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1. OZET

Balaris1 (Apis mellifera Linnaeus) insan saghigi ve beslenmesi i¢in 6nemli
katkilar saglayan bal, ar1 siitii, polen, propolis, bal mumu ve ar1 zehri gibi tirtinleri
ile tarim friinlerinin  polinizasyonuna da biiyiik katkilar1 olan Onemli
canlilardandir. Giliniimiizde ise bu faydalarina biiyiikk oranda zarar veren
hastaliklarinin arttig1 ve yararlarmin kisitlanmasina sebep oldugu goriilmektedir.
Bu hastaliklarin en 6nemlilerinden bir tanesi de nosemosistir.

Nosemosis, Nosema apis veya Nosema ceranae tiirlerinin ergin bal
arilariin sindirim sistemlerinde bozukluklara yol agan 6nemli bir ar1 hastaligidir.
Etkenler kimi zaman tek basma kimi zaman da miks enfeksiyonlara sebep
olmaktadir.

Bu ¢alismada, Elazig ili, Sivrice ilgesinde sabit ii¢ ariliktan 12 ay boyunca
her ay toplanan en az 20 adet 6lii ya da canli is¢i aridan olusan materyaller Firat
Universitesi Parazitoloji Laboratuvarinda mikroskobik ve molekiiler olarak
incelenmeye alinmistir. Materyalin mikroskobik incelenmesinde timiinde Nosema
sporlar1 tespit edilmis olup daha sonraki asamada miiltipleks PZR yapilarak
pozitif 6rneklerin tamaminda hastalik etkeninin N. ceranae oldugu belirlenmistir.

Elazig ilinde yapilan bu tez calismasi ile molekiiler diizeyde ilk defa
Nosema ceranae belirlenmis olup yine ilk defa Elazig Sivrice’de yil boyu
subklinik vakalarim incelenmesi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Nosemosis, Apis mellifera L., Elaz1ig, Nosema

ceranae, Nosema apis, Multipleks PZR



2. ABSTRACT

MOLECULAR DISCRIMINATION OF NOSEMA SPECIES SEEN IN
HONEYBEE IN ELAZIG PROVINCE AND INVESTIGATION OF
SUBCLINICAL CASES

Honey bees (Apis mellifera Linnaeus) are important creatures that
contribute to the pollination of agricultural products with their products such as
honey, royal jelly, pollen, propolis, beeswax and bee venom, which make
important contributions to human health and nutrition. Nowadays, it is observed
that their illnesses, which greatly harm these benefits, have increased and their
benefits have been restricted. One of the most important of these diseases is
Nosemosis

Nosemosis is an important bee disease caused by Nosema apis or Nosema
ceranae that causes disorders in the digestive tracts of adult honey bees of species.
The species sometimes cause alone and sometimes mixed infections.

In this study, materials consisting of at least 20 dead or live worker bees
collected every month for 12 months from three fixed bees in Sivrice district of
Elazig province were examined microscopically and molecularly in Firat
University Parasitology Laboratory. In the microscopic examination of the
materials, Nosema spores were determined in all, and multiplex PCR was
performed in the next stage, and the disease factor was determined to be N.
ceranae in all positive samples.

With this study, for the first time, Nosema ceranae was detected
molecularly in Elazig province, and for the first time, subclinical cases were
investigated throughout the year in Elazig Sivrice.

Key Words: Nosemosis, Apis mellifera L., Elazig, Nosema ceranae,

Nosema apis, Multiplex PCR



3. GIRIS

Giliniimilizde diinyanin bir¢ok yoresinde yapilan aricilik, tarim ekonomisi
i¢cerisinde alt kollardan biri olarak siirdiiriilmekte ve elde edilen bal, balmumu ve
propolis gibi iiriinleriyle pazar paymnda 6nemli bir yeri isgal etmektedir. Boyle
olmasima ragmen bu durumu etkileyecek 6zellikle nosemosis gibi ar1 hastaliklar
genis alanlara yayilmakta ve her gegen giin bu ve benzeri hastaliklar hakkinda
yeni bilgiler elde edilmektedir.

3.1 Ariciigin tarihi ve gelismesi

Aricihgin hikdyesi insanhigin tarihi kadar eskidir. Insanlar, ilk¢aglarda
ormanlarda agac¢ goévdelerinde, oyuk ve kaya kovuklarinda yerlesen arilardan
biliylik oranda faydalanmislardir. Ariciligin insanlik tarihi kadar eski oldugu
caligmalarda kaydedilmistir. Seyyar aricilik sayesinde de aricilik genis alanlara
yayilmustir. Aristo (M.O. 384-322), Hayvanlar Tarihi adli eserinde kovan
icerisinde ana ari, erkek ar1 ve is¢i ar1 olmak {lizere ii¢ farkli tipte armnin
bulundugunu bildirmistir. Yine ayni eserinde arilarin ¢igek tozu topladiklarini
belirtmis ve giiniimiizdeki bilgilerle de ortiisen petek gozleri ve petek yapimi
hakkinda bilgiler vermistir. Is¢i arilar arasinda bir is béliimiiniin mevcut oldugu
Aristo'nun tespitleri arasinda yer almaktadir. Yine Aristo arilardaki bazi
hastaliklar1 da tanimlamistir. Fatih Sultan Mehmet, Kanuni Sultan Siilleyman ve
Yavuz Sultan Selim devirlerinde ¢ikarilan kanunnamelerde ariciliga ait
hiikiimlerde mevcuttur. Tiirk koyliisiiniin asirlardan beri bali, bir ilag ve sifa
kaynag olarak kabul ettigi bilinen bir gercektir. Ar1 ve bala incil ve Kur'an gibi

mukaddes kitaplarda da yer verilmistir. Kur'an-1 Kerim'in 16. stresi olan Nahl



stiresi aridan bahsetmektedir. Bu stirenin 6zellikle 68. ve 69. ayetleri arinin
mabhiyeti hakkinda ¢ok genis agiklamalari igermektedir (1, 2).

