an tekrar ciftlesmeye doner ve topladigi spermlerin bir kismini disar atip
gerekli olan kismini sperm kesesinde depolar. Sperm kesesinde depolanan sperm ana ariya yaklasik

5 yil kadar yetebilir (Ruttner, 1988; Laidlaw ve Page, 1997; Tautz, 2009).
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Sekil 1.1 Bir Is¢i Arinin Hayat Evresi (Gurung ve ark. 2012)

1.2. Bal Arnis1 ve Aricilligin Tarihcesi
Yapilan arastirmalarda elde edilen veriler aricilifin ¢ok eski bir gegmisi oldugunu ortaya
koymustur. Ispanya’nin Bicorp Valencia kasabasinda bulunan M.O. 7000 yillarinda yapildigi

diisiiniilen magara resimlerinde arilarla c¢evrili bir kadinin bal alirken resmi oldugu gorilmiistiir.



MO 3000 yillarinda Mezopotamya’da yasayan Siimerlerin bali ilag olarak kullandig1, ayrica yine
giiniimiizden yaklasik 3200 yil 6ncesine tarihlenen firavun mezarlarinda bulunan kurumus ballar ile
4000 y1l oncesine tarihlenen tabletlerin, antik Misirlilarin bize bali gida, ilag ve dini ritiieller
amactyla kullandigini gostermektedir (Topal ve ark., 2021). Ispanya’da yapilan kazilarla eski
Yunan, Hitit, Roma, Cin medeniyetlerine ait tarihi eserlerde birgok delil bulunmustur ve bu deliller
de ariciligin bilindiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Insan tarihinde ¢ok onemli yeri olan aricilik Tiirk milleti tarafindan da c¢ok ©nemli
saytlmigtir. Fatih Sultan Mehmet ve Kanuni Sultan Siilleyman kanunnamelerinde ariciliga ait
hiikkiimler bulunmaktadir. Insanlarm aga¢ kovuklarindaki ar1 kolonilerini imha etmeden,
icerisindeki balin bir kismini almalariyla birlikte aricilik faaliyeti baglamistir. Zamanla dogal
yollarla elde edilen ballarin miktar1 yetersiz gelmeye baslayinca oyulmus agag¢ kiitiikklerinden yapay
ar1 yuvalari olusturulmaya baslanmistir Ortadogu bolgelerinde biiyiik ¢comlekler ar1 kovani olarak
kullanilmis, diger bolgelerde saman, hasir, kamistan yapilan ¢ok degisik tipte ilkel ar1 kovanlari
kullanilmistir (Kirpik ve Giilen, 2014).

On altinc1 yiizyilda bilim ve teknolojideki gelismelerle birlikte, aricilikta da 6nemli
gelismeler yasanmaya baglanmistir. Bu donemde aricilarin amaci arilara zarar vermeden bal hasat
etme yontemlerini bulmaya ¢aligsmak olmustur. 1758 yilinda ana arinin havada giftlestigi bulunmus,
1845 yilinda armin iireme biyolojisi konusunda agiklamalar yapilmis, 1851 yilinda ¢ergeveli fenni
kovan kesfedilmistir. 1851 yilinda Amerikali Lorenzo Langstroth ar1 boslugunu kesfederek
cergevelerin kovan igerisinde kolayca hareket edebilecegi kovan sistemleri gelistirmistir (Kirpik ve
Giilen, 2014).

[k yapay petegin 1857 yilinda kullanima baslanmasinin ardindan, 1865 yilinda bal siizme
makinesi Hruschka tarafindan kesfedilmistir. Art yetistiriciliginde ¢igir acan yapay doéllenme
teknigi ise 1940’11 yillarda uygulanmaya baslanmis ve boylece ari 1slahi ve gen kaynaklarinin

korunmasi ¢aligmalarinda 6nemli adimlar atilmistir (Kirpik ve Giilen, 2014).

1.3. Bal Arisinin Onemi

Bal arilar bal, bal mumu, polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri gibi ekonomik degere sahip
iiriinlerin liretiminden sorumlu oldugu gibi, ayn1 zamanda bitkisel iiretimde 6nemli bir olay olan
tozlasmadan da sorumludurlar (Yilmaz, 2016). Diinyada bitkilerde gerceklesen polinasyonun
%70°1 arilar tarafindan saglanmakta olup, bu oranin ise %80’inden fazlas1 bal arilar1 tarafindan
gerceklestirilmektedir (Ozbilgin, 1999). Bu oranlar arilarin bdcekler tarafindan tozlasan bitkilerin
iiremesindeki roliiniin dnemini ortaya koymaktadir (McGregor, 1976). Arlarin da dahil oldugu
bocekler tarafindan gerceklestirilen tozlagma neticesinde ortaya g¢ikan iiriinler, insanlar tarafindan
tiikketilen gidalarin yaklasik %35°1 gibi 6nemli bir kismini olusturmaktadir (Buchmann ve Nabhan,

1996). Insan gidasmin 1/3’{iniin ar1 polinasyonuna gereksinim duyan bitkilerden olusmasi,



tozlagmanin olmamasi durumunda bitkisel {iretimde yaklagik %30 gibi bir diislisiin meydana
gelmesine neden olacaktir (Karadeniz, 2012).

Arilar tarafindan gergeklestirilen polinasyonla floranin siirekliligi ve ¢esitliligi saglanirken,
ayn1 zamanda tarimsal faaliyetler i¢inde yer alan bitkisel iiretimde elde edilen iirlinlerin nitelik ve
niceligi artmakta (Anonim, 2011), daha erken ve birdrnek triinler elde edilmekte, diizgiin sekile
sahip meyveler olugsmakta, iirlinlerin depolanma omrii artmakta, kaliteli ve ¢imlenme kabiliyeti
yiiksek melez tohumlar elde edilmekte (Karadeniz, 2012), bitkilerde meyve baglanma orani, meyve
iriligi, meyvede bulunan tohum sayisi ve meyvenin kalite ile ilgili diger o6zelliklerinde artis
meydana gelmektedir (Lampeitl, 2007). Ayrica arilar tarafindan tozlagmasi gerceklestirilen
bitkilerin ¢i¢eklerinin ilkbahar mevsiminin ge¢ donemlerinde gerceklesen don olaylarindan daha az
zarar gordiigi de belirtilmistir (Kesdek, 2012).

Bal arilar1 meralarda yetisen bitkiler, siis bitkileri, tibbi ve aromatik bitkiler ile agaglarda
tozlasmaya katilarak nesllerinin devami saglamakta, boylece dogal dengenin ve yaban hayatinin
stirdiiriilebilirligine de dogrudan katkida bulunmaktadir. Diger taraftan bal arilar1 tarafindan
tozlanan bitkilerin gerek ciftlik gerekse yaban hayvanlar1 tarafindan tiiketilmesi, bu bitkilerin
dolayli olarak insanlara et, siit ve yumurta gibi hayvan kaynakli gida olarak donmesini
saglamaktadir.

Diger tozlayici vektorlerin yoklugunda veya yetersizliginde bal arilar1 gergeklestirdikleri
polinasyon ile nesli tehlike altinda olan bitki tiirlerinin korunmasini (Cakmak, 1999), boylece bu
bitkilerin ¢ogalip yayilarak yaban hayatinin gelismesine, bitki ve hayvanlarda ¢esitliligin artmasina
da katki saglamaktadirlar (Anonim, 2011).

Bal aris1 {iriinleri icinde yer alan propolis, ar1 zehiri, art siitii, polen ve balmumu gibi
iiriinlerin farmasotik alanda kullanimu ile birtakim saglik sorunlarinin giderilmesine katki saglamig
ve bu tedavi sekli de apiterapi olarak isimlendirilmistir. Yapilan bir c¢alismada balin farkli
bolgelerden toplanan nektar ve ar1 salgilarinin dogal metabolitleri bulundurmasi nedeniyle kanser
hiicreleri ve tiimorlerin gelisimini durdurucu veya yavaslatici etkilere sahip oldugu belirtilmistir
(Aydin ve Tekeloglu, 2018). Yapilan ¢alismalarda farkli propolis ekstraksiyonlarinin kanserli hiicre
gelisimlerini engelledigi, timdr hiicrelerinin farklilagsmasini ve ¢ogalmasini azalttigi belirtilmistir
(Memmedov ve ark., 2018). Fareler {lizerinde yapilan bir bagka ¢aligsmada ise giinliik diyette bal ile
beslenen deneklerin mide lezyonlarinin azaldig1 tespit edilmistir (Mutlu ve ark., 2016).

Birgok {lilkede saglik, gida ve kozmetik sektoriinde kullanim alani bulan an siitiiniin,
yapilan caligmalarla antimikrobiyal, antitiimor, antiinflamatuar, antiseptik, antioksidan ve
tansiyonu diisiiriicii gibi olumlu etkilerinin bulundugu ortaya konulmustur (Mutlu ve ark., 2016).
Yine benzer sekilde polen ballarin smiflandirilmasi ve saglik alaninda tedavi amaciyla
kullanilabildigi gibi, bir bagka ar1 lriinii olan balmumu ise benzer sekilde kozmetik ve eczacilik

sektorlerinde kullanim alanlar1 edinmistir.



Sonug olarak; bal arilar1 ve bal arist iiriinlerinin dnemi ele alindiginda Einstein'in “Eger
arilar yeryiiziinden kaybolursa insanligin sadece 4 yil 6mrii kalir.” sozii arilarin insanoglu i¢in ne

kadar 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

1.4. Diinyada Bal Aris1 Yetistiriciligi

2018 yil1 FAO verilerine gore diinyada toplam 92.265.141 ar kovani ile 1.850.868 ton bal
iiretilmistir. Kovan bagina bal verimi ise 20,1 kg olarak gerceklesmistir.

Diinyada iiretilen balin %25’1 ticarete konu olmakta ve dis sattimin %901, 20 dolayindaki
bal iireticisi iilkelerden yapilmaktadir. Yillara gore diinyadaki toplam kovan sayisi, iiretim ve

verimlilik (kovan bagina bal iiretimi) Cizelge 1.2°de verildigi gibidir.

Cizelge 1.2 Diinyada kovan sayis1 ve verimliligi (FAO, 2018)

Yillar Toplam Kovan Sayisi (Adet) Bal Uretim Miktar1 (Ton) Verimlilik (Kg)

2010 79.683.687 1.545.379 19,4
2011 80.403.600 1.615.914 20,1
2012 83.058.317 1.650.335 19,9
2013 84.854.694 1.722.109 20,3
2014 87.421.183 1.763.742 20,2
2015 88.066.857 1.824.024 20,7
2016 90.188.775 1.862.670 20,6
2017 90.969.696 1.879.215 20,7
2018 92.265.141 1.850.868 20,1

Tiim tlkeler arasinda 9.173.742 kovan varligi ile 457.203 ton bal iireten Cin diinyada en
fazla bal treticisi lilke konumunda olup (Arcilik Raporu, Ordu Ticaret Borsasi, 2018), kovan
basina 49,80 kg bal verimi ile diinya ortalamasinin lizerindedir. FAO verilerine gore ar1 kovani
sayist bakimindan Hindistan 13.048.275 kovan sayisi ile diinyada 1. sirada yer almasina ragmen
iiretim miktar1 bakimindan 7. siradadir. Kovan basina bal iiretimi (verimlilik) gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, Ukrayna, Kanada ve Cin olduk¢a dikkat c¢ekici konumda yer almaktadirlar.
Tiirkiye bal iiretim miktar1 bakimindan diinya iilkeleri i¢inde 2. sirada yer almasina ragmen, kovan

basina 14,40 kg bal iiretimi ile diinya ortalamasinin oldukga altindadir.

1.5. Tiirkiye’de Bal Aris1 Yetistiriciligi

Tiirkiye’de 2021 yili verilerine gore 8,7 milyon bal arist kolonisi bulunmaktadir. Mugla
949 bin arili kovan sayisi ile Tiirkiye’de bulunan toplam kovan miktariin %10,9’u gibi oldukca
yiiksek bir oranina sahiptir. Muglayi, 604 bin kovan ve %6,9 pay ile Ordu, 482 bin kovan ve %35,5
pay ile Adana illeri takip etmektedir (Cizelge 1.3. ve 1.4.).



Cizelge 1. 3 Tiirkiye’de 2021 yilinda aricilik faaliyetleri genel durumu (TUIK, 2021)

Yil Isletme Sayist Toplam Kovan Bal Uretimi Balmumu Uretimi

(Adet) Sayisi (Adet) (Ton) (Ton)
2015 83.467 7.748.287 108.128 4.756
2016 84.047 7.900.364 105.727 4.440
2017 83.210 7.991.072 114.471 4.488
2018 81.830 8.108.424 107.920 3.987
2019 80.675 8.128.360 109.330 3.971
2020 82.862 8.179.085 104.077 3.765
2021 89.361 8.733.394 96.344 3.766

Cizelge 1.4. Tiirkiye’de 2021 yil1 itibariyle kovan varligi (TUIK, 2021)

Tller 2017 2018 2019 2020 2021
Mugla 958.328 935.463 918.116 900.583 949.267
Ordu 562.299 568.547 573.358 573.375 604.213
Adana 454.768 461.987 469.938 481.557 481.878
Antalya 226.592 230.323 217.705 216.423 335.686
Mersin 273.384 267.251 282.749 290.795 303.120
Izmir 215.743 232.009 244.519 273.949 276.918
Sivas 215.878 239.575 243.673 256.374 269.709
Bitlis 131.484 155.899 168.888 158.976 253.625
Aydin 280.386 281.060 274.826 257.738 253.625
Trabzon 166.191 180.182 172.785 167.246 178.696
Diger 4.506.019 4.556.128 4.561.803 4.602.069 4.826.676
Tiirkiye 7.991.072 8.108.424 8.128.360 8.179.085 8.733.394

1.6. Ar1 Hastaliklar1 ve Zararhlan
1.6.1. Ar1 Hastaliklar

Amerikan Yavru Ciiriikliigii: Amerikan yavru ciiriikligiiniin (AYC) etmeni olan Bacillus
larvae ilk defa Amerikali White tarafindan 1904 yilinda kesfedilmistir. Bakteri, inaktif halde bir
spor seklinde besin ile larvanin bagirsagina ulasir ve burada aktifleserek larvayr genellikle 6ldiirir.
Hastalik ilerlediginde larvalar yavru gozlerine yapisir ve ergin arilar tarafindan uzaklastirilamaz,
bazen zamanla kurur ve ¢erceve sallandiginda petek gozlerine garparak ses ¢ikarabilir. Erken teshis

hastaligin kontroliinde ¢ok 6nemlidir (Borum, 2014).