Arastirmalar ariciligin, bitki Ortlisi bulunan hemen her memlekette
(kutuplar hari¢) yaygm oldugunu ortaya koymaktadir. Insanoglunun arry1 ilkel
kovan ve aga¢ kovuklarindan alip bugiinkii modern ¢ergevelere yerlestirmesi uzun
arastirmalarla mimkiin olmustur. Arilarin hayatlarinin incelenmesinin yani sira
zamanla fenni kovanlarin kullanilmasi ve bu arada aricilik alet ve malzemelerinin
her giin geliserek giiniimiizdeki sekle donlismesiyle aricilik buglinkii konumuna
gelmistir. Verimi yiiksek 1tk ve cergeveli fenni kovanlar sayesinde cesitli
tilkelerde bal tiretimi giderek artmistir (1, 2).

3.2 Tarimdaki 6nemi ve uygulanabilirligi

Ciftgilerin esas faaliyetlerinin yaninda yaptiklar1 ikinci bir uygulama
olmasi nedeniyle de aricilik ekstra bir gelir kaynagidir. Tarim ekonomisi
icerisinde de temel is kollarindan biri haline doniismiistiir. Yine ariciligin tiim
tarim uygulamalari ile uyum icerisinde yapilabilecegi goriilmektedir. Dogal olarak
bu durumlarin gerceklestirilebilmesi harici  herhangi bir uygulama ile
bozulmamalidir. Bu nedenle aricilik diger zirai islemlere uygun bir sekilde icra
edilmelidir (1, 2).

Arilarin meydana getirdigi faydali hizmetlerin basinda bitkilerin meyve
vermesini saglayan c¢iceklerin tozlasmasinda rol oynamalar1t gelmektedir.
Balarilarinin yeryiiziinde bulunan nebatatin % 80'inin tozlasmasinda rol oynadigi
goriilmektedir. Bulunmadiklar1 yerlerde i1yi bir tozlasma saglanamayacagindan
bitkilerden elde edilen verim yaklasik iigte bir oraninda diisiik gerceklesmektedir

1, 2).



3.3 Ariciigin Ulke Ekonomisindeki Yeri ve Onemi:

Aricilik sayesinde en 6nemli iiriin bal daha sonrasinda ise erigkin is¢i ari,
ana ar1, ar1 sitii, balmumu, polen, ar1 zehiri, propolis, apilarnil, apiair ve ar1
ekmegi (perga) iiretilmektedir. insan ve ar1 saglig1 ve beslenmesi a¢isindan énemli
bir konuma sahip olan bal, polen ve ar1 ekmegi; bazi hastaliklarin tedavisinde yeri
olan ar1 sitii, apilarnil, apiair ve ar1 zehiri ile o6zellikle kozmetikte kullanilan
balmumu ve propolis arilardan elde edilebilen tirtinlerdir. Tiim bunlarin yan1 sira
iiriinlerin elde edilip pazarlanmasina kadar gecen siirecte sektdre bagli birgok yeni
is imkanlar1 da (kovan ekipman ve malzemeleri liretimi v.s.) iilke ekonomisine
biiyiik katkilar sunmaktadir (2).

3.4 Balarnisi sistematigi, irklar1 ve kolonisi

Carolus Linnaeus tarafindan 1758’de ilk defa isimlendirilmesi yapilan bal
tastyan arl manasina gelen Apis mellifera L.. (Bat1 Bal Aris1) Hymenoptera takimi
Apoidea st familyasi, Apidac familyas: Apinae alt familyasinnda yer alan Apis
cinsinde siniflandirilmaktadir. Siniflandirma asagidaki gibidir (1-3):

Alem: Animalia (Hayvanlar alemi)

Alt Alem: Metazoa (Cok hiicreliler)

Kok: Artropoda (Eklem bacaklilar)

Kokalti: Antennata (Antenliler)

Sinif: Insecta (Bocekler)

Takim: Hymenoptera (Zar kanatlilar)

Ust Familya: Apoidae (Arilar)

Familya: Apidae (Ar ailesi)

Alt Aile: Apinae (Bal aris1 ailesi)



Cins: Apis (Bal arisi)

Tiir: Apis mellifera (Bati1 bal arisi)

Tiir: Apis cerena (Dogu bal aris1)

Tiir: Apis florea (Ciice bal arisi)

Tiir: Apis dorsata (Dev bal arisi)

A. mellifera yiiksek adaptasyon yetenegi nedeniyle diinyanin bir¢ok
yoresine yayilmistir. Bu yayilimda gezginci aricilarin da rolii oldukga fazladir (4).
Apis mellifera’nin bu yayilimi bulundugu ekolojiye uyum saglayarak bir¢ok alt
irkin ortaya ¢ikmasina yol agmustir. Giintimiizde ise Apis cinsinin diinyanin birgok
yoresine yayilan ve isimlendirilmesi yapilan alt irklari ise asagidaki gibidir (2):

Cins: Apis

Tiir: Apis mellifera (Bat1 balarisi)

Alt tiir: Apis mellifera (Siyah balarisi)

Alt tiir: Apis ligustica (italyan aris1)

Alt tiir: Apis carnica (Karniol arisi1)

Alt tiir: Apis caucasica (Kafkas arisi1)

Alt tiir: Apis scutellata (Afrika arisi)

Alt tiir: Apis anatoliaca (Anadolu arisi)

Alt tiir: Apis germanica (Alman arisi)

Tiir: Apis koschevnikovi

Tiir: Apis nuluensis

Tiir: Apis nigrocincta

Tiir: Apis cerena (Dogu balarisi)

Altcins: Megapis



Tiir: Apis laboriosa

Tiir: Apis dorsata (Dev ari1)

Altcins: Micrapis

Tiir: Apis florea (Ciice ar1)

Tiir: Apis adreniformis

Balarilari; farkli bireylerin birbirilerine belirli bir diizen ve kurallara baglh
oldugu, yardimlasmanin en yiiksek diizeyde yapildigi, anlagsmis, kaynasmis bir
aile ve toplum hayati yasayan canlilardir. Kisaca "balarist kolonisi" diye
tamimlanmaktadirlar. Bir kolonide ti¢ farkli tipte ar1 bulunmaktadir. Bunlar ana
(ece, kralice, bey) ar1, is¢i ar1 ve erkek arilardir. Koloniyi olusturan farkli
bireylerin basinda gercek anlamda disi ve ddl verimine sahip olan kralice ari
gelmektedir. Bir kolonide bir adet bulunan kralige ar1, digerlerine (erkek ve is¢i
arilar) nazaran daha biyiiktiir (1.7-1.9 cm). Kralice ari, erigkin ar1 olarak yavru
goziinden (gomeg) ciktiktan iic giin sonra seksiiel gelisimini tamamlayarak
kolonideki veya diger kolonilerdeki erkek arilarla giftlesme ugusuna ¢ikmakta ve
bunlardan biri veya nadiren birden fazlasiyla ¢iftlesip kovana donmektedir. Arilar
yumurta ile (ovipar) ¢ogalmaktadirlar. Gelismelerinde sirasiyla yumurta, larva,
prepupa, pupa ve ergin sathalari olusmaktadir. Isci arilar kralice armim déllenmis
yumurtalarindan geliserek koloninin tiim yiikiinii iistlenirler. Bunlar kraligenin
kisir kizlar1 olup herhangi bir dénemde ¢iftlesme kabiliyetine sahip olmazlar. Isci
arilar yavru gozlerinden ergin ar1 olarak ¢iktiktan sonra (1.2-1.4 cm) kovan disina
hemen gitmeyip sirasiyla kovan i¢i temizligi, larvalarin ve kralice armin
beslenmesi, petek yapimi, peteklerin onarimi, kovan iginde yeni generasyonlarin

gelisecegi gomeclerin ve kralige arinin bulundugu bodlgede sicakligin belirli



diizeyde tutulmasi, koloninin korunmasi, tarlaci arilarin getirdikleri polen, nektar
ve suyu kullanarak bal yapilmas1 gorevlerini iistlenmektedirler. ilk ii¢ haftalik bu
siirenin sonunda kovan disina ¢ikarak etrafi kesif ugusunu (3 km yarigapinda bir
alanda) yapmaya baslamaktadirlar. Polen, nektar ve su topladiklari bu dénemde
tarlac1 ar1 olarak nitelendirilmektedirler. Bu dénem iki hafta kadar siirmektedir.
Viicut aktivitelerinin yiiksek oldugu bal akimi doneminde Omiirleri 4-5 hafta
kadardir. Sonbahar ve kisin aktiviteleri minimuma inmekte ancak kis uykusunun
olmadigi bu donemde ii¢ dort ay yasayabilmektedirler. Erkek arilar kralige arinin
dolsiiz yumurtalarindan gelismektedirler. Kolonideki tek islevleri kralice ariyla
(iclerinden sadece biri veya birkaci) ciftleserek tohumlamalaridir. ilkbaharin
baslamasiyla birlikte koloni i¢inde goriilen erkek arilar ana aridan kiigiik, isci
arilardan ise biiyiiktiirler (1.4-1.7 cm). Isci arilarin aksine daha genis bir alanda
bulunan (10-12 km c¢apindaki) diger kovanlara da rahatga girebilmektedirler.
Igneleri olmadigindan Kendilerini koruyamamaktadirlar. Koloninin balinin
azaldig1 veya nektar akisinin azaldigi donemlerde is¢i arilar tarafindan disari
atilmakta ve kovana sokulmayarak oliime terk edilmektedirler. Kisin kolonide
erkek ar1 bulunmamakta ve ti¢ ay kadar yasamaktadirlar (1, 2).

3.5 Diinya ve Tiirkiye’deki aricilikla ilgili giincel veriler

Bal arilar, bitkilerin tozlasmasi ve ele edilen friinleriyle iilke
ekonomilerine 6nemli katkilart olan canlilardandir (4). Giiniimiizde aricilik basta
gida olmak iizere bir¢ok sektdrde genis alanlara (kutuplar hari¢) yayilarak onemli
bir is kolu haline gelmistir (2). Gelismekte olan iilkelerde aricilik istihdam, gelir
kaynag1 ve {rlinleriyle saglikli beslenmede, gelismis iilkelerde ise is dali ve

bitkisel iiretim kazanci saglamaktadir (5).



Aricilik denilince akla gelen ilk tiriin baldir. Diinyada her yil bir buguk
milyon tondan fazla bal iiretilmektedir. Bu iiretimde Cin birinci sirada, Tiirkiye
ise ikinci sirada yer almaktadir. Kovan basina liretilen bal miktarinda ise Tirkiye
10. sirada goriilmektedir (6). Tirkiye’nin bitki florasi zengin olmasina ragmen
ariciliktaki degerlerinin beklenen diizeyde goriilmemesinin nedeni olarak koloni
yonetiminin ve hastaliklarla miicadelenin dogru yapilmadigi anlasilmaktadir (7).

TUIK’in 2019 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de 80.675 aricilik isletmesinde
7.929.318 adet kovanda 109.329,368 kg bal iiretiminin yapildigi gortilmektedir.
Elazig’da ise 791 aricilik isletmesinde 73.234 adet kovanda 516.710 kg bal
tiretiminin yapildigi goriilmektedir (8).

Bal arilar1 yaklasik 4 km uzaga ugabilmekte ve kolonideki ar1 sayisinin
fazla  oldugu donemlerde  hastaliklarin  birgogunu da  beraberinde
getirebilmektedirler (3). Kovanlardaki ar1 6liimlerinin en biiyiik sebebi paraziter,
bakteriyel, fungal ve viral hastaliklarin neden oldugu ar1 hastaliklardir (9).