Nosema Hastaligi: Hastalik etmeni olan Nosema apis 1909 yilinda Zander tarafindan
kesfedilmistir. Nosema besin ile kursaktan mideye ulasir ve burada sporlar ¢imlenir, ¢cogalir ve
diski vasitasiyla yine atilir. Nosema etmeni hemen her ar1 kolonisinde bulunur ve kis siiresince
bagirsak hiicrelerinde kislar. Hastaligin ilerlemesiyle ugamayan, yerde siiriinen arilar gortliir.
Kahverengiden sariya degisen sulu diski, Nosema varligimin ve hastaligin ilerlediginin
gostergesidir (Agik, 2023).

Klasik metotla kullanilarak yapilan arastirmalar nosemanin Bursa’da %26 (Aydin ve ark.,

2001), Kars’ta %15,74 (Topgu ve Aslan, 2004), Elazig’da %8,7 (Simsek, 2005), Mugla’da %100



(Simsek, 2007), Trakya’da %6.5 (Dogaroglu ve Sirali, 2005) ve Hatay’da %10 (Muz ve ark., 2012)

oranlarinda yayginlik gosterdigini ortaya koymustur.

Akariyoz: Acarapis woodi 1/10 mm biiyiikliiglinde, 6riimcege benzeyen, arinin ilk gogiis nefes
borusunda yasayan bir hayvandir. Bu parazitin girmesi genellikle yavru armin ilk 8 giinliik
yasaminda gerceklesir. Bu donemde trake agikliklarini ¢evreleyen killar heniiz yumusaktir ve daha
kolay yerlesebilir. Bu etmenin ¢ogalmasi da solunum borularinda gerceklesir. Ar1 normal giiciinii

ve ucus kabiliyetini kaybeder (Lampeitl, 2009).

Varroa: Ar larva, pupa ve erginleri lizerinde yasayan bu parazit arilar1 kitleler halinde enfekte
ederek aricilik faaliyetlerine biiyiik zararlar vermektedir. Tiirkiye’de ilk bildirilen Varroa vakasi
1977 yilina aittir. Varroa jacobsoni, Jacobson tarafindan kesfedilmis ve 1904’te Oudemans
tarafindan tarif edilmistir. Kolonide agirlikli olarak disilerine rastlanir. Larvalarin kanini emerler ve
boylelikle kotiiriim arillar meydana gelir. Erkek varroalar ise yalnizca petek gozler igerisinde
goriilebilir. Erkek varroalar, disi varroalarla ciftlesir ve oOliirler. Ergin disiler yavru gozleri
kapanmadan once igeri girerek larva kaninda bulunan juvenil hormonu ile beslenirler (Uygur ve
Giriggin, 2008)

Uzerinde 4-6 varroa bulunan larvalar gelismelerini siirdiirebilirler ancak daha fazla varroa
bulunmasi durumunda gelisimlerini siirdiiremezler. Varroalarin gelismesi i¢in en uygun sicaklik 34

° C’dir (Kumova, 2004).

Kire¢ Hastaligr, Tas Hastaligi, Tulumsu Yavru Ciiritkliigii Hastaligi: Arlarda kire¢ hastaligina
neden olan etmen Ascosphaera apis’tir (Betts, 1932). Bu etmenin sporlart ¢ok dayaniklidir ve 15
yi1l boyunca hastalik yapma yetenegini koruyabilir. En ¢ok ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde
goriilen bir hastalik olup peteklerde yillarca hastalik yapmadan canli kalan sporlar iireme igin
uygun kosullari buldugunda yeniden aktif olurlar. Erkek ar1 larvalar1 daha ¢ok kovanin kenar
peteklerinde bulundugundan genellikle kulugka 1sisinin altinda kalirlar. Bu nedenle hastaligin
belirtileri ilk defa peteklerin kenarlarindaki ve burada bulunan erkek ar1 larvalarinda goriiliir (Geng
ve Dodologlu, 2002).

Tas Hastaligl, Aspergillus flavus kiif mantarmin sebep oldugu bir hastalik tiiriidiir. Bu
hastalik baslangi¢ sathasinda kire¢ hastaliginda goriilen belirtileri gosterir. Son safhada sertlesmis
mumya yapisinda larvalar gézde kalirlar ve arilar tarafindan gézden uzaklastirilmazlar (Uygur ve
Giriggin, 2008)

Tulumsu Yavru Ciiriikligii, etmeni Marator aitatulas viriisidir ve hem larvalar1 hem de

yetiskin bal arilarini etkileyebilmektedir (Uygur ve Girisgin, 2008).



Adi Ishal (Dizanteri): Arilarda goriilen bir kis hastalig1 olmakla birlikte normal diskilama
ucus mevsiminde gerceklesir. Kovanda kiglamak durumunda olan ar1 bu firsattan mahrum kalir ve
diskis1 rektumda birikir. Digkilarin fazla miktarda birikmesi ile meydana gelen ar1 hastaligi

dizanteridir (Alfonsus, 1935).

1.6.2. Ar1 Zararhlar

Bal Mumu Giiveleri (Galleria mellonella 1..): Bal mumu giivelerinin larvalari zarar verir. Ari
kovanlariin bulundugu yerde aksama dogru ugus yaparlar. Ergin disiler yamurtalarini paket
halinde kovanlarin i¢ kisminda yarik ve ¢atlaklar arasina bazen petekler {izerine birakir, 25-35°C
sicakliklari arasinda ve %40-70 civarinda nemin oldugu ortamda ¢ikan larvalar peteklerin i¢
kisimlarinda tiineller agarak beslenir, petek gozlerini tahrip eder, ag 6rer ve siyahimsi pislikler

birakir (Akyol, Korkmaz, 2008).

Esek Arisi: Esek arilar1 yaklasik isci ar biiyiikliigiindedir ama ugarken daha hareketlidir. Koloniye
zorla giren esek arilar1 nadir goriilmektedir. Bal arilart ile kavga eden esek arilart
hareketliliklerinden dolay1 ¢cogunlukla miicadeleyi kazanirlar. Zayif koloniler esek arilari tarafindan

yagmalanir ve geriye sadece kemirilmis petek artiklar1 kalir (Lampeitl, 2009).

Fareler: Ariliklarda ucus deligi acildiginda deligin petek pargalari, ¢erceve tahtalari, izolasyon
maddeleri ve bazen yapraklarla tikandig1 gortiliir. Bu, kislama baslangicinda, ugusun
durdurulmasindan sonra giren bir farenin eseridir. Zayif koloniler fazla huzursuzluktan dolayi ar
kayiplarina ugrarlar. Bazen ise daha giiclii kolonilerde fare igneyle sokularak oldiiriiliir (Lampeitl,

2009).

1.7. Bal Arillarimin Mikrobiyolojisi

Bal arilarinda da gastrointestinal sistemi Ozefagus (esophagus), kursak (crop),
proventrikulus (proventriculus), ventrikulus (ger¢ek mide), malpighi tiipleri, ileum ve rektum dan
olusmaktadir (Sekil 1.2.). Bu sindirim sistemi basta Lactobacillus tiirleri olmak lizere bir takim

mikroorganizmalara ev sahipligi yapmaktadir.

Hypopharyngeal Salivary glands Social stomach Ileum
gland

Mandibular
gland

. M_A_Y_J

I T v

Proventriculus Midgut Rectum

Sekil 1.2Bal Arisinin Sindirim Sistemi Anatomisi (Anderson ve ark., 2011).
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Bal anlarmin  kursagi  Lactobacillus  kunkeei, Acetobacteraceae {iyesi olan
Parasaccharibacter apium gibi birka¢ bakteriyi icermektedir. Ileumda 6zellikle ii¢ karakteristik
tiirin hadkim oldugu yogun bir bakteri toplulugu bulunmaktadir. Snodgnossela alvi (bagirsak
duvarinda), Giliomelia apicola (S. alvi iizerinde katman halde), Frischella perrara (genelde
proventrikulusta) ve normalde arka bagirsaga adaptasyon saglamis bazi Lactobacillus tiirleri
kolonize olmaktadir. I¢ kiitikiilar tabakadan yoksun olan orta bagirsakta cogunlukla ileuma benzer
bakteriyel kolonizasyona sahiptir. Rektumda ise, arka bagirsaga adapte olan iki biiylik bakteri
toplulugunu barindirir. Bunlar Lactobacillus ve Bifidobacterium asteroides’tir. Kovan ve larvalarda
ise ozellikle ar1 ekmegi, nektar ve larva bagirsaklari, Lactibacillus tiirleri ve Acetobacteraceae dahil
olmak tizere cesitli cevresel bakterileri paylasmaktadir (Suyabatmaz ve ark., 2020)

Bal arilarmin barindirdigi mikroorganizmalar Cizelge 1.5.’de verilmistir (Martinson ve

ark., 2011; Kwong ve Moran, 2013; Moran, 2015).

Cizelge 1. 4. Bal arilari ile yakin iliski igerisinde bulunan mikroorganizmalar

Bakteri Subesi Tiirler (Species) Lokalizasyon An Tiirii

(Phylum)

Alphaproteobacteria Rhizobiales Eriskin bagirsagt; degisen Apis mellifera
kolonizasyon

Alphaproteobacteria Rhodospirillales Erigkin bal midesi, larva bagirsagi, Apis ve Bombus

kovan tiirlerinde

Betaproteobacteria Neisseriales Eriskin arka bagirsagi, ileum Apis ve Bombus
duvarinda tiirlerinde

Actinobacteria Bifidobacteriales Eriskin arka bagirsagi, rektum Apis ve Bombus
tiirlerinde

Firmicutes Lactobacillales Eriskin arka bagirsaginda, rektumda  Apis ve Bombus
tiirlerinde

Gammaproteobacteria Orbales Eriskin orta bagirsak, arka bagirsak Apis ve Bombus
(ileum liimeninde) tiirlerinde

1.7.1. Bal Arilarinda Bulunan Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif,
aerotolerant, karbonhidrat fermantasyonu sonucunda baslica son iiriin olarak laktik asit olusturan
mikroorganizmalardir. Taksonomik olarak Firmicutes subesinin, Bacili takiminin, Lactobacillales
cinsine ait (Wright ve ark., 2004) LAB’lerinin en O&nemli cinsleri; Bifidobacterium,
Brevibacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, QOenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, ve Weissella’dir. Dogada yaygin olarak bulunan bu
bakteriler gesitli fermente gidalarin {iretiminde baglatici kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar.

LAB iginde yer alan Lactobacilluslar belirli kosullar altinda spiral veya kokobasil formlar
olusturabildikleri halde, genellikle diiz cubuk seklinde bir morfolojiye sahip olup, cogunlukla farkli

uzunluktaki ciftler veya zincirlerde bulunurlar (Claverys ve ark., 2006).



Bal arilarinda bagslica erigkin ar1 arka bagirsaginda ve rektumunda bulunan Lactobacillus

tiirlerinin baglicalari;

. Lactobacillus mellis

. Lactobacillus mellifer

. Lactobacillus apinorum

. Lactobacillus melliventris

. Lactobacillus kimbladii

. Lactobacillus kullabergensis

. Lactobacillus helsingborgensis
. Lactobacillus kunkeei’dir.

Geng bakterilerin zincir olusturmadigi laktik asit bakterileri, maksimum aktivitelerini
optimum olarak 37-45 °C’de gosterirlerken, 70 °C’nin {izerindeki sicaklik degerlerinde
canliliklarin1 kaybederler.

Cogunlukla insan, hayvan ve bitki gibi ortamlardan kolaylikla izole edilebilen laktik asit
bakterileri, fermantasyonda oynadiklar1 rol nedeniyle gida endiistrisinde yadsinamaz bir dneme
sahiptir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan GRAS statiisiine alman LAB’nin
bagslatic1 (starter) kiiltiir olarak kullanimi sonucunda {iretilen siit, et ve bitki kaynakli fermente
iriinlerde ortaya c¢ikan aroma ve tekstiir oldukca dnemlidir. Bu bakteri grubu iginde yer alan ve
probiyotik 6zellik gdsteren bazi bakteriler insanlar ve hayvanlar i¢in saglik agisindan bir¢ok avantaj
saglamaktadirlar (Kilig, 2001; Giirsoy ve Kinik, 2005; Soomro ve Masud, 2007; Yiiksekdag ve
Beyatli, 2009). Bakteriosin gibi {irettikleri bazi maddelerin insan ve hayvanlar i¢in patojen
oOzelliklere sahip birtakim mikroorganizmalar {izerinde antagonistik etki gostermeleri, LAB’lerini

saglik koruma agisindan da ayrica 6nemli bir konuma tagimaktadir.

1.7.2. Bal Arilarinda Laktik Asit Bakterilerinin Rolii ve Onemi

Bagirsak mikrobiyatasinin her canlida oldugu gibi arilarda da 6nemi biiyiiktiir. Bal
arillarinda bagirsak konukgusu bakteriler, larvalarin bagisikligin1 uyarirken patojenlere karst
bagisiklik tepkilerinin artmasini da saglarlar. Yapilan caligmalar, probiyotik bakteriler ile
desteklenmis diyetle beslenen bal aris1 larvalarinda bagisiklikta gorev alan genlerin
transkripsiyonunun uyarildigini, bdylece patojenlere karst immiin yanitinin arttigin1 ortaya
koymustur (Evans ve Lopez, 2004).