3.6 Nosemosis

Nosema, arillarin mide ve bagirsaklarinda spor yaparak gelismesini
stirdiiren 6nemli bir patojendir. Hastaligin etkeni mikrosporidialardan Nosema
apis ve N. ceranae’dir. Etkenler ergin arilarin sindirim sistemine yerlesip burada
bozukluklara yol agarak arilarin faaliyetlerinin azalmasina, ozellikle de kis
kayiplarina neden olmaktadir. Hastalik ilk defa 1909 senesinde Zander tarafindan
balarist sindirim epitel hiicrelerinde microsporidial ovoid cisimlerin goriilmesiyle
Nosema apis olarak tanimlanig ve nosemosise sebep oldugu kaydedilmistir (10).

Nosemosisin sebebi microsporidialarin 2006 yilina kadar genellikle

protozoa olarak kabul edildigi, ancak 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada birkag



genden elde edilen molekiiler verilere dayandirilarak mantarlar igerisine dahil
edildigi kaydedilmistir. Microsporidialar hiicre i¢i zorunlu mantarlar olup, sporlar1
kalin duvarlara sahiptir ve oldukga direnglidir (11).

Ik tammm1 yapilan mikrosporidia tiirlerinden biri olan Nosema apis
(Zander, 1909)’in bat1 bal arilarinda (A. mellifera) goriildiigii kaydedilmistir.,
Ancak 1994 yilinda yapilan bir ¢alisma ile sadece asya bal arisini1 (Apis cerana)
invaze ettigi diisiiniilen N. ceranae’nin ise giinimiizde A. mellifera’ya da uyum
sagladig1, baslica Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa ve Asya kitalar1 olmak tizere
diinyanin bir ¢ok yerinde, bat1 bal aris1 irklar1 arasinda genis bir yayilima sebep
olarak N. apis’in yerini aldig1 bildirilmektedir. N. ceranae, N. apis’e gore yliksek
bir patojeniteye sahip olup, daha fazla o6liimlere yol agmaktadir Ayrica
giiniimiizde CCD (Colony Collapse Disorder) ad1 verilen ve diinya ¢apinda biiyiik
oranlarda koloni kayiplarina yol agan hastaligin da etmenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir (12-18).

3.6.1 Nosema sistematigi ve tiirler

Nosema’nin sistematigi agagidaki gibidir (12).

Alem: fungi

Sube: Microsporidia

Smif: Dihaplophasea

Dizi: Dissociodihaplophasida

Aile: Nosematidae

Cins: Nosema

Tiir: Nosema ceranae

Tiir: Nosema apis

10



Her iki tiirle enfeksiyon ergin arilarin bagirsaklarinda goriillmekle beraber
N. cerenae enfestasyonlarina sindirim sistemi ventrikiil hiicrelerinin disinda ayrica
hypopharyngeal bezler, malphigian tiipler, tiikiiriik bezleri ve yag dokuda da
rastlanmaktadir (10, 12).

3.6.2 Etiyoloji ve gelisme

N. ceranae sporlar1 daha kii¢iik olup 3.3-5.5 um uzunlugunda olup 2.3-3
um genisliginde iken Nosema apis’e ait sporlar 4-6 um uzunlugunda ve 2-4 pm

genigliginde ovalimsi veya elipsoidal sekillidir (19) ( Sekil 1.).

Nosema apis Nosema ceranae

—

lpm

Sekil 1. Nosema apis ve Nosema ceranae sporlarinin elektron mikroskobik

goriintiisii (20).

Istk mikroskopu calismalarinda N. ceranae sporlari N. apis sporlarina
oranla daha kii¢iik boyutlarda olup polar filament sayilar1 daha azdir (21). N.
ceranae’nim 20 ila 23 adet polar filamenti bulunurken N. apis’te bu sayr 30 adet

olarak elektron mikroskobik ¢alismalarda saptanmustir (17, 21, 22).
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Cift c¢ekirdekli olan sporlarin protoplazmalar1 helezonik bir sekilde
¢ekirdekleri sararak halkalanmis polar filamenti olusturmustur. Sporlarin iginde,
sargil1 bir kutup ekstriizyon tiipti bulunmaktadir. Spor bir hiicreye temas ettiginde,
ekstriizyon tlipii salinmakta ve hedef hiicrenin zarmmi delerek spor igerigini
hiicreye enjekte etmektedir. Boylece lireme dongiisiinii baslatilarak diger sporlarin
salmimmin1 saglanmaktadir. Sporlar mitokondriden yoksun olup aerobik solunum
icin mutlak konaga ihtiyag duymaktadirlar. Bununla birlikte, ¢ekirdekler
icerisinde mitokondrial genlere rastlanmistir. Bazi durumlarda da enzimler igeren
ancak solunum fonksiyonlarindan yoksun minik ¢ift membranli vezikiillerden
olusan mitokondriyal kalintilari bulunabilmektedir (12, 17).

150-200 adet spor bir epitel hiicresi igerisinde bulunabilmektedir. N.apis
tabiatta sporlanmis olarak ¢ok sayida bulunmaktadir. Sporlar soguk ortama
direngli, sicak ve nemsiz ortama karsi direngsizdirler. Sporlar1 oldukg¢a dayanikli
olup balda, toprakta 2-3 ay kadar; olii arida ve ar1 diskisinda yaklasik bir yil
canliligini muhafaza edebilmektedirler (10, 12).