Bal aris1 iriinlerinde antibiyotik kalintilarinin bulunmasina bagli olarak arilarda yasam
stiresi ve canliliginin olumsuz etkilenmesi nedeniyle Avrupa iilkelerinde antibiyotik kullanimi
yasaklanmigtir. Bu durum ise bilim insanlarim antibiyotik alternatifi ¢6ziim yollarin1 aragtirmaya
itmistir (Genersch 2010). Yapilan bir ¢alismada arilarda Amerikan yavru ¢iriikliigiine karsi bir
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besin karigimi ve ili¢ farkli Lactobacillus tiirii olan besin takviyesi uygulanmis ve karigimin
infeksiyon etkeni Paenibacillus larvae’ye karsi kullanilan ii¢ bakteri tiirii ile yapilan 6nceki in vitro
caligmalarda inhibitor etki gosterdigi goriilmiistiir (Borum, 2021). Laktik asit bakterileri bal
arilarinda bagirsak mikrobiyal ekosisteminin korunmasinda Onemli bir rol istlenmislerdir. Bu
LAB’leri, bal arilarinda sindirim, immun sisteminin uyarilmasi, patojen mikroroganizmalarin
ortadan kaldirilmasi ve bagirsaktaki mikroflora homeostazinin siirdiiriilmesi agisindan oldukca
onemlidir. Laktik asit bakterileri antimikrobiyal maddeler (antimikrobiyal peptid-AMP) iireterek
patojenik mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasinmi saglarlar (Evans ve Lopez 2004; Crotti ve
ark., 2013; Asama ve ark., 2015; Raymann ve Moran, 2018). Helveticin J, bacteriolysin, alivaricin,
enterolysin A ve thermophilin A bal arilarinda bulunan LAB’lerince {iretilen AMP’lerden
bazilaridir. Bgisiklik sisteminin ¢ok énemli pargasi olan bu AMP’ler ayn1 zamanda giiniimiizdeki
antibiyotik tedavisine veya mikrobiyal enfeksiyonun 6nlenmesine umut verici bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir (Ilyasov ve ark., 2012, Danihlik ve ark., 2016). Laktik asit bakterileri laktozu
ve diger sekerleri fermente ederler. Fermentasyon sonucu son iiriin olarak agiga ¢ikan laktik asit
gastrointestinal sistemi asitlestirerek, bazi patojen bakterilerin gelisimini engellerler (Forsgren ve
ark, 2010; Carina Audisio ve ark., 2011; Endo ve Salminen, 2013; Pachla ve ark., 2017; Pachla ve
ark, 2018;). Bal arilarinin sindirim kanalindaki LAB kolonizasyonu, hastaliklarin 6nlenmesinde
onem tasimaktadir (Vasquez ve Olofsson, 2009; Raymann ve Moran, 2018). Saglikli ve konakgiya
uygun bir bagirsak mikrobiyatasini ve dolayisiyla ari saghigini gelistirmek igin, bal arisi
kolonilerine gastrointestinal sistemde kolonize olan ve bal arisina 6zgli laktik asit bakterileri ile
zenginlestirilmis polen takviyesinin yapilmasi 6nerilmektedir (Kazimierczak-Baryczko ve Szymas,
2006; Szymas ve ark., 2012; Patruica ve ark., 2013). Seker surubu takviyesinde yer alan laktik asit
bakterileri, patojenleri sadece laktik ve asetik asit iireterek degil, ayn1 zamanda sentezledikleri
hidrojen peroksit ve bakteriyosinlerle de etkisiz hale getirmektedir (Butler ve ark., 2013; Olofsson

ve ark., 2016; Janashia ve Alaux 2016; Pachla ve ark., 2018).

1.7.3. Lactobacillus kunkeei’nin Onemi

Bal arilarmin dogal konukgularindan olan Lactobacillus kunkeii (Apilactobacillus
kunkeei)’nin bazi hastalik etmenlerine karsi inhibisyon etkisi gosterdigine dair literatiir bilgileri
bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismalarda L. kunkeii’nin Paenibacillus spp. mikroorganizmasina
kars1 etkili oldugu bildirilmistir (Kacaniova 2018). Serratia marcescens, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella aerogenes ve mikroorganizmalar {izerine de etkili oldugu
tespit edilmistir (Sandi ve Salasia, 2016). Yine yapilan L. kunkeei’nin probiyotik olarak kullanildig1
diger calismalar, bu bakterinin arilarda AYC (P. larvae) (Forsgren ve ark., 2010) ve AvYC (M.
plutonius) (Vasquez ve ark., 2012) kaynakli 61iim oranlarim diigiirdiigiinii gostermistir.

Yapilan bir arastirmada L. kunkeei HD1 preparatlarinin, probiyotik 6zellikleri sayesinde
aricilik sektoriinde ar1 bagisiklik sistemini desteklemek ve antibiyotik tedavisine bagvurmadan
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direncgli arilar tiretmek icin kullanilabilecegi onerilmis. HD1'in M. plutonius'a karsi inhibe edici
aktivitesi gelecekteki arastirmalar igin dnemli bulundugu uygulanmistir (Ugrasg, 2017).

Bagka bir arastirmada kullanilan L. kunkeii‘nin 9 susunun biyofilm olusturma yetenegi,
yiiksek oto-agregasyon ve hidrofobiklik gibi probiyotik olarak kullanim adayligi icin gerekli 6n
kosullar1 sagladigi ve kire¢ hastaligimin etkeni Ascosphaera apis’i inhibe ettigi bildirilmistir.
(Schniirer ve Magnusson, 2005; Dalié ve ark., 2010). LAB’leri antifungal etkilerini, mantar yiizey
genislemesini sinirlandirarak, sporiilasyonu kontrol altina alarak, hif biyokiitlesini azaltarak ve
metabolik biyosentetaz aktivitesini baskilayarak gdsterirler (Schniirer ve Magnusson, 2005; Dali¢
ve ark., 2010). Ayrica, L. kunkeei suslarinin, mikrobiyal disbiyoz durumunda bal arisi
bagirsaklarindaki zarar gérmiis olan simbiyotik topluluklar1 onarmak ve gii¢lendirmek i¢in dnemli

bir 6zellik olan yiiksek ozmotik tolerans ortaya koydugu bildirilmistir (Lorizzo ve ark., 2020).

1.8. Calismanin Amaci ve Onemi

Bal arlarinda (Apis mellifera) saglikli bir koloni yapisinin kazandirilmas: ve
stirdiiriilebilirliginin saglanmasi i¢in probiyotiklerin kullaniminda L. kunkeei Onemli bir rol
oynamaktadir. L. kunkeei’nin dis parazit olan ve bal arisi kolonilerine ciddi zararlar veren
Varroa’ya ve arilarda ozellikle ilkbahar ve sonbaharda ciddi kayiplara sebep olan Nosema
cerena’ya karsi etkili oldugu; bu parazitlerin koloni ortaminda sayilarini azalttigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Saglikli gelisen kolonilerde L. kunkeei bakterileri yeteri kadar
bulunmakla birlikte, tarimsal kirlilik ve monokdiltiir tarim uygulamalar1 bu bakterilerin dengesini ve
sayisini azaltmakta, boylece kolonileri salginlara karsi savunmasiz hale getirmektedir.

Bu ¢alismada bal aris1 ve bal aris1 lirlinlerinden L. kunkeei bakterisinin izolasyonu ve kismi

karakterizasyonu amaglanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Edwards ve ark. (1999), calismalarinda alkol iiretiminde 6nemli olan {iziim
fermantasyonuyla ilgili L. kunkeei’nin gelisimini ve biliylimesini kontrol etmek icin sicaklik
gibi cevre kosullarini degistirerek stratejiler gelistirmislerdir ve elde ettikleri sonuglara
gore L. kunkeei’nin pH 3,5'un altindaki sentetik bir ortamda iyi gelismedigini,
Lactobacillus kunkeei, pH" 3,16'ya ayarlanan fermente Chardonnay siralarina agilanmigtir
ve 3,50 ve 3,80. Sira pH'sindaki bir diisiis Lactobacillus kunkeei'nin daha az biiylimesine
neden olsa da, bakterinin 108 CFU/mL'yi asan popiilasyonlara ulastigini ve tiim alkollii
fermantasyonlar yavagladigini tespit etmislerdir.

Edwards ve ark. (2002), iizim sarabindan gram pozitif bir bakteri izole ederek
organizmanin laktik asit iirettigini ve zayif katalaz aktivitesine sahip olduklarini ortaya
koymuslardir. 16S rRNA gen dizisi analizi ile izolatin filogenetik olarak Lactobacillus
cinsinin bir iiyesi oldugunu ve fenotipik ve filogenetik kanitlara dayanarak yeni bir tiir olan
Lactobacillus kunkeei (ATCC 700308) oldugunu ortaya koymuslardir.

Tajabadi ve ark. (2011), yaptiklart c¢alismalarinda Asyatik dev bal arist Apis
dorsata’nin midesinden Lactobacillus suslarim ilk kez izole etmislerdir. Arastirmacilar
topladiklar1 bal arilarindan laboratuvarda secici besi ortamlar1 kullanarak izole ettikleri
bakterileri 6nce Gram boyama ve katalaz testlerine tabi tutmuslar, daha sonra bakteri
DNA’larin1 izole ederek laktobasil cinsine ait 6zel primerler (27F ve 1492R) ile 16S rRNA
genlerini amplifiye etmislerdir. Arastirmacilar 16S rRNA sekans analizi sonucunda izole
ettikleri toplam 34 susun %56’sinin Lactobacillus kunkeei, %6’sinin L. vermiform ve
geriye kalan %38’inin ise diger Lactobacillus tiirlerine ait oldugunu bildirmisler, elde
ettikleri izolatlarin bal arilarinda probiyotik olarak kullanilma potansiyelinin yiiksek
oldugunu ve gida endiistrisinde faydali olabilecegini de ifade etmislerdir.

Endo ve ark. (2012), cigeklerden ve saraptan izole ettikleri 8 adet Lactobacillus
kunkeei bakterisinin glikoz ortaminda zayif fakat fruktoz biiylime ortaminda ise iyi bir
gelisim gosterdigini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar ayrica izolatlarin biiyiime
substrati olarak glukozu tercih etmediklerini aksine fruktozu tercih ederek fruktolitik laktik
asit bakterileri olduklarini da bildirmislerdir.

Vasquez ve ark. (2012), Nepal’deki bir gram balda (108kab) Lactobacillus cinsi
bakterilerden 6zellikle, L. kunkeei agirlikli olarak bulundugu gostermislerdir. L. kunkeei’i

en yaygin fruktofilik tiir olarak bildirilmislerdir.
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Tajabadi ve ark. (2011), calismalarinda Asyatik dev bal arist Apis dorsata’nin
bulundugu kovanlarin bal peteginden Lactobacillus suslarint izole etmislerdir.
Aragtirmacilar topladiklar1 bal arilarindan izole ettikleri bakterilerin DNA’lari izole
ederek laktobasil cinsine ait 6zel primerler ile 16S rRNA genlerini amplifiye etmislerdir.
Arastirmacilar 16S rRNA sekans analizi sonucunda izole ettikleri toplam 17 lactobacilin
%64.15’inin  Lactobacillus  spp., %?34.85’inin ise Lactobacillus kunkeei olarak
tanimlandigini, elde ettikleri izolatlarin bal arilarinda probiyotik olarak kullanilma veya
gida endiistrisinde gida koruyucu olarak kullanilabilme potansiyelinin yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

Asama ve ark. (2015), bal arillarinda L. kunkeei’nin baskin oldugunu, ayrica ar1 ve
ar1 Uriinlerinden elde edilen L. kunkeei suslarinin IgA {iretimini ve bagisiklik duyarliligini
giivenli bir sekilde arttirdigini ortaya koymuslardir.

Tamarit ve ark. (2015), bal arilar1 ve bal arisi tirtinlerinde en ¢ok bulunan bakterinin
L. kunkeei oldugunu bildirmislerdir. Farkli ar1 tiirlerinden izole edilen suslarin 16S rRNA
genlerinin neredeyse ayni oldugundan evrimsel model ¢alismalari i¢in yetersiz oldugunu
ifade etmislerdir. Tim Apis tiirlerinden izole edilen L. kunkeei susu ile Meliponini
tiirlerinden izole edilen diger iki susun 1,5 Mb genomunu karsilastirmislar, kiicliik genomlu
diger bakterilerin aksine, kisa nesil siireleri ve ¢oklu rRNA operonlarinin, L. kunkeei
bakterisinin dogal biiylime habitatinda hizli biiyiime i¢in se¢ilim altinda evrimlestigini
gosterdigini ayrica bakterilerde indirgeyici genom evrimi ve islevsel genom organizasyonu
i¢in genisletilmis bir ¢cerceve sagladigini bildirmislerdir.

Asenjo ve ark. (2016), bal arilarinin sayis1 2006 yilindan bu yana énemli 6lcilide
azaldigin1 ve biiylik bir ekolojik sorun haline geldigini bunun baslica nedeninin ise
kovandaki is¢i arilarin kovami kendiliginden terk etmesiyle CCD ve koloni ¢okiis
bozuklugu oldugunu bildirmislerdir. CCD’nin 6zelliklerinden biri Lactobacilli gibi
Firmicutes popiilasyonlarinin azalmasi nedeniyle gastrointestinal sistemlerindeki bakteri
topluluklarinin  de8ismesi oldugunu ifade eden arastirmacilar, Sili bal arilarmin
bagirsaklarindan L. kunkeei susunu (L. kunkeei MP2) izole etmislerdir. Bu susun, genetik
gecmisini ayrintili olarak aydinlatmislardir ve diger Lactobacillus tiirleri ile karsilastirmali
bir genom analizi yapmislardir.

Vasileva ve ark. (2016), Bulgaristan'in Plovdiv bolgesinden Apis mellifera ligustica
bal aris1 midesinden izole ettikleri 20 adet fruktofilik bakteriden H3 ve H25 izolatlarini
16S rRNA dizileme analizine gore L. kunkeei olarak tanimladiklarini, in situ analiz ve

periyodik asit-Schiff boyamasi, L. kunkeei H3 ve H25'in yaklagik 300 kDa molekiiler
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agirhiga sahip hiicre dist glukansiikrazlar {rettigini, bunun yaninda hiicre ile iligkili
fraksiyonlarda, yaklasik 180 kDa molekiiler agirliga sahip ilave glukansukraz tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Dekstranaz hidrolizinden sonra H3 ve H25'ten ekstraseliiler
glukansiikrazlarla sentezlenen glukanlardaki a-(1—6) baglarinin igerigi, klasik
dekstraninkinden 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu ve bunun sirasiyla yaklagik %35 ve
%62 oldugunu ortaya koyan arastirmacilar bu sonuglara gore, ¢alisilan polimerlerin daha
dall1 bir yapiya sahip oldugunu da belirtmislerdir.

Arredondo ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada arilarin bagirsaklarindan izole
ettikleri dort L. kunkeei susundan bi karisim olusturmuslar ve larva ile yetiskin arilar
tizerinde potansiyel faydali etkilerini arastirdiklart karigimin larvalarda P. larvae ve
yetiskin bal arilarinda Nosema ceranae sporlariin neden oldugu mortaliteyi azalttigini
bildirmislerdir.

Berrios ve ark. (2017), Lactobacillus tiirlerinin, anti-biyofilm 6zellikleri ve bunun
sonucunda genis bir patojen spektrumuna karsi etkileri nedeniyle faydali olduklarini
belirtmislerdir. Arastirmacilar yaptiklari calismada bal aris1 bagirsaklarindan izole edilen
yeni bir Lactobacillus tiirii olan L. kunkeeinin in vitro biyofilm olusturabildigini ortaya
koymuslardir. Ayrica L. kunkeei biyofilminin P. aeruginosa biyofilmlerinin olugumunu
engelleyebildigini bildirmislerdir. L. kunkeei suslarinin Galleria mellonella’da muhtemelen
P. aeruginosa biyofilm olusumunu ve/veya stabilitesini etkileyerek P. aeruginosa
enfeksiyonunu zayiflattigini ortaya koymuslardir. Ayrica arastirmacilar L. kunkeei’nin
probiyotik 6zellik gosterdiginden dolayr bu Lactobacillus tiiriiniin hem hayvanlarda hem
de insanlarda kullaniminin P. aeruginosa biyofilm olusumunu bozmaya katkida
bulunabilecegini savunan kanitlar da ortaya koymuslardir.

Ugras (2017), yaptig1 caligmada 2015-2016 yillar1 arasinda DAGEM (Diizce
Universitesi, Aricilik Arastirma, Gelistirme ve Uygulama Merkezi, Yigilca, Diizce)
tarafindan temin edilen bal arilarindan probiyotik bakterileri taramis, elde ettigi izolatin ar1
patojeni Melissococcus plutonius (Enterococcaceae)'a karst inhibitér aktivitesini in vitro
agar kuyu diflizyonu ile belirlemistir. Arastirmaci, elde ettigi izolati biyokimyasal,
fizyolojik ve 16S rRNA analizi sonuglarma gore L. kunkeei olarak tanimlamis ve
probiyotik niteliklerini arasgtirmistir.  Son olarak aragtirmaci izolatin gelecekteki
preparatlarinin a1 bagisiklik sistemini desteklemesi ve antibiyotiklerle tedaviye
basvurmadan direncli bal arilari iiretmesinin beklendigini de ifade etmistir.

Meng ve ark. (2018), L. kunkeei DSM 12361°den siikraz aktivitesini igeren iki

katalitik alana sahip bir GH70 proteinin biyokimyasal karakterizasyonu sonucu substrat
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olarak sadece siikroz kullanildiginda, GtfZ-CD2'nin esas olarak siikroz hidrolizini; substrat
olarak dekstran mevcut oldugunda, GtfZ-CD2 donor substrat olarak siikroz ile etkili bir
transglikozidaz aktivitesi sergiledigini ortaya koymuslardir. Yapilan ¢alismaya gore,
yararli laktik asit bakterilerinin yapisal olarak karmasik a-glukanlar iiretme kabiliyetini
vurgulamislar ve bir (a1l — 3) dallanma siikrazinin molekiiler mekanizmasina iligkin yeni
bilgileri ortaya koymuslardir.

Mathialagan ve ark. (2018), farkli kaynaklardan topladiklar1 bazi ar1 {irlinlerinde
laktik asit bakterilerinin varligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, toplam 42 adet LAB’sini
izole etmisler ve bu bakterilerin popiilasyon yogunluklar1 ile morfolojik 6zelliklerini
detayli olarak arastirmislardir. Arastirmacilar, morfolojik incelemelerinde izolatlarin cins
diizeyinde dagilimlarinin; (%?23,8) Enterococcus, (18,8%), Micrococcus, (13,8%)
Streptococcus, (13,8%) Pediococcus, (10,0%) Lactobacillus, (10,0%) Lactococcus ve
(10,0%) Leuconostoc oldugunu ortaya koymuslardir. Son olarak arastirmacilar LAB
popiilasyonlarinin; bal arilarinin midelerinde 16,40-35,87 x 10° kab/mL, balda 10,43—
31,30 x 10° kab/mL, ar1 poleninde 5,14-14,35 x 10° kab/mL, ar1 ekmeginde 13,05-25,15 x
10° kab/mL ve ari siitinde 10,23-20,15 x 10° kab/mL arasinda degistigini de
gostermislerdir.

Shabnam ve ark. (2018) Iran'm farkl1 bolgelerine dagilmis olan Asya ciice bal aris
(Apis florea) barsak sisteminde bulunan Lactobacillus bakterilerini izole etmek ve
tanimlamak amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda, izole ettikleri 43 adet bakterinin 16S rRNA
sekans analizine gore L. kunkeei, L. plantarum ve L. apis olmak tlizere 3 farkl tiirden 8
farkli fenotipe ait olduklarin bildirmiglerdir.

Aldemir ve ark. (2019), derleme calismalarinda arilarda bagirsak mikroflorasinin
metabolizma, bagisiklik fonksiyonu, biiylime-gelisme siireclerinde rol oynadigini ve
ozellikle ar1 sagliginin korumasinda etkili oldugunu, bal arilarinda ki bagirsak yapisina;
parazit ve patojenlerle miicadelede kullanilan kimyasal maddeler, mevsim, flora, besin
kaynaklari, bireyin yasi veya kovan i¢i gorevi ve bir¢ok diger faktorlere etki edebildigini
bildirmislerdir.

Hmood ve ark. (2019), 2017 Nisan ay1 boyunca topladiklart 100 adet is¢i aridan
yaptiklar1 bakteri izolasyon ¢alismalarinda, ¢ogunlugu sindirim sisteminden olmak iizere
ve biyokimyasal test sonuglarina gore Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus plantrum ve
Lactococus lactis tlirlerine ait olan yaklasik 70 adet izolat elde etmislerdir. Arastirmacilar,
ayrica L. kunkeei'nin Okratoksin A'nin (OTA) histolojik etkilerini azaltmadaki koruyucu

roliinii inceledikleri ¢alismalarinin sonucunda, kendi izolatlar1 olan L. kunkeei’nin OT A'nin
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histolojik etkisine karsi1 iyi bir koruyucu rol oynayarak bagisiklik duyarliligimi giivenli bir
sekilde artirabildigini ve bu calismalarinin bal aris1 bakterilerinin OTA'ya kars1 koruyucu
roliiniiniin tespit edildigi ilk ¢alisma oldugunu ifade etmislerdir.

Bal (2020), calismasinda farkli bitkilerden ve armmin sindirim sisteminden
potansiyel fruktolitik laktik asit bakterileri izole etmistir. Arastirmact izolatlarin fenotipik
ve genotipik karakteristiklerini ortaya koydugu calismasinda izolatlar probiyotik 6zellikleri
test etmis ve probiyotik potansiyeline sahip oldugunu bildirmistir.

Lorizzo ve ark. (2020), yaptiklar1 arastirmada L. kunkeei bakterisinin bal arilarinin
gastrointestinal yollarinda en sik bulunan fruktofilik bir laktik asit bakterisi oldugunu
belirtmiglerdir. Yaptiklar1 c¢alismada dokuz L. kunkeei susunun bazi fonksiyonel
ozelliklerini degerlendirip bal arist larvalarinin 6nemli bir patojenik fungusu olan
Ascosphaera apis DSM 3116’ya kars1 antifungal aktivitesine odaklanarak hiicre lizat1 en
yiikksek antifungal etkiyi gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica aragtirmacilar suglarin
iyl hiicre ylizeyi Ozelliklerine (hidrofobiklik, biyofilm iiretimi) sahip olduklarini da
bildirmislerdir.

Suyabatmaz ve ark. (2020), derleme ¢aligmalarinda bal arilarinin gastrointestinal
sisteminde, mikroflora veya mikrobiyota olarak adlandirilan, cesitli mikrobiyal tehditlere
kars1 korunmada, bazi metabolik faaliyetlerinde ve ar1t mahsullerinin {iretiminde rol
oynayan, ar1 bagisiklik sisteminde giicli etki mekanizmalarina sahip, Ozgiin bir
mikroorganizma koleksiyonu bulundugunu ve 6zellikle yetiskin bal arilarinin ¢ok zengin
bir mikrofloraya sahip oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica arastirmacilar sahip olduklari
mikrofloranin ar1 sagliginin korunmasinda en 6nemli ve dikkat cekici faktor oldugunu da
ozellikle vurgulamislardir.

Yilmaz ve ark. (2022), yaptiklar1 ¢alismada L. kunkeei AKI tarafindan firetilen
eksopolisakkaritin (EPS) yapisal ve tekno-fonksiyonel 6zelliklerini belirleyerek yapisal ve
biyoaktif 6zelliklerini ortaya koymuslardir.

Chege ve ark. (2023), bal arilarinin popiilasyonun azalmasina etki eden Serratia
marcescens tiirii patojenin bal arilarinda bagirsak ve hemolenf dahil olmak {izere bal
arisinin ¢esitli dokular istila ederek ciddi enfeksiyonlara yol agabildigini ve ar1 sagligim
tehlikeye atabildigini, dolayisiyla ikincil enfeksiyonlarla bu patojenin biyofilmler
olusturarak hizla cogalabildigini ve dolayisiyla onu kontrol etmeyi ve ortadan kaldirmay1
ozellikle zorlastirdigin1  belirtmislerdir. L. kunkeei’nin bal arilart Apis mellifera
scutellata'nin sagh@in firsatg1 patojen Serratia marcescens'e karst korudugunu belirten

arastirmacilar yaptiklar1 bu calismada yeni ortaya cikan is¢i arilar1 gruplara ayrilmiglar ve
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bu gruplardan Lk grubunu L. kunkeei ile bes giinliik asilamadan sonra, ilgili her gruptaki
arilar1 S. marcescens'e maruz birakilmislardir. Arastirmacilar elde ettikleri verilere gore L.
kunkeei'nin S. marcescens enfeksiyonundan sonra arilarin hayatta kalmasini arttirdigina,
bagirsakta ¢cogalmasini engelledigini ve laboratuvar ortaminda mikroptan yoksun birakilan
arillara kiyasla bagirsak epitelinde antimikrobiyal peptid genlerinin ekspresyonunu

azalttigin1 bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bakteri Biiyiime Ortamlari

Bu tez caligmasi kapsaminda izole edilen L. kunkeei ve diger laktik asit bakterileri MRS
broth ve MRS agar (MERCK 1106610500, MERCK 1106600500) besi yerlerinde 37 °C’de
anaerobik ortam kosullarinda {iretilmiglerdir. Bakterilerin kati besi yerlerinde iiretilmesinde
anaerobik ortam, ekimi tamamlanmig olan petri kaplar1 yerlestirildikten sonra, desikator icerisinde

mum yakilarak saglanmgtir (Sekil 3.1).

f‘

Sekil 3.1 Laktik Asit Bakterileri Ekilmis MRS Agar Plaklarinin Desikator Icerisinde Anaerobik
Kosullarda Inkiibasyonu

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler
Calismada kullanilan kimyasal malzemeler ile diger sarf malzemeler aksi belirtilmedikge
Sigma, Merck, Hibrigen, Zymo Research, Thermo Fisher, Isolab, Axygen ve Brand’den ticari

firmalar aracilif ile satin alma yoluyla temin edilmistir.

3.1.3. Aletler

Calismada kullanilan aletlerden otoklav (Hirayama), inkiibatorler (Memmert ve Niive),
hassas terazi (Ohaius), vorteks (Ika), manyetik karistirict (Ika), pH metre (Hanna), steril kabin
(Bilser), otomatik pipetler (Axygen ve Brand), deepfreez ve no-frost buzdolabi (Argelik ve Ugur),
santrifiij (Hettich), yatay elektroforez takimi (Peqlab), giic kaynagi (Atto), saf su cihaz1 (Simsek
Laborteknik) calismanin yiiriitiildiigii Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii
Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi Laboratuvarlarinda bulunmaktadir. izolatlarm
mikroskobik analizlerinde kullamilan mikroskop (Olympus) ise C.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yerinde kullanilmistir.
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3.1.4. Bal Aris1 ve Ar1 Uriinleri

Calismada kullanilan bal aris1 rnekleri Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma
Deneme Ciftligi Aricilik Unitesi’ndeki kovanlarda bulunan bal arisi (Apis mellifera italica)
kolonilerinden alinmis (Sekil 3.2) ve 16 x 100 ml’lik plastik santrifiij tiiplerinde bulunan pepton-
NaCl ¢ozeltisi (%0.1 w/v pepton, %0.1 w/v NaCl) igerisine konularak (Sekil 3.3) bakteri
izolasyonu yapilmak iizere laboratuvara tasinmistir. Polen ise yine Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftliginde bulunan kovanlardan toplanan polenlerden yetecek
miktarda alinarak temin edilmigstir. Bal ornekleri ise marketlerden satin alma yoluyla temin

edilmistir.

Sekil 3.2 Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Uygulama Ciftligi Aricilik
Unitesi’nde Bulunan Kolonilerden Bal Aris1 Orneklerinin Toplanmasi

\;\\\;\‘ R
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Sekil 3.3 Kolonilerden Toplanan Bal Aris1 Orneklerinin Pepton-Nacl Soliisyonu igeren
Tiiplerde Muhafazasi

3.2. Metot
3.2.1. Baldan Laktik Asit Bakterisi izolasyonu
Bal 6rneklerinden Lactobacillus izolasyonu igin 2 farkli protokol birbirinden bagimsiz

olarak kullanilmustir.
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Protokol 1: Bal 6rneklerinden Lactobacillus izolasyonundan (Bal, 2020)’de verilen protokolden

modifiye edilen ve asagida maddeler halinde verilen protokol uygulanmustir:

1. Bal ornekleri alevde sterilize edilmis 6ze yardimiyla yaklasik 40-50 mg olacak kadar
almarak MRS agar kat1 besiyerine ¢izme yontemiyle yayilmistir (Sekil 3.4).