Nosema spp. zorunlu intercellular patojenler olup disarida inaktif sporlar
halinde bulunmaktadir. Arilar tarafindan fekal-oral yolla alinan sporlar 6n
mideden ¢abucak gegerek orta mideye ulagsmaktadirlar. Mide igerigi nedeniyle i¢
basing yiikselerek tubullerin disariya ¢ikmasi sonucu ¢imlenip epitel hiicrelerine
yapismaktadirlar. Hiicre igerisine giren polar filamentler vasitasiyla Nosema’ya ait
enfektif protoplazma igerigini epitel hiicresinin sitoplazmasina aktarmaktadir.
Sporogoni olarak adlandirilan aseksiiel c¢ogalmalarina konagin hiicresindeki
sitoplazmada baslamaktadirlar. Epitel hiicresine girdikten sonra sporlarin hacmi

artmakta ve merontu (mertontl) olusturmaktadirlar. Merongoni yoluyla olusan
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merozitlerin 24 saat gegtikten sonra ¢ekirdek sayisimin ikiye Katlanip tekrar
boliindiigi goriilmektedir. Sonugta tek c¢ekirdege sahip merontlar (meront 2)
meydana gelmektedir. Devaminda merozoitler sporantlara sporantlar da ¢ogalarak
sporoblastlara dontismektedir (Sekil 2). Siklusun sonunda diplokaryonlar

meydana gelerek kalin hiicre duvarina sahip olgun Nosema sporlar1 olusmaktadir

(23).
M E R% GoNV =
Sekil 2. Nosema apis’in hayat dongiisii (24)
N. apis merontlar1 pleomorfik, N. ceranae merontlari ise ig seklindedir
(25, 26).

3.6.3 Bulasma, semptomlar ve patogenez

Nosema spp. ile enfekte arilarin kovan ugus tahtasi ve ugus deliginin
onlinde diskilamasi veya hastalikli arilarin kovan cevresinde &lmesi hastaligin
yayilmasinda dnemli rol oynamaktadir. Saglikli ig¢i arilarin bu digkilart temizleme

davranig1 sergilemesi Nosema sporlarmin yayilmasina yol agmaktadir. Tarlaci
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arilarin bu sporlarla temas etmesi sonucunda kovan i¢indeki saglikli bireylerinde
enfekte oldugu goriilmektedir (10).

Hastaliga ait klinik semptomlar ¢ok net degildir. Hastaligin akut ya da
kronik seyir izledigi goriilmektedir. Armin lehine kondisyonunu etkileyecek
sartlar olustugunda semptomlar belirsiz  seyretmekte ve ¢ok zarar
goriilmemektedir. Kronik formda arilar enfekte olmalarina ragmen oliimler % 10-
30’u gegmemektedir. Arinin aleyhine gelisen durumlarda olaylar g¢abucak
sekillenmekte ve arilara ¢ok fazla zarar vererek % 100’lere varan Oliimler
goriilmektedir. Arilarin mide epitelyumu hasar gordiiginden aldiklar1 giday1
sindiremedigi i¢in aclik hissetmekte, iyi beslenemediklerinden dolay1 da protein
dengeleri bozulmaktadir. Sonugta sindirim sistemi islenmemis besin artiklari ile
dolarak hareket kabiliyetini de azaltmakta ve arilarin ugamadiklari veya kisa
uguslar yaptiklar1 goriilmektedir (10).

Spesifik olmamakla beraber arilarda karninin siskin olmasi, igneleme
refleksinin hemen hemen kaybolmasi, kanatlarin agilmasi, siiriinme ve kovan ugus
deliginin oniinde toprak kirintilarinin goriilmesi nosemosise
yorumlanabilmektedir. N. apis ile enfeste olgularda ishal tipik olarak goriiliirken
N. ceranae olgularinda goriilmemektedir. Bu gibi vakalar genellikle belirtiler
meydana gelmeden yaklasik 8-10 gilin igerisinde Oliimle sonug¢lanmaktadir.
Ayrica, arilar sekonder enfeksiyonlara kars1 duyarli hale gelmistir (12).

N. ceranae, N. apis’ ¢ gore A. mellifera’da daha fazla bir patojenite
gostererek arilarin  yasam siiresini ve gorevlerini etkilemektedir. Saglikli

kolonilerde toplu 6liimlere neden oldugu da bilinmektedir (27, 28).
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Hasta arillarin  dolasimindaki protein, lipid, glukoz, ve fruktoz
seviyelerinde diisiikliik goriilmistiir. Enfekte arilarin saglikli arilara goére daha az
yasama sahip oldugu belirlenmistir. N. ceranae enfestasyonlarina sindirim sistemi
ventrikiil hiicrelerinin disinda ayrica hypopharyngeal bezler, malphigian tiipler,
tikriik bezleri ve yag dokuda da rastlanmaktadir. Eriskin arilarin hypopharyngeal
bezlerinde yapisal bozukluklar ve atrofi goériilmiistiir. Dolayisiyla da ar1 siitii
iiretimi azalarak kulucka beslenmesini zora soktugu tespit edilmistir. Hastaliktan
etkilenmis kolonilerde 6liim sebeplerinden biri de normal bagirsak florasinda
bulunan mayalarin asir1 derecede ¢ogalmasidir (10, 12).

N. ceranae ile Deforma Kanat Virusu arasinda isbirlik¢i bir etkilesimin
oldugu, ayrica bazi1 vakalarda Nosema pozitif kolonilerde Malpighamoeba
mellifica (sarcodina) ve Ascosphaera sp. (chalkbrood) gibi hastaliklarin da beraber
bulundugu bildirilmistir (12).

N. ceranae’nin A. mellifera iizerinde enerjetik stres olusumuna neden
oldugu bildirilmektedir. Bu stresin N. ceranae’nin olusturdugu enfeksiyonlarda N.
apis’ten daha fazla oldugu, neden olarak ta bu parazitin A. mellifera ile birlikte
gecirdigi evrim siirecinin N. apis’ten daha kisa meydana geldigi ve dolayisiyla da
konak parazit iliskisindeki fizyolojik uyum mekanizmasini daha az etkiledigi
belirtilmektedir. Bu yetersizligin sonucunda da N. ceranae’nin A. mellifera’nin
daha fazla gida tiiketmesine neden oldugu bildirilmektedir. Bu da N. ceranae’nin
neden N. apis’ten daha patojen oldugunu agiklamaktadir (29, 30).