2. MRS agar plaklart steril kabin igerisinde 10-15 dk siireyle kapaklar1 agik bir sekilde
bekletilerek 6rneklerin kurumasi saglanmustir.

3. Siire sonunda plaklar kapaklar1 kapatilarak ters cevrilmis ve bir desikatdr igerisine
konulmustur. Desikatérde bos bir yere bir adet mum yakilarak desikatériin kapagi
kapatilmig ve bu sekilde 24-48 saat siireyle 37 °C’ye ayarlanmig inkiibatdrde inkiibasyona
brrakilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Bal Ornekleri Yayilmis ve Kurumaya Birakilmis MRS Agar Plaklari

Bal 6rneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonunda kullanilan ikinci yontem asagida

verilen protokol uyarinca yapilmistir.
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Protokol 2: Bal 6rnekleri steril bir 6zenin ucu ile alinmis ve cam tiipler icerisinde bulunan MRS

broth s1v1 besiyerine aktarilmstir.

1. Ekimi tamamlanan cam tiipler kapaklar1 kapatildiktan sonra 37 °C’ye ayarlanmis

inkiibatore konulmus ve ¢alkalamaksizin 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

3.2.2. Polenden Laktik Asit Bakterisi Izolasyonu

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi’nden steril cam

tiipler igerisinde laboratuvara getirilen polen Orneklerinden laktik asit bakterisi izolasyonu Bal

(2020)’de belirtilen protokolden polen i¢cin modifiye edilerek asagida verildigi sekilde izole

edilmistir:

Polen orneklerinden 50 mg tartilarak 1.5 ml hacimli steril bir mikrosantrifiij tlipiine
(eppendorf tiipiine) alinmustir.

Orneklerin iizerine 1 ml steril MRS broth eklenerek 1 dk siireyle vortekslenmistir.
Ornekler 10 dk siireyle dinlendirilerek polenlerin tiiplerin dibine ¢okmesi saglanmustir.
Ustteki stvi kistmdan 500 pl almarak 20 ml hacimli steril MRS broth igeren vida
kapakli cam tiiplere aktarilmigtir.

Aktarimi tamamlanan cam tiipler 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde 96 saat siireyle
calkalamaksizin inkiibasyona birakilmustir.

Siire sonunda bakteri kiiltiirlerinden 10”’e kadar seri seyreltmeler yapilnustir.

10* ve 107 oranlarinda seyreltilmis 6rneklerden 200’er pl alnarak alevle sterilize
edilmis cam cubukla (drigalski spatiilii) yayma yontemiyle MRS agar plaklarina
ekimleri yapilmustir.

Ekimleri tamamlanan petri plaklar1 desikator icerisinde 37 °C’ye ayarlanmis
inkiibatorde anaerobik ortamda 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda besiyerinde gelismis olan koloniler steril kiirdanlarla alinmis ve yukarida
belirtildigi sekilde once sivi MRS broth besiyerlerinde, sonra da MRS agar besiyerinde

saf stok kiiltiirleri olusturulmustur.

3.2.3. Arilarin Bal Midesinden Laktik Asit Bakterisi izolasyonu

Kovanlardan toplanan is¢i arilarin bal midelerinden (Sekil 3.6.) laktik asit bakterilerinin

izolasyonu, (Bal, 2020)’de belirtilen protokolden modifiye edilerek asagida belirtildigi sekilde

yapilmigtir:
1.

Steril ortamda (steril kabin igerisinde) sterilize edilmis bir bisturi ile arilarin bal
mideleri ¢ikarilmigtir.
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Bal mideleri MRS agar kati besiyerlerinin ylizeyine steril bir 6ze yardimiyla
yayilmustir.

Petri plaklart kapaklar1 kapatildiktan sonra ters g¢evrilmis ve 24-48 saat siireyle
anaerobik ortamda (desikator igerisinde) 37 °C’de inkiibasyona birakilmiglardir.
Karigik kiiltlir olarak gelisen izolatlar steril 6ze yardimiyla toplanarak tek tek olacak
sekilde MRS broth besiyerine aktarilmig ve 48 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyona
birakilmiglardir.

Siire sonunda tireyen bakteri kiiltiirlerinden 10”’¢ kadar seri seyreltilmeler yapilmustir.
10* ve 107 oranlarinda seyreltilmis 6rneklerden 200’er pl alinarak alevle sterilize
edilmis cam c¢ubukla (drigalski spatiilii) yayma yontemiyle MRS agar plaklarina
ekimleri yapilmustir.

Ekimleri tamamlanmis petri plaklar1 kapaklar1 agik bir sekilde 10-15 dk siireyle
kurumaya birakilmis, sonrasinda ise kapaklar1 kapatilarak ter ¢evrilmis ve desikator
igerisinde 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatdrde 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda besiyerinde gelismis olan steril kiirdanlarla alinmis ve yukarida
belirtildigi sekilde once stvi MRS broth besiyerlerinde, sonra da MRS agar besiyerinde

saf stok kiiltiirleri olusturulmustur.

) “A

Sekil 3. 6 Laktik Asit Bakterisi jzo7¢§sy0nu Yapiulan Art ve Bal Midesi

3.2.4. izolatlarin Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz testi asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir (Adnan ve ark., 2007):

1.

Izolatlar tek koloni olacak sekilde alinmis ve bir damla %30’luk hidrojen peroksit ile

lam iizerine siispanse edilmislerdir (Sekil 3.7).

23



2. Siispansiyonlar dikkatli bir sekilde gozlemlenerek kabarcik seklinde gaz ¢ikislarinin
olup olmadigi belirlenmeye ¢aligilmistir.
3. Gaz cikisi olan izolatlar katalaz (+), olmayan izolatlar ise katalaz (-) olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3. 7. izolatlarmn Hidrojen Peroksit ile Katalaz Testi

3.2.5. izolatlarin Gram Boyamasi
Izolatlarin Gram boyamasi asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir (Omeonu ve ark.,

2022):

1. Saf kiiltiir olarak elde edilen bakteriler numaralandirilarak steril ortamda ayri ayri lam
iizerinde fizyolojik su ile ¢ozdiiriilmiis ve kurumaya birakilmistir (Sekil 3.8A.).

2. Preparatlar 3 kez alevden gegirilerek lam iizerine fikslenmislerdir.

3. Hazirlanan preparatlar iizerine kristal viyole ¢ozeltisi eklenerek kaplanmis ve 1 dakika
stireyle beklenmistir. Siire sonunda preparatlar distile su ile yikanmastir.

4. Preparat lizerine lugol ¢ozeltisi eklenerek kaplanmis ve 1 dakika siireyle beklenmistir.
Preparatlar distile su ile yikanms ve tizerine %95’lik etonal ¢ozeltisi eklenerek 10-15
saniye bekletilmistir.

6. Preparat tekrardan distile su ile yikanmistir. Preparat lizerine lam eklenerek kaplanmis ve
30 saniye bekletilmistir.

7. Preparat distile su ile yikanmig (Sekil 3.8B) ve sonrasinda kurumaya birakilmistir,

8. Son agamada preparatlar mikroskopta (1000X biiyiitme) incelenmis (Sekil 3.9), mor renkte
goriilen mikroorganizmalar Gram (+), pembe-kirmizi renkte goriilenler ise Gram (-) olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.8 Bakterilerin Gram Boyama I¢in Lamlar Uzerinde Distile Suiile Seyreltilmesi (A)
ve Boyama Sonras1t Kurumaya Birakilmasi (B).

Sekil 3.9 Gram Boyanan Izolatlarin Mikroskobik Incelemesi

3.2.6. izolatlarin 16S rRNA Sekans Analizi ile Tiir Tayini

Tek koloni olacak sekilde saf kiiltiir olarak alinan izolatlarin 16S rRNA sekans analizi
ticari bir firma (BMLabosis, Ankara, Tiirkiye (https://www.bmlabosis.com/), Macrogen Europe,
Amsterdam, Hollanda (https://www.macrogen-europe.com/)) araciligi ile hizmet alimi yoluyla
yaptirtlmistir. Ticari firmadan sonuclarla birlikte temin edilen deney asamalar1 maddeler halinde

asagida verilmistir:

1. Izolatlarin tiir tayini ¢alismasinda drneklerin DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX
Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir.

2. Genomik DNA’larin miktar ve safligini Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir.

3. PCR calismasinda iiniversal primerler (Cizelge 3.1) kullanilarak, tiir tayini i¢in hedeflenen
gen bolgeleri ¢ogaltilmistir (Cizelge 3.2.-3.3).

4. PCR (Kyratec Thermocycler) ile elde edilen amplifikasyon sonuglari 1 TAE tampon ile
hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve
ethidium bromide (EtBr) boyasi kullanilarak UV 1s1g¢inda goriintiisti alimmistir. Yaklagik
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1470 bazlik bolgeyi ¢ogaltmak icin tek asamali PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR
reaksiyonu Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® Taq DNA polimeraz enzimiyle
gergeklestirilmistir ve 6rnekler icin PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde edilerek,
PCR isleminin bagarili oldugu teyit edilmistir.

PCR irinii saflastirma asamasinda, elde edilen tek bant oOrnekler i¢cin MAGBIO
"HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanmilmis olup,
ornekler kitin protokoliine uyularak saflagtirilmstir.

Orneklerin Sanger dizilenmesi Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme Kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Universal primerleriyle elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla
kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi i¢inde CAP

contig assembly algoritmasi kullanilmistir.

Cizelge 3.1 izolatlarm 16S rRNA gen bolgelerinin amplifikasyonlarinda kullanilan iiniversal

primerler
izolat Kodu Universal Primer Dizisi (5'—3’) Tm (°C)
Primer Kodu
MAS5, MA43 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 57
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 57
MA2, MA3, MA44 8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 57
1387R GGG CGG WGT GTA CAA GGC 57

Cizelge 3.2 izolatlarin 16S rRNA gen bolgelerinin amplifikasyonlarinda kullanilan PCR

reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Stok Konsantrasyonu Reaksiyon Konsantrasyonu
PCR buffer 10X 1X

MgCl, 25 mM 1.5 Mm

dNTP karisimi 20 mM 0.2 mM

Primer-F 10 uM 0.3 uM

Primer-R 10 uM 0.3 uM

Taq DNA polimeraz 50/ul 2U

Kalip DNA 3ul

PCR grade su Toplam hacim 35 pl'ye tamamlandi

Cizelge 3.3 izolatlarm 16S rRNA gen bolgelerinin amplifikasyonlarinda kullanilan PCR reaksiyonu

Déngii Sayisi Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire
1 Baslangic denatlirasyonu 95 5dk
Denatiirasyon 95 45 sn
30 Primer baglanma 57 45 sn
Uzama 72 60 sn
1 Son uzama 72 5dk
1 Bekleme 4 0
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3.2.7. Gliserol Stok Hazirlama ve Bakterilerin Muhafazasi

Tiir tayini gerceklestirilen izolatlarin uzun siireli muhafazasi amaciyla gliserol stoklari
hazirlanmigtir. Gliserol stok icin MRS Broth besiyerinde 24-48 saat siireyle 37 °C’de iireyen
bakteriler 4 °C’de 4000 devirde 8 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant (hiicredis1 sivi) kisim
atilarak kalan bakteri ¢okeltisinin iizerine 0,5 ml MRS Broth ve 0,5 ml %60’lik steril gliserol
eklenmis ve sonrasinda vortekslenmistir. Olusan karisim steril eppendorf tiiplerine alinarak

etiketlenmis ve -20 °C’ye kaldirilmustir.

3.2.8. izolatlarin Bazi Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlar 6zellikle hayvancilik sektoriinde 6nemli kullanim alanina sahip olan a-
amilaz, karboksimetil seliilaz (CMCaz), ksilanaz, likenaz ve laminarinaz enzim aktivitelerine sahip
olup olmadiklar1 konusunda aragtirilmistir. Bunun i¢in, MRS agar plaklarina a-amilaz aktivitesi
icin 9%0.5 (w/w) suda ¢oziiniir nisasta, CMCaz, ksilanaz, likenaz ve laminarinaz aktiviteleri i¢inse
%0.1 (w/w) oranlarinda sirastyla karboksimetil seliiloz (CMC), ksilan, likenan ve laminarin ilave
edilmistir. Izolatlarin ayr1 ayri olacak sekilde substrat iceren plaklara steril 6ze ile MRS-broth
besiyerlerinden ekimleri yapilmig ve desikator igerisinde 37 °C sicaklik kosullarinda 24-48 saat
stireyle inkiibasyona birakilmislardir. Bakterilerde belirgin koloni gelisimi gozlendikten sonra,
nisasta iceren plaklar iyot buhari ile boyanmistir. Bunun i¢in petri kaplarinin kapagina birkag iyot
kristali ezilmis ve bakteriler iizerine ters ¢evrilerek oda sicakliginda 3-5 dk siireyle besiyerinin iyot
buhari ile boyanmasi saglanmistir (Giiltekin ve Ozcan, 2020). CMC, ksilan, likenan ve laminarin
iceren plaklar ise Congo-red ile boyanmistir. Bunun i¢in besiyerinin iizerine bakteri kolonilerini
ortecek sekilde Congo-red boyasi soliisyonu (%0.2 w/v Congo-red) eklenmis ve 15 dk siireyle oda
sicakliginda bekletilmistir. Sitire sonunda boya soliisyonu plaklardan dokiilerek, bu sefer
bakterilerin lizerine NaCl soliisyonu (1 M) eklenmis ve 15 dk daha bekletilerek fazla boyanin
uzaklagsmasi saglanmistir. Boyama islemleri tamamlandiktan sonra, plaklar kolonilerin etrafinda
enzim aktivite zonlariin bulunup bulunmadig1 gézlem yoluyla muayene edilmis ve enzim aktivite

durumlari not edilmistir (Teather ve ark., 1982; Ozcan ve ark., 2013).

3.2.9. Antibiyogram Testi
[zolatlardan 16S rRNA sekans analizine génderilen 5 adet bakterinin antibiyogram testleri farkli
antibiyotikler emdirilmis ticari antibiyotik diskleri (Oxoid) kullanilarak asagida verilen protokol

uyarinca yapilmstir (Hudzicki, 2009):
1. Bakteriler MRS broth besiyerinde 24 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyona birakilmislardir.
2. Siire sonunda izolatlardan steril steril ortamda 100’er pl alinarak MRS agar plaklarina

drigalski spatiilii ile yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir.
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3. Ekimi tamamlanan plaklar {izerine, belirli mesafe araliklar1 ile ve sterilize edilmis
laboratuvar pensi ile antibiyotik emdirilmis diskler (P: Penisilin (10 pg), AMP: Amfisilin
(10 pg), CTX: Sefotaksim (30 pg), SH: Spektinomisin (10 pug), TE: Tetrasiklin (30 ug))
yerlestirilmistir (Sekil 3.10.).

4. Plaklar kapaklari acik sekilde 10 dk siireyle kurumaya birakilmig ve sonrasinda kapaklar
kapatilarak ters ¢evrilmis ve bir desikatoriin igerisinde 37 °C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir.

5. Siire sonunda plaklar incelenerek, antibiyotik diski etrafinda bakteri gelisiminin bulunma

durumuna gore direngli veya duyarli olma durumlari not edilmistir.

Sekil 3.10 Bakteri Ekimleri Yapilmis Ve Antibiyotik Diskleri Yerlestirilmis MRS Agar
Plaklar

3.2.10. Plazmid DNA izolasyonu

Izolatlarda kriptik plazmid DNA bulundurma durumlar1 plazmid DNA izolasyon kiti
(ZymoPURE II Plasmid Midiprep Kit, D4200) kullanilarak, kitin kullanma klavuzunda belirtilen
protokol uyarinca yapilmistir. Ornekler %0.8’lik agaroz jelde 80 volt, 40 mA’de 45 dk siireyle
kosturulduktan sonra, kriptik plazmid DNA varligi/yoklugu EtBr boyamasi ile transilliiminator

cihazinda 260 nm dalga boyunda goriintiilenerek belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Orneklerin Toplanmasi ve Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Caligmada kullanilan bal arisi, polen ve bal numunelerinden toplam 44 adet laktik asit
bakterisinin izolasyonu gerceklestirilmis, bu izolatlarin gliserol stok ve master plaklar1 yapilmistir
(Sekil 4.1.). Bal orneklerinden ise iki farkli yontem kullanilmasina ragmen LAB izolati elde

edilememistir. Izolatlar ve izolat kodlari ile izolasyon kaynaklar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Baz1 L. kunkeei izolatlarina ait master plak goriintiisii (A: MA2, B: MA3, C: MA43, D:
MA44)

Cizelge 4.1 izole edilen laktik asit bakterileri ve izolasyon kaynaklar

izolasyon Kaynag izolatSayis1 izolat Kodu Caligilan izolatlar

Bal Aris1 Midesi 42 MA1-MA42 MA2-MA3-MA5
Polen 2 MA43-MA44  MA43-MA44
Toplam 44

4.2 izolatlarin Kismi Karakterizasyonu
4.2.1 izolatlarin Gram Boyamasi

Izolatlarin Gram boyamalari sonucunda bal aris1 midesinden izole edilen toplam 42 adet
izolat (izolat kodlari: MA1-MA42 arasi) ile polen drneklerinden izole edilen 2 adet izolat (izolat
kodlari: MA43 ve MA44) Gram (+) olarak belirlenmislerdir (Cizelge 4.2). Mikroskobik

incelemeler tiim izolatlar i¢in basil seklinde hiicre morfolojisi ortaya koymuslardir (Sekil 4.2).

Cizelge 4. 2izolatlarin gram boyama sonuglari

izolat Kodu Kaynagi Gram Boyanma
MA1-MA42 Bal Aris1 Midesi Pozitif
MA43-MA44 Polen Pozitif
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Sekil 4.2 Baz1 Izolatlara Ait Gram Boyama Reaksiyonlar1 ve Hiicre Morfolojileri (1000X
Biiylitme; A: MA2, B: MA3, C: MAS, D: MA43, E: MA44)

Gerek bal aris1 midesi, gerekse polen oOrneklerinden izole edilen tim LAB izolatlarin

katalaz test sonuglari negatif ¢ikmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4. 3. izolatlarin katalaz testi sonuglar

izolat Kodu Kaynag Gram Boyanma
MA1-MA42 Bal Aris1 Midesi Negatif
MA43-MA44 Polen Negatif

4.3. izolatlarin Genotipik Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda elde edilen LAB izolatlarindan 5 tanesi (MA2 (bal aris1 midesi), MA3
(bal arist midesi), MAS (bal arist midesi), MA43 (polen) ve MA44 (polen)) belirlenerek 16S sekans
analizleri gerceklestirilmistir. Bu izolatlara ait 16S rRNA sekanslarimin (Cizelge 4.4-4.8) NCBI
iizerinden analiz sonuglari, bes izolatin da Lactobacillus kunkeei bakterisi ile 99,79-100 arasinda

degisen oranlarda benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Izolatlarm filogenetik agac
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goriintiileri Sekil 4.3-4.7°de, 16S rDNA dizileme sonucuna ait kromatogram goriintiileri

Sekil 4.8-4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.4 MA?2 izolatina ait 16S rRNA sekansi

Primerler: 27F-1492R

KX926551.1 Lactobacillus kunkeei

Benzerlik Orani: %100

TTTATGCTTG
TGGGTAACCT
TAGTTGGAAC
CGCGCCGTAT
CTGAGAGGGT
CAGTAGGGAA
AGGTTTTCGG
CACTTTGACG
ACGTAGGTGG
AAGTCTGCTG
AGTACAGAAG
AACACCAGTG
GTAGCGAACA
GGAGGGTTTC
GACCGCAAGG
GTTTAATTCG
AGATTGGGCG
GTCGTGAGAT
TTTAGTTGGG
CAAATCATCA
GTCGCGAAAC
TGCAACTCGC

CATAAATGAT
GCCCCGAAGC
CGCATGGTTC
TAGTTAGTTG
AATCGGCCAC
TCTTCCACAA
ATCGTAAAAC
GTATTTAACC
CAAGCGTTGT
TGAAAGCCCT
AGGAAAGTGG
GCGAAGGCGG
GGATTAGATA
CGCCCTTCAG
TTGAAACTCA
ATGCTACGCG
TTCCCTTCGG
GTTGGGTTAA
CACTCTAGTG
TGCCCCTTAT
CGCGAGGTCA
CTGCATGA

TTTTGGATTC
GGGGGATAAC
CAACTTGAAA
GTGAGATAAA
ATTGGGACTG
TGGACGAAAG
TCTGTTGTTA
AGAAAGCCAC
CCGGATTTAT
CAGCTCAACT
AACTCCATGT
CTTTCTGGTC
CCCTGGTAGT
TGCCGCAGCT
AAGGAATTGA
AAGAACCTTA
GGACAGAATG
GTCCCGCAAC
AGACTGCCGG
GAGCTGGGCT
AGCTAATCTC

GGAGCGAGTG
ATTTGGAAAC
GATGGCTCTG
AGCCCACCAA
AGACACGGCC
TCTGATGGAG
AAGAAGAACA
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
GAGGAAGTGC
GTAGCGGTGA
TGTTACTGAC
CCATGCCGTA
AACGCATTAA
CGGGGGCCCG
CCAGCTCTTG
ACAGGTGGTG
GAGCGCAACC
TGATAAACCG
ACACACGTGC
TTAAAGCCAT

GCGAACTGGT
AAGTGCTAAT
CTATCACTTC
GACGATGATA
CAGACTCCTA
CAACGCCGCG
AGTGTTAGAG
GTGCCAGCAG
GCGAGCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
GCTGAGGCTC
AACGATGAAT
GTATTCCGCC
CACAAGTGGT
ACATCTTCTG
CATGGTTGTC
CTTATTATTA
GAGGAAGGTG
TACAATGGAT
TCTCAGTTCG

GAGTAACACG
ACCGCATAAT
GGGATGGACC
CGTAGCCGAC
CGGGAGGCAG
TGAGTGATGA
TAACTGTTAA
CCGCGGTAAT
GCGGTTTTGT
ACAAAACTTG
TATATGGAAG
GAAAGCATGG
ACTAGGTGTT
TGGGGAGTAC
GGAGCATGTG
CCAACCCAAG
GTCAGCTCGT
GTTGCCAGCA
GGGACGACGT
GGTACAACGA
GATTGCAGGC

il

i

[T]

|

MA2

NR 126252 1 Lactobacillus melliventris strain Hma8N 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 126253.1 Lactobacillus helsingborgensis strain Bma5bN 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 126251 1 Lactobacillus kullabergensis strain Biut2N 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 1262501 Lactobacillus kimbladii strain Hma2N 163 ribosomal RNA partial sequence
AB559821.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0777

NR 126247 .1 Apilactobacillus apinorum strain Fhon13N 165 ribosomal RNA partial sequence

JQ009350.1 Lactobacillus kunkeei strain 126-20 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR 026404.1 Apilactobacillus kunkeei strain YH-15 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 1797021 Lactobacillus porci strain SG816 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 126249 1 Bombilactobacillus mellis strain HonZN 16S ribosomal RNA partial sequence
ABE668940.1 Lactobacillus acidophilus gene for 165 rRMA partial sequence strain: AA105

AB559819.1 Lactobacillus kunkeei gene for 16S rRNA partial sequence strain: WBT B227
NR 180521 1 Lactobacillus mulieris strain c10Ua161M 163 ribosomal RNA complete sequence
M99704.1 Lactobacillus acidophilus johnsonii 165 ribosomal RNA (1635 rRNA)

Sekil 4. 3. MA2 izolatina Ait Filogenetik Agag
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ABB26055.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 15891
LC064896.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 16S ribosomal RMA partial sequence strain: JCM 1149
AB559822 1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0778




Cizelge 4. 5 MA3 izolatina ait 16S rRNA sekanst

Primerler: 27F-1492R

MT381714.1 Lactobacillus kunkeei

Benzerlik Orani: %100

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

CGAGCTCTCC
CGAACTGGTG
AGTGCTAATA
TATCACTTTG
ACGATGATAC
AGACTCCTAC
AACGCCGCGT
GTGTTAGAGT
TGCCAGCAGC
CGAGCGCAGG
GTGGAAACTA
ATGCGTAGAT
CTGAGGCTCG
ACGATGAATA
TATTCCGCCT
ACAAGTGGTG
CATCTTCTGC
ATGGTTGTCG
TTATTATTAG
AGGAAGGTGG
ACAATGGATG
CTCAGTTCGG

CAAATTGATT
AGTAACACGT
CCGCATAATT
GGATGGACCC
GTAGCCGACC
GGGAGGCAGC
GAGTGATGAA
AACTGTTAAC
CGCGGTAATA
CGGTTTTGTA
CAAAACTTGA
ATATGGAAGA
AAAGCATGGG
CTAGGTGTTG
GGGGAGTACG
GAGCATGTGG
CAACCCAAGA
TCAGCTCGTG
TTGCCAGCAT
GGACGACGTC
GTACAACGAG
ATTGCAGGCT

TTATGCTTGC
GGGTAACCTG
AGTTGGAACC
GCGCCGTATT
TGAGAGGGTA
AGTAGGGAAT
GGTTTTCGGA
ACTTTGACGG
CGTAGGTGGC
AGTCTGCTGT
GTACAGAAGA
ACACCAGTGG
TAGCGAACAG
GAGGGTTTCC
ACCGCAAGGT
TTTAATTCGA
GATTGGGCGT
TCGTGAGATG
TTAGTTGGGC
AAATCATCAT
TCGCGAAACC
GCAACTCGCC

ATAAATGATT
CCCCGAAGCG
GCATGGTTCC
AGTTAGTTGG
ATCGGCCACA
CTTCCACAAT
TCGTAAAACT
TATTTAACCA
AAGCGTTGTC
GAAAGCCCTC
GGAAAGTGGA
CGAAGGCGGC
GATTAGATAC
GCCCTTCAGT
TGAAACTCAA
TGCTACGCGA
TCCCTTCGGG
TTGGGTTAAG
ACTCTAGTGA
GCCCCTTATG
GCGAGGTCAA
TGCATGAAG

TTTGGATTCG
GGGGATAACA
AACTTGAAAG
TGAGATAAAA
TTGGGACTGA
GGACGAAAGT
CTGTTGTTAA
GAAAGCCACG
CGGATTTATT
AGCTCAACTG
ACTCCATGTG
TTTCTGGTCT
CCTGGTAGTC
GCCGCAGCTA
AGGAATTGAC
AGAACCTTAC
GACAGAATGA
TCCCGCAACG
GACTGCCGGT
AGCTGGGCTA
GCTAATCTCT

GAGCGAGTGG
TTTGGAAACA
ATGGCTCTGC
GCCCACCAAG
GACACGGCCC
CTGATGGAGC
AGAAGAACAA
GCTAACTACG
GGGCGTAAAG
AGGAAGTGCA
TAGCGGTGAA
GTTACTGACG
CATGCCGTAA
ACGCATTAAG
GGGGGCCCGC
CAGCTCTTGA
CAGGTGGTGC
AGCGCAACCC
GATAAACCGG
CACACGTGCT
TAAAGCCATT

NR 126249 1 Bombilactobacillus mellis strain Hon2N 16S ribosomal RMA partial sequence

NR 126247 1 Apilactobacillus apinorum strain Fhon13M 16S ribosomal RNA partial sequence

AB559821.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRMNA partial sequence strain: NRIC 0777

MA3

AB559819.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: WBT B227
NR 180521.1 Lactobacillus mulieris strain ¢10Ua161M 16S ribosomal RNA complete sequence

—

99704.1 Lactobacillus acidophilus johnsonii 165 ribosomal RNA (165 rRNA)

ABB68940.1 Lactobacillus acidophilus gene for 165 rRNA partial sequence strain: AA105

JQ009350.1 Lactobacillus kunkeei strain 126-20 165 ribosomal RMA gene partial sequence

NR 026404 .1 Apilactobacillus kunkeei strain YH-15 16S ribosomal RNA partial sequence

— MR 1797021 Lactobacillus porci strain SGB16 16S ribosomal RNA partial sequence

—— ABG26055.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 15891

LC064896.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: JCM 1149

AB559822 1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0778

Sekil 4. 4MA3 Izolatina Ait Filogenetik Agagc
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Cizelge 4. 6. MAS izolatina ait 16S rRNA sekansi