N. ceranae’nin olusturdugu bu enerjetik stresin arilarda istahin artmasina

ve acliga neden oldugu, enfekte arilarin giigsiizlestigi, tarlact arilarin kovana
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donemedigi, sonucta kolonideki birey sayisinin azaldigi ve bunun da koloni ¢okiis
sendromuna neden olabilecegi belirtilmektedir (29, 31-33).

3.6.4 Teshis ve tedavi

Tan1 amaciyla her bir kovandan rastgele 40-50 adet ar1 alinmakta ve uygun
sekilde oldiiriilen arilarin abdomenleri ayrilarak bir havan igerisinde ¢esme suyu,
distile su ya da serum fizyolojik ile karigtirilarak ezilmektedir. Ezilen bu
materyalden bir damla lam tizerine alinarak {izeri lamelle kapatilip 151k
mikroskopunda 40’lik  objektifte sporlarin  varligit  yoniinden muayene
edilmektedir. Ayrica sporlarin yiliksek 151k kirici 6zelliklerinden faydalanmak
amaciyla tanida faz kontrast mikroskoplardan da faydalanilabilmektedir. N.
ceranae sporlarinin kiiclik olmasina ragmen her iki tiirlin normal mikroskopi ile
ayirimi miimkiin degildir. Bu amagla molekiiler yontemler kullanilmaktadir (10,
12)

Bu materyaldeki sporlarin saymimi ile enfeksiyonun insidansi da
belirlenebilmektedir. Bunun igin Neubauer lami ftzerindeki ¢izgili bolimii
kaplayacak bi¢imde silipheli sividan konulmakta ve iizerine lamel yerlestirilerek
151k mikroskopunda 40’lik objektifle alanda bulunan beg biiyiik karedeki sporlar
sayllmakta ve toplam spor sayisi (S): Ar1 basina spor sayis1 (N) = S x 10° / 80
formiilii ile tespit edilmektedir (12).

Tanida etken diger mantar, mayalar ve Malpighamoeaba mellificae kistleri
karistirilabileceginden ¢esitli boyama metotlari da kullanilmaktadir. Diseke
edilerek ¢ikarilan sindirim sistemleri uygun soliisyonlar igerisinde ezilip giemsa
boyasi ile boyanarak 1sik mikroskopunda etkenlerin goriilmesi ile teshis

koyulmaktadir. Bundan baska nigrosin (% 0.1) boyamasinda preparat zemini koyu
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renkte boyanirken etkene ait sporlar beyaz goriilmektedir. Bir diger boyama
materyali % 1’lik safranindir. Nosema'lar safranin ile kirmiziya boyanmaktadirlar
(10, 12).

Hastaligin etiyolojik tanisi icin  molekiiler  yontemlerden
faydalanilmaktadir. Bu amagla miiltipleks PCR yonteminden yararlanilarak her iki
Nosema tiirlinden hangisinin oldugu spesifik primerleri ile ¢ogaltilarak
belirlenmektedir (12, 14, 34)

Otopside mide ve barsaklar beyaz renkte cam gibi parlak olup oldukca
sismistir ve normalde tizerinde bulunan kivrimlar kaybolmustur (10, 12).

Tedavide uzun yillar kulanilan Aspergillus fumigatus’tan elde edilen ve
mantarlarin gogalmasini inhibe edici 6zelligi bulunan fumagillinin (22) balda
kalint1 birakmasi nedeniyle giiniimiizde Avrupa Birligi normlarina uygun olarak
kullanimina kisitlama getirilmistir. Yapilan galismalarda fumagillinin memeliler
tizerinde genotoksik etkiye sahip oldugu, ayrica insanlarda lenfositlerde
sitotoksisiteye yol agtig1 bildirilmektedir (35).

Yapilan yeni caligmalarla alternatif olarak cesitli bitkilerde bulunan
esansiyel yaglarin (nane, kekik, limon ve Okaliptus v.b.) etkisinin oldugu
bildirilmistir (36-38).

3.6.5 Nosemosis’in Diinyada ve Tiirkiye’deki Varhgi

Ilk defa Zander tarafindan 1909 yilinda kesfedilen N. apis, nosemosis
hastaliginin tek etkeni olarak goriilmekteyken (16) A. cerana iizerinde yapilan bir
aragtirmada Nosema ceranae Fries ve ark. (17)’nin 1994°te tespitiyle ikinci bir tiir
olarak kayda girmis ve daha patojen oldugu vurgulanmistir. Sadece A. cerena’yi

enfeste ettigi disiiniilen N ceranae’nin A.mellifera’ya da uyum sagladigi,
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diinyanin bir ¢ok yerinde, bat1 bal aris1 irklar1 arasinda genis bir yayilima sebep
olarak N. apis’in yerini aldig1 bildirilmektedir (12, 15, 16, 22, 28).

C tipi N. ceranae’nin arilarda en yaygin olarak goriilen tip oldugu ve
Colony Collapse Disorder (CCD) olarak isimlendirilen kiiresel koloni
kayiplarinda 6nemli bir roliiniin oldugu belirlenmistir (22, 28, 39). N. ceranae’nin
bal aris1 immiin yanitin1 baskiladigi ve diger patojenlere karsi duyarhiligini
artirdig1 tespit edilmistir (40). N. ceranae’nin degisken iklim sartlarina Nosema
apis’e gore daha dayanikli oldugu bildirilmistir (9, 41). Spor yogunlugu ile nem
arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
(25, 41, 42).