Primerler: 27F-1492R

MT381714.1 Lactobacillus kunkeei

Benzerlik Orant: %99.92

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

TGGGTAACCT
TAGTTGGAAC
CGCGCCGTAT
CTGAGAGGGT
CAGTAGGGAA
AGGTTTTCGG
CACTTTGACG
ACGTAGGTGG
AAGTCTGCTG
AGTACAGAAG
AACACCAGTG
GTAGCGAACA
GGAGGGTTTC
GACCGCAAGG
GTTTAATTCG
AGATTGGGCG
GTCGTGAGAT
TTTAGTTGGG
CAAATCATCA
GTCGCGAAAC
TGCAACTCGC

GCCCCGAAGC
CGCATGGTTC
TAGTTAGTTG
AATCGGCCAC
TCTTCCACAA
ATCGTAAAAC
GTATTTAACC
CAAGCGTTGT
TGAAAGCCCT
AGGAGAGTGG
GCGAAGGCGG
GGATTAGATA
CGCCCTTCAG
TTGAAACTCA
ATGCTACGCG
TTCCCTTCGG
GTTGGGTTAA
CACTCTAGTG
TGCCCCTTAT
CGCGAGGTCA
CTGCATGAAG

GGGGGATAAC
CAACTTGAAA
GTGAGATAAA
ATTGGGACTG
TGGACGAAAG
TCTGTTGTTA
AGAAAGCCAC
CCGGATTTAT
CAGCTCAACT
AACTCCATGT
CTTTCTGGTC
CCCTGGTAGT
TGCCGCAGCT
AAGGAATTGA
AAGAACCTTA
GGACAGAATG
GTCCCGCAAC
AGACTGCCGG
GAGCTGGGCT
AGCTAATCTC
TTGGAATCAC

ATTTGGAAAC
GATGGCTCTG
AGCCCACCAA
AGACACGGCC
TCTGATGGAG
AAGAAGAACA
GGCTAACTAC
TGGGCGTAAA
GAGGAAGTGC
GTAGCGGTGA
TGTTACTGAC
CCATGCCGTA
AACGCATTAA
CGGGGGCCCG
CCAGCTCTTG
ACAGGTGGTG
GAGCGCAACC
TGATAAACCG
ACACACGTGC
TTAAAGCCAT
TAGTAATCGT

AAGTGCTAAT
CTATCACTTT
GACGATGATA
CAGACTCCTA
CAACGCCGCG
AGTGTTAGAG
GTGCCAGCAG
GCGAGCGCAG
AGTGGAAACT
AATGCGTAGA
GCTGAGGCTC
AACGATGAAT
GTATTCCGCC
CACAAGTGGT
ACATCTTCTG
CATGGTTGTC
CTTATTATTA
GAGGAAGGTG
TACAATGGAT
TCTCAGTTCG
GGATCAGCAT

ACCGCATAAT
GGGATGGACC
CGTAGCCGAC
CGGGAGGCAG
TGAGTGATGA
TAACTGTTAA
CCGCGGTAAT
GCGGTTTTGT
ACAAAACTTG
TATATGGAAG
GAAAGCATGG
ACTAGGTGTT
TGGGGAGTAC
GGAGCATGTG
CCAACCCAAG
GTCAGCTCGT
GTTGCCAGCA
GGGACGACGT
GGTACAACGA
GATTGCAGGC
GCCACGGT

MR 1262531 Lactobacillus helsingborgensis strain Bma5N 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 126251.1 Lactobacillus kullabergensis strain Biut2MN 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 126252 1 Lactobacillus melliventris strain Hma8N 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 126250.1 Lactobacillus kimbladii strain Hma2N 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 126249 1 Bombilactobacillus mellis strain Hon2N 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 126247 1 Apilactobacillus apinorum strain Fhon13N 18S ribosomal RNA partial sequence
AB559821 .1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0777
NR 179702.1 Lactobacillus porci strain SG816 165 ribosomal RNA partial sequence

AB626055.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 15891

LC064896.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: JCM 1149

AB559822 1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0778
NR 026404.1 Apilactobacillus kunkeei strain YH-15 165 ribosomal RNA partial sequence
JQ009350.1 Lactobacillus kunkeei strain 126-20 165 ribosomal RNA gene partial sequence
M99704.1 Lactobacillus acidophilus johnsonii 165 ribosomal RNA (163 rRNA)

NR 180521.1 Lactobacillus mulieris strain c10Ua161M 16S ribosomal RNA complete sequence

ABB68940.1 Lactobacillus acidophilus gene for 165 rRNA partial sequence strain: AA105
AB559819.1 Lactobacillus kunkeei gene for 16S rRNA partial sequence strain: WBT B227

MAS

Sekil 4. 5. MAS5 izolatina Ait Filogenetik Agag
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Cizelge 4. 7. MA43 izolatma ait 16S rRNA sekans1

Primerler: 27F-1492R

MT381714.1 Lactobacillus kunkeei

Benzerlik Orant: %99.79

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

TGGTGAGTAA
TAATACCGCA
CTTTGGGATG
GATACGTAGC
CCTACGGGAG
CGCGTGAGTG
AGAGTAACTG
GCAGCCGCGG
GCAGGCGGTT
AACTACAAAA
TAGATATATG
GCTCGAAAGC
GAATACTAGG
CGCCTGGGGA
TGGTGGAGCA
TCTGCCACCC

CACGTGGGTA
TAATTAGTTG
GACCCGCGCC
CGACCTGAGA
GCAGCAGTAG
ATGAAGGTTT
TTAACACTTT
TAATACGTAG
TTGTAAGTCT
CTTGAGTACA
GAAGAACACC
ATGGGTAGCG
TGTTGGAGGG
GTACGACCGC
TGTGGTTTAA
CAGAGATTGG

ACCTGCCCCG
GAACCGCATG
GTATTAGTTA
GGGTAATCGG
GGAATCTTCC
TCGGATCGTA
GACGGTATTT
GTGGCAAGCG
GCTGTGAAAG
GAAGAGGAAA
AGTGGCGAAG
AACAGGATTA
TTTCCGCCCT
AAGGTTGAAA
TTCGATGCTA
GCGTTCCCTT

AAGCGGGGGA
GTTCCAACTT
GTTGGTGAGA
CCACATTGGG
ACAATGGACG
AAACTCTGTT
AACCAGAAAG
TTGTCCGGAT
CCCTCAGCTC
GTGGAACTCC
GCGGCTTTCT
GATACCCTGG
TCAGTGCCGC
CTCAAAGGAA
CGCGAAGAAC
CGGGGACAGA

TAACATTTGG
GAAAGATGGC
TAAAAGCCCA
ACTGAGACAC
AAAGTCTGAT
GTTAAAGAAG
CCACGGCTAA
TTATTGGGCG
AACTGAGGAA
ATGTGTAGCG
GGTCTGTTAC
TAGTCCATGC
AGCTAACGCA
TTGACGGGGG
CTTACCAGCT
ATGA

AAACAAGTGC
TCTGCTATCA
CCAAGACGAT
GGCCCAGACT
GGAGCAACGC
AACAAGTGTT
CTACGTGCCA
TAAAGCGAGC
GTGCAGTGGA
GTGAAATGCG
TGACGCTGAG
CGTAAACGAT
TTAAGTATTC
CCCGCACAAG
CTTGACATCT

1

|

|

MA43

|

4{

AB559819.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: IWBT B227

MR 180521.1 Lactobacillus mulieris strain c10Ua161M 165 ribosomal RNA complete sequence
M99704 .1 Lactobacillus acidophilus johnsonii 165 ribosomal RNA (165 rRNA)

MR 179702 1 Lactobacillus porci strain SGB816 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 026404 .1 Apilactobacillus kunkeei strain YH-15 165 ribosomal RNA partial sequence
JQ009350.1 Lactobacillus kunkeei strain 126-20 165 ribosomal RNA gene partial sequence
AB559821 .1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRMNA partial sequence strain: NRIC 0777

MR 126249 1 Bombilactobacillus mellis strain Hon2M 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 126247 1 Apilactobacillus apinorum strain Fhon13N 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 126250.1 Lactobacillus kimbladii strain Hma2N 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 126251.1 Lactobacillus kullabergensis strain Biut2N 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 126252 1 Lactobacillus melliventris strain Hma8N 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 126253.1 Lactobacillus helsingborgensis strain Bma5N 165 ribosomal RNA partial sequence

Sekil 4.6 MA43 izolatina Ait Filogenetik Agag

34

LC064896.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: JCM 1149
AB559822.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0778

ABG26055.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 15891




Cizelge 4.8. MA44 izolatina ait 16S rRNA sekansi

Primerler: 27F-1492R

MT381714.1 Lactobacillus kunkeei

Benzerlik Orant: %99.92

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

AGCTCTCCCA
AACTGGTGAG
TGCTAATACC
TCACTTTGGG
GATGATACGT
ACTCCTACGG
CGCCGCGTGA
GTTAGAGTAA
CCAGCAGCCG
AGCGCAGGCG
GGAAACTACC
GCGTAGATAT
GAGGCTCGAA
GATGAATACT
TTCCGCCTGG
AAGTGGTGGA
TCTTCTGCCA
GGTTGTCGTC
ATTATTAGTT
GAAGGTGGGG
AATGGATGGT
CAGTTCGGAT

AATTGATTTT
TAACACGTGG
GCATAATTAG
ATGGACCCGC
AGCCGACCTG
GAGGCAGCAG
GTGATGAAGG
CTGTTAACAC
CGGTAATACG
GTTTTGTAAG
AAACTTGAGT
ATGGAAGAAC
AGCATGGGTA
AGGTGTTGGA
GGAGTACGAC
GCATGTGGTT
ACCCAAGAGA
AGCTCGTGTC
GCCAGCATTT
ACGACGTCAA
ACAACGAGTC
TGCAGGCTGC

ATGCTTGCAT
GTAACCTGCC
TTGGAACCGC
GCCGTATTAG
AGAGGGTAAT
TAGGGAATCT
TTTTCGGATC
TTTGACGGTA
TAGGTGGCAA
TCTGCTGTGA
ACAGAAGAGG
ACCAGTGGCG
GCGAACAGGA
GGGTTTCCGC
CGCAAGGTTG
TAATTCGATG
TTGGGCGTTC
GTGAGATGTT
AGTTGGGCAC
ATCATCATGC
GCGAAACCGC
AACTCGCCTG

AAATGATTTT
CCGAAGCGGG
ATGGTTCCAA
TTAGTTGGTG
CGGCCACATT
TCCACAATGG
GTAAAACTCT
TTTAACCAGA
GCGTTGTCCG
AAGCCCTCAG
AAAGTGGAAC
AAGGCGGCTT
TTAGATACCC
CCTTCAGTGC
AAACTCAAAG
CTACGCGAAG
CCTTCGGGGA
GGGTTAAGTC
TCTAGTGAGA
CCCTTATGAG
GAGGTCAAGC
CATGAAGTTG

TGGATTCGGA
GGATAACATT
CTTGAAAGAT
AGATAAAAGC
GGGACTGAGA
ACGAAAGTCT
GTTGTTAAAG
AAGCCACGGC
GATTTATTGG
CTCAACTGAG
TCCATGTGTA
TCTGGTCTGT
TGGTAGTCCA
CGCAGCTAAC
GAATTGACGG
AACCTTACCA
CAGAATGACA
CCGCAACGAG
CTGCCGGTGA
CTGGGCTACA
TAATCTCTTA
GAATCAC

GCGAGTGGCG
TGGAAACAAG
GGCTCTGCTA
CCACCAAGAC
CACGGCCCAG
GATGGAGCAA
AAGAACAAGT
TAACTACGTG
GCGTAAAGCG
GAAGTGCAGT
GCGGTGAAAT
TACTGACGCT
TGCCGTAAAC
GCATTAAGTA
GGGCCCGCAC
GCTCTTGACA
GGTGGTGCAT
CGCAACCCTT
TAAACCGGAG
CACGTGCTAC
AAGCCATTCT

(-

AB626055.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 16S rRINA partial sequence strain:
NR 026404.1 Apilactobacillus kunkeei strain YH-15 16S ribosomal RMA partial sequence

NR 1797021 Lactobacillus parci strain SG816 16S ribosomal RNA partial sequence
[ AB559822 1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0778

—

L

%

NBRC 15891

L LC064896.1 Lactobacillus plantarum subsp. plantarum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: JCM 1149

AB559819.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRMNA partial sequence strain: WBT B227

M99704.1 Lactobacillus acidophilus johnsonii 165 ribosomal RNA (165 rRNA)
NR 180521.1 Lactobacillus mulieris strain c10Ua161M 165 ribosomal RNA complete sequence

ABB68940.1 Lactobacillus acidophilus gene for 163 rRNA partial sequence strain: AA105

MA44

JQ009350.1 Lactobacillus kunkeei strain 126-20 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB559821.1 Lactobacillus kunkeei gene for 165 rRNA partial sequence strain: NRIC 0777

NR 126247 1 Apilactobacillus apinarum strain Fhon13N 16S ribosomal RMNA partial sequence
NR 126250.1 Lactobacillus kimbladii strain Hma2N 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 126251.1 Lactobacillus kullabergensis strain Biut2M 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 126252 1 Lactobacillus melliventris strain Hma8MN 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 126253.1 Lactobacillus helsingborgensis strain Bma5MN 16S ribosomal RMA partial sequence

Sekil 4. 7 MA44 Izolatina Ait Filogenetik Agag
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4.3.1. izolatlardan Plazmid DNA izolasyonu

Izolatlarin kriptik plazmid DNA varliklarini belirlemek amaciyla D6105 Quick-DNA
Fungal/Bacterial Midiprep Kit kullanilarak plazmid DNA izolasyonu c¢alismasi yapilmistir.
Izolasyon sivist %0.8 (w/v)’lik agaroz jelde elektroforez edildikten sonra transilluminator
cihazinda UV 15181 altinda (OD,gp nm) goriintiilenmis, fakat higbir izolat da kriptik plazmit DNA
bulgusu belirlenememistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.13 izolatlarda Kriptik Plazmit DNA Varhiginimn/Yoklugunun Agaroz Jelde
Belirlenmesi

4.4. Suslarin Enzim Aktiviteleri

[zolatlarin bazi enzim aktivitelerini belirlemek amaciyla, uygun substratlar1 igeren kati besi
ortamlarinda izolatlar kiiltiire alinmis, koloni gelisimleri tamamlandiktan sonra ise uygun boyalarla
boyamalar1 yapilmistir. Substratlar1 igeren MRS-agar plaklarinin boyama sonucundan, higbir
izolatin laminarinaz, a-amilaz, ksilanaz, CMCaz ve likenaz enzim aktivitelerine sahip olmadigi

belirlenmistir (Sekil 4.14.).

4.5. Antibiyogram Testi

16S rRNA sekans analizi yapilan 5 adet izolatin antibiyogram testleri yapilmstir. Test
sonuglari tiim izolatlarin amfisilin, penisilin ve tetrasikline kars1 degisik oranlarda (zon g¢aplar goz
oniinde bulundurularak) duyarli, sefotaksim ve spektinomisin antibiyotiklerine karsi ise direngli

olduklarini ortaya koymustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 14. izolatlarin Farkli Substratlar Igeren MRS-Agar Plaklarinda Enzim Aktivite Tayinleri
(A: Likenaz, B: a-Amilaz, C-D: Ksilanaz, E: CMCaz, F: Laminarinaz)

A)MA2 _o - B) MA3 _

— § T
Sekil 4.15. izolatlara Ait Antibiyogram Testlerinin Plak Gériintiileri (P: Penisilin, AMP: Amfisilin,
CTX: Sefotaksim, SH: Spektinomisin, TE: Tetrasiklin)
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4.6. Tartisma

Fermentatif bakteri grubu olan laktik asit bakterileri (LAB), bu 6zellikleri ile fermente
gidalarin iretiminde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Ayn1 zamanda gerek insan gerekse hayvanlar
icin Onemli probiyotik Ozelliklere sahip olan bu mikroorganizma grubu, canlilarin bagirsak
mikroflorasinin da dogal konukgulandir. Lactobacillus, Lactococcus ve Bifidobacterium cinslerine
ait birgok LAB tiirli probiyotik olarak tanimlanmistir (Diker, 2019).

Bir doga koruma alanindaki mikroorganizma envanteri projesi, ¢igeklerin bazen c¢icek
acmaya bagladiklar1 andan itibaren boceklerden kaynaklanan yararli bakteriler tarafindan
kirletildigi sonucuna ulasmistir. Bal arilarinin nektar toplamak iizere ugradiklari ciceklerden
topladiklart bu yararli bakterileri kovana ve peteklere tasimalari, bal ve polenin bu bakteriler ile
bulagmasi sonucunu dogurmaktadir (Olofsson ve Vasquez, 2018). Bir calismada bal arilarinin
midesinde dokuz adet Lactobacillus cinsine (L. kunkeei, L. apinorum, L. mellifer, L. mellis, L.
melliventris, L. kimbladii, L. helsingborgensis, L. kullabergensis ve L. apis) ve dort adet
Bifidobacterium cinsine (B. coryneforme, B. asteroides ve muhtemelen iki yeni Bifidobacterium
tiirli) ait bakterilerden olugan genis bir mikrobiyata bulundugunu ortaya koymustur (Olofsson ve
Vasquez 2008; Olofsson ve ark., 2014a,b).

Lactobacillus kunkeei bakterisinin ilk izolasyonu olan YH-15 susu Kaliforniya'da sarap
iiretiminde zarar gormiis lizlimlerden izole edilmistir (Huang ve ark., 1996). Mayalar1 giiglii bir
sekilde inhibe etmesi ve bdylece sarabin bozulmasini 6nlemesi sebebiyle bu bakteri sarabin
bozulmasina neden olan organizma olarak tanimlanmistir (Edwards ve ark., 1998). Ozellikle bal,
ar1 ekmegi, sarap ve c¢icek nektar1 gibi friiktoz bakimindan zengin maddelerde bulunan L.
kunkeei’nin bal arilarinin sindirim sisteminden izolasyonunun daha ¢ok yaz aylarinda yapildigini
ortaya koyan caligmalar artmaktadir (Ugras, 2017).

Yapilan literatiir taramalari, L. kunkeei bakterisine plazmit DNA taransformasyonu yapilan
1 adet ¢alismanin oldugunu gostermektedir. Yapilan bu ¢aligmada pTW8 ve pTRKH2 plazmid
DNA’lart L. kunkeei’nin YH15 ve 3L suslarina transformasyonlar1 gerceklestirilmis ve
transformasyon etkinlikleri arastirilmistir (Welker ve ark., 2020). Bu bakteri iizerinde klonlama
calismalarinin kisith olmasi, L. kunkeei’nin yeni tanimlanan bir tiir olmasi ile agiklanabilir.
Bununla birlikte, gerek aricilikta biyolojik miicadelede kullanim potansiyeli olmasi, gerekse
probiyotik ozellikler tasimasi sebebiyle, gen klonlama yontemleriyle bu bakteriye rekombinant
enzim iretimi gibi baz1 6zelliklerin kazandirilmasi diisiiniilebilir. Bu durumda L. kunkeei suslarinda
kullanilabilecek klonlama vektorlerinin nitelik ve nicelik olarak zenginlestirilmesi 6nemli hale
gelmektedir. Bu c¢alismada, yeni klonlama vektorlerinin gelistirilmesinde kaynak olarak
kullanilabilecek L. kunkeei orijinli kriptik plazmit DNA’larin varligr arastirilmigtir. Fakat her 5 adet
izolatta da yapilan c¢alismalar sonucunda herhangi bir kriptik plazmit DNA varligina

rastlanilmamistir. Bununla birlikte, ileride elde edilebilecek yeni izolatlarda kriptik plazmit DNA
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varliginin  arastirilmasi, yeni klonlama vektorlerinin  gelistirilmesinde kaynak olarak
kullanilabilecek bir kriptik plazmit DNA kiitiiphanesinin olusturulmasi agisindan énemlidir.

L. kunkeei bakterisinin baz1 ar1 patojenlerine kars1 inhibisyon ve koruyucu etki gosterdigine
dair literatiirlerin yayginlagmasi, ar1 ve bazi1 an {riinlerinden bu bakterilerin izolasyonu ve
tamimlanmasina yonelik ¢aligmalarin artmasina neden olmustur. Ar1 midesi ile bal ve polenden yeni
L. kunkeei bakterilerinin izolasyonunu amaglayan bu c¢alismada, izolasyonu gergeklesen 45 adet
laktik asit bakterisinden 16S rRNA sekans sonuclarina gére 5 izolatin da L. kunkeei bakterisi ile
yiiksek oranlarda benzerlik gosterildigi tespit edilmistir. 16S rRNA geni yaklasik 1.500 bg
uzunlugunda, tiim bakterilerde ayni diziye sahip, son derece korunmus bolgeler igermekte ve
boylece bakterilerin tiir ve alt-tiir seviyesinde tanimlanmalarina olanak saglamaktadir. 16S rRNA
analizi yapilan 5 adet izolatdan 2 tanesi L. kunkeei ile %100 sekans benzerligi gostermistir. Diger 3
izolat her ne kadar yiiksek oranlarda sekans benzerligi gosterse de, bu izolatlar igin ayrica belirli
biyokimyasal testlerin uygulanmasi ve elde edilen sonuclarin ilgili kaynaklardaki bilgiler ve
tanimlama listeleri ile karsilagtirilarak daha kesin sonuglarin ortaya konmasi, boylece molekiiler
tan1 yonteminden elde edilen sonucglarin biyokimyasal tan1 yonteminden elde edilen sonuglar ile
desteklenmesi daha isabetli olacaktir.

L. kunkeei bakterisinin izolasyonuna yénelik ¢alismalar kisitlidir. Ulkemizde yapilan bir
calismada, Ugras (2017) Diizce Universitesi, Aricilik Arastirma, Gelistirme ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen arilarin bal midesinden izole ettigi bakteriyi 16S rRNA analizine gore
L. kunkeei olarak tanimlamig ve bu bakterinin probiyotik 6zelliklerini aragtirmistir. Arastimacinin
elde ettigi izolatin Melissococcus plutonius (Enterococcaceae)’a kars inhibisyon etkisi gostermesi,
bu tiire ait izolatlarin gelecekte preparatlarinin hazirlanarak, arilarin bagisiklik sistemlerini
destekleyici ve patojenlere karsi koruyucu etkilere sahip triinlere doniistiiriilebilecegi fikrini
giiclendirmektedir. Benzer sekilde Meradji ve ark. (2023) Apis mellifera intermissa ve islenmemis
baldan izole ettikleri toplam 100 adet LAB’dan 5 tanesini Apilactobacillus kunkeei olarak
tanimlamiglardir. Heterofermentatif ve fruktofilik (karbon kaynagi olarak friiktozu kullanan) bir
LAB olmasi1 (Leska ve ark., 2023) L. kunkeei’nin baldan izolasyonunu kolaylagtirabilir. Bal
arilarinin bal midesi ve polene ilave olarak baldan L. kunkeei bakterisinin izolasyonuna yonelik
calismalarin bulunmasi bu goriisii desteklemektedir. Bununla birlikte, yapilan bu tez ¢alismasinda
bal orneklerinden herhangi bir LAB izolasyonu gergeklestirilememistir. Bu ¢alismada kullanilan
ballarin daha once 1sil islemlerden gecirilmemis (islenmemis) ballardan olmasi, Oncesinde
uygulanan 1s1l igslem sebebiyle dogal bakteri popiilasyonlarinin ortadan kalkmis olmasi olasiligini
ortadan kaldirmaktadir. Diger taraftan farkli cografyalarda iiretilen ballarda bulunan L. kunkeei
bakteri yogunlugu farklilik gosterebilir. Nitekim L. kunkeei bakterisinin en yogun Nepal'deki A.
laboriosa balinda (10° cfu/gr bal) ve ardindan Afrika'daki A. mellifera balinda bulundugu rapor
edilmistir (Mathialagan ve ark., 2018; Endo ve ark., 2012; Rangberg ve ark., 2012; Corby-Harris ve
ark., 2014). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda bal 6rneklerinden herhangi bir LAB’nin izole edilememis
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olmasi, ¢alismada kullanilan bal &rneklerinin, tretildigi cografik kosullara baglh olarak oldukca
diisiik popiilasyon yogunluguna sahip LAB’leri igermesi ve bu sebepten dolay1 herhangi bir LAB
izole edilebilmis olmasi olasiligi ile agiklanabilir. L. kunkeei bakteri yogunlugu sadece cografik
farkliliklara gore varyasyon gostermekle kalmayip bal arilarmin tir farkliliklarma gore de
degisiklik gosterebilir. Zira bu bakteri tiiriiniin ayn1 zamanda Apis dorsata'nin bal midesinde de
baskin oldugu bildirilmistir (Tajabadi ve ark., 2011). Gliniimiizde tiim diinyada bal arilarinda
koloni ¢okiis bozukluklar1 arasinda ki en 6nemli faktorlerden birinin aralarinda viral hastaliklar,
Tayland yavru ciriikligii (TSBV), Avrupa yavru ciiriikliigii (AvYC), parazitik akar Varroa
Jjacobsoni’nin de yer aldig1 stres faktorlerinin oldugu bildirilmektedir (Ellis ve ark., 2013; Rao ve
ark., 2016; Mathialagan ve ark., 2017). Etkili kontrol dénlemlerinin yetersiz olusu ve balda bulunan
antibiyotik kalintilar1 dikkate alindiginda, stres faktorii olan bu hastalik ve zararli etmenlerini
kontrol etmek icin alternatif stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Mathialagan ve ark., 2018). Bu
sebeple, bal arilariin bal midesi gibi viicut kisimlarindan ve bal aris1 {irlinlerinden L. kunkeei
bakterilerinin izolasyonu, bu izolatlardan uygun prepparatlarin hazirlanmasi ve bu preparatlarin
kovanlarda kullanilmasi bal arilarin stresin iistesinden gelmelerine ve sagliklarini siirdiirmelerine

yardimci olabilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez caligmasi kapsaminda bal arisi ile bal arisi liriinleri olan bal ve polenden 44 adet
laktik asit bakterisinin izolasyonu gergeklestirilmigtir. Gram boyama tiim izolatlarin Gram (+)
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica yine tliim izolatlar katalaz testinde negatif sonuglar
iretmislerdir. Bu izolatlar arasindan rastgele secilen 5 adet izolat igin 16S rRNA sekans analizi
yaptirilmis, sekans analizlerinin benzerlik testleri (alignment) bu 5 adet izolatin %100 ile %99,79
arasinda degisen oranlarda L. kunkeei bakterisi ile benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.
Izolatlarin hi¢ birisi CMCaz, o-amilaz, ksilanaz likenaz ve laminarinaz enzim aktiviteleri
bakimindan pozitif sonu¢ ortaya koymamustir. Bu bulgular géz 6niinde bulundurularak, calisma ile

ilgili asagida belirtilen onerilerde bulunulabilir:

1. Cogunlukla 16S rRNA geni yaklasik 1,500 b¢ uzunlugunda, tiim bakterilerde ayni diziye
sahip, son derece korunmus bdlgeler icermekte ve boOylece bakterilerin tiir ve alt-tiir
seviyesinde tanimlanmalarina olanak saglamaktadir. Bununla birlikte bu c¢alisma
kapsaminda elde edilen izolatlar i¢in ayrica belirli biyokimyasal testler uygulanabilir ve
elde edilen sonuclarm ilgili kaynaklardaki bilgiler ve tamimlama listeleri ile
karsilagtirilabilir Béylece molekiiler tan1 yonteminden elde edilen sonuglar biyokimyasal
tan1 yonteminden elde edilen sonuglar ile desteklenebilir.

2. Elde edilen izolatlarin nosema ve varroa gibi bir takim ar1 hastalik ve zararlilar iizerindeki
etkileri aragtirilmalidir.

3. Elde edilen izolatlarin probiyotik ve antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmelidir.

4. Tim bu ilave ¢aligmalar sonucunda izolatlarin probiyotik &zellik gdstermesi, nosema ve
varroa gibi bir takim ar1 hastalik ve zararlilarina karsi koruyucu 6zellik ortaya koymasi
durumunda, bu izolatlarin bireysel veya karisim olarak kullanilacagi preparatlar
hazirlanabilir ve bu preparatlar kovanlarda arilarin bagisiklik sistemlerini destekleyici

urinler olarak kullanilabilir.
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