Ulkemizde N. apis’e ait ilk bilgiler 1952 yilinda kaydedilmis olup, ilk
teshis ise 1986 yilinda yapilmistir (43). Aydin ve ark. (44) Giliney Marmara
bolgesinde yaptiklari ¢aligmada Balikesir’den toplanan orneklerin % 30’unun,
Bursa’dan toplanan 6rneklerin % 25.8’inin ve Canakkale’den alinan materyallerde
ise % 25’inin nosemosis yoniinden pozitif oldugunu belirlemisler, ancak
belirlenen bu rakamlarin ¢ok {istiinde verilerin olabilecegini kaydetmislerdir.
Simsek ve ark. (45) tarafindan Elazig ve bazi ilgelerinde yapilan ve Nosema’nin
yayginliginin tespitini amagladiklari ¢alismalarinda hastaligin Merkez ilcede % 4,
Baskil ilgesinde % 4 ve Sivrice ilgesinde % 10 oraninda yaygin oldugunu
bildirmiglerdir. Giiney Marmara’da ise hastaligin yaygmhigi %24 olarak tespit
edilmistir (46). 2004 yilinda Topcu ve Arslan (47)’m Kars ve gevresinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda 50 farkli arilikta bulunan 1892 koloniden topladiklar
numunelerin karisik olarak sectikleri 343 kovan 6rneginin % 15.74’inii Nosema

(N. apis) pozitif olarak degerlendirmislerdir. Elazig’da yapilan baska bir
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caligmada ise hastaligin % 8.77 oraninda yaygin oldugu belirlenmistir (48). Kutlu
ve Gazioglu (49), Bingol ilinde 2001 ve 2007 yillarinda nosemosisin varligina
yonelik yapmis olduklar1 tarama ¢aligmalarinda 2001 yilinda ortalama bulagikligin
% 38.5, 2007 yilinda ise ortalama bulasikligin % 42.45 oldugunu bildirmislerdir.
Utiik ve ark. (50)’nin 36 ilden laboratuvarlarina getirilen 140 drnegin 6’sinda (%
4.28) tek basma Nosema sporlarinin ve 4’tinde (% 2.85) ise Varroa ile beraber
miks enfestasyonlarin goriildiigiinii bildirilmislerdir. Yapilan bir diger ¢alismada
ise Adana ve Hatay’dan toplanan orneklerin % 12.7’sinde Nosema sporlarinin
varligr tespit edilmistir (51). Hatay bolgesinde kis salkimi erken bozulan
kolonilerde sebeplerin arastirildigi ¢alismada 900 koloni incelenmis ve 90 (%
10)’inda Nosema sporlar1 tespit edilmistir (7). Tosun (42), Dogu Karadeniz
Bolgesinin bazi illerinde yaptigi arastirmasinda nosemosisin oranin1 2009-2011
yillar1 arasinda inceledikleri 5330 6lii eriskin is¢i ar1 O6rneginin % 21.2’°sinde
nosemosisi yaygin olarak tespit etmis, yaptig1 molekiiler analizler sonucunda
etkenin N.ceranae oldugunu, ultrastrukturel incelemede sporlarin ovoid sekilli ve
polar flamentin 20-27 adet oldugunu, artan sicaklik-nem ile hastaligin dogru bir
orantt gosterdigini, nemin sicakliga oranla daha etkili oldugunu ve hastaligin
Haziran-Temmuz aylarinda en iist seviyeye ulastiim belirlemistir. Ozet olarak
Tirkiye’de bugiline kadar yapilmis bir¢ok caligma ile hastaligin insidansinin
yaklasik olarak % 4 ile % 58 oranlar1 arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir
(12).

Tiirkiye’de bal arilarinda Nosema tiirlerinin belirlenmesine yonelik PCR
calismalarinda N. ceranae ve N. apis’in varligr 2010 yili igerisinde yapilmis ti¢

ayr1 ¢alisma ile bildirilmistir (7, 14, 52). Bu ¢alismalardan Utiik ve ark. (14)nin
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molekiiler olarak yaptigi ¢alisma N. ceranae ve N. apis’in Tirkiye’de tespiti
tizerine yapilmis ilk bildirim olma ozelligini tasimaktadir. Ayni yil igerisinde
yapilmis olan tiir i¢i farkliliklarin tespiti de amaglanmis diger bir arastirmada
Tiirkiye’nin farkli 20 yerlesim yerinden toplanan orneklerde bulunan Nosema
tirleri arasinda higbir farkin bulunmadigi ve genotipik analizlerinin
incelenmesinde diinyanin birgok bolgesinde tespiti yapilan N. ceranae
genotipleriyle ayn1 oldugunu ve filogenetiginin ayni1 oldugunu ortaya
koymuslardir (52).

Bu tez calismasi ile Elazig ili Sivrice il¢esinde arilarda 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan nosemosis hastaligi 6nceden belirlenen muhtemel pozitif
odaklardan toplanan o6rneklerde rutin mikroskopi yontemlerinden kaynakli
hatalar1 ortadan kaldirarak, N. apis ve N ceranae tiirlerinin birlikte karistirilmadan
teshisini saglayacak molekiiler metotlardan multipleks PZR tekniginin normal
laboratuvar uygulamalarina sokulmasi amaglanmis Ve arastirma sonucunda
Elazig'da ilk defa Nosema tiirlerinin molekiiler analizi amaglanmistir. Ayrica
goriilme doneminin daha c¢ok bahar aylarinda olmasi, etkenin bu zamanlarin
haricinde kovan igerisindeki pozisyonunun ortaya konmasi agisindan subklinik

vakalarin ayn1 yontemlerle belirlenmesi hedeflenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1 Saha ve Orneklerin Toplanmasi
Calisma 2019 Ocak-Aralik aylar1 arasinda 12 ay diizenli olarak gidilen
Elaz1g ili Sivrice ilgesinde dnceden nosemosis pozitif olarak belirlenen ii¢ arilikta
planlanmustir. Sivrice ilgesi, konum olarak Maden ilgesinin batisinda, Baskil
ilgesinin dogusunda yer alip giineybatisindan Malatya iline, giineydogusundan ise

Diyarbakir iline komsudur (Sekil 3).

Erzincan

Tunceli

Kovancilar

Palu /

6B Diyarbakir
B D

Sekil 3. Elaz1g il haritas1

Bu tez caliymasinda Elazig Ili Sivrice Ilgesinde gezginci olmayan
artliklardan hastalik agisindan 6nceden pozitif olarak degerlendirilen ti¢ odak
belirlenmis ve 2019 yili igerisinde 12 ay boyunca diizenli olarak Ornekler
toplanmistir. Saha ¢alismalarinda kovan iginden, ugus tahtasi {izerinden ya da

kovan etrafindan her bir 6rneklemede en az 20 adet olmak kaydiyla toplanan oli
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ya da canli is¢i arilar, i¢inde %70 metil alkol bulunan falkon tiiplere alinarak
incelenmek iizere Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali
laboratuvarina getirilmistir. Ornekler, laboratuvarda +4 °C’deki sogutucularda
Nosema spp. agisindan incelemenin yapilacagi giine kadar saklanmistir.

4.2 Laboratuvar incelemeleri

Arazi ¢alismasi sonucu laboratuvarda uygun sartlarda saklanan materyalde
Nosema sporlarini tanimlamak ve pozitif ¢ikan 6rneklerde spor sayimi1 mikroskopi
ile Nosema spp. yoniinden tiir tayini yapmak icin ise multipleks-PZR metodu
kullanilmustir.

4.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Laboratuvar incelenmesi i¢in énceden +4 °C’de falkon tiiplerde saklanan
materyalden Nosema spp. sporlarinin tespiti ve sayimi igin ayni odaklardan
toplanan en az 20 is¢i ar1 ay bazinda degerlendirmeye alinarak incelenmistir.
Armin dorsal kismi pens ile sabitlenerek abdomeni baska bir pens yardimiyla
ayrilarak toplanmigtir. Toplanan arilarin abdomenleri 3 ml serum fizyolojik su
eklenen havanda ezildikten sonra hazirlanan homojenatlar gazli bezden siiziilerek
ayrilmigtir. Siizlilerek elde edilen karisimdan 3 damla lam iizerine damlatilip
tizerine lamel ile kapatilarak 151k mikroskobunda sporlar yoniinden incelenmeye
alinmistir (27).

4.2.2 Mikroskobik Incelemeler

Nosema apis ve N. ceranae’nin sporlarinin ergin arilarda belirlenmesi igin,
karin bolgeler incelenmis, enfestasyon diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla 1s1k

mikroskobu altindan Nosema sporlarinin sayimi yapilarak varligi tanimlanmistir.
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Nosema spp. sporlarinin tespiti yapildiktan sonra enfeksiyon diizeyinin
belirlenmesi i¢in spor sayimina gecilmistir. Siiziilerek elde edilen karigimdan
otomotik pipetlerle 0,1 ml miktarinda alinarak hiicre sayim lami (Neubauer)
tizerine damlatilip {izerine lamel kapatildiktan sonra mikroskop altinda 40°lik
objektifte spor sayimi yapilmistir.

Sayim lami lizerinde degisik biiyiikliklerde ufak karelerin cizildigi
boliimler yer almaktadir. Lamin orta kisminda bulunan alan igerisindeki 16 adet
karenin bulundugu 0.004 mm3® hacimli alanlarda 151tk mikroskopunun 40’lik
objektifi ile 5 biiyiik karedeki, (a, b, ¢, d, e alanlarinda 16 kiigiik kare x 5 = 80
kare) sporlarin sayimi yapilmistir (Sekil 4). Asagidaki formiil ile ar1 basina
tekabiil eden spor sayis1 belirlenmistir (12).

Her bir aridaki spor sayis1 (N)= Toplam spor sayis1 (S) x 4 x 108/ 80

Sekil 4. A. Neubauer lami1 B. Spor sayimi1 yapilacak alanlar (53)

Spor saymmi yapilan her bir homojenat genomik DNA izolasyonu
yapilincaya kadar + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2.3 Molekiiler Incelenmeler

Nosema sporlarinin mikroskop altinda karakterizasyonu yapildiktan sonra
kesin tir tayini i¢in multipleks-PZR teshis yontemi kullanilmistir. Molekiiler

calismalarda Multipleks (¢oklu) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu
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kullanilip, Diinya Hayvan Saglik Orgiitii (OIE)’niin verileri referans alinmistir
(27).

Bu amagla hedef genomik DNA (gDNA) elde edilmesi, Hernandez ve ark.
(54)’larinin  kullandigi metoda Utiikk ve ark. (14)’min yaptign modifikasyon
uygulanarak ger¢eklestirilmistir.

PZR ¢alismasinda nosemosisi olusturabilecek N. apis’in ve N. ceranae’nin

hedef gen bolgesini ¢ogaltacak olan primer dizilimleri Tablo 1’de verilmistir (14).

Tablo 1. Primer dizilimleri ve 6zellikleri

] Hedef y Uriin biiyiikligii

Primer DNA dizilimi (5’ -3°) Spesifite

bolge (bp)
218MITOC CGGCGACGATGTGATATGAAA
-FOR ATATTAA 16S

N. ceranae 218-219
218MITOC CCCGGTCATTCTCAAACAAAA rRNA
-REV AACCG
321APIS- GGGGGCATGTCTTTGACGTAC
FOR TATGTA 16S
N. apis 321

321APIS- GGGGGGCGTTTAAAATGTGAA  rRNA
REV ACAACTATG

4.2.3.1 PZR asamasina érneklerin hazirlanmasi

Mikroskobik tani ve sayim islemleri i¢in hazirlanan Nosema sporlari tespit
edilen orneklerden 500 pl alinip 1 dakika boyunca 8000 rpm devirde santrifiij
edilerek isteki siipernatant atilmis ve geriye kalan ¢okeltinin tizerine 500 pl
fizyolojik su eklenip vortekslenmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmis olup son
islemde siipernatant atilarak c¢okeltinin {lizerine 500 pl fizyolojik su eklenerek

vortekslenmis ve sonrasinda ekstraksiyona hazir hale getirilmistir.
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Ekstraksiyon igin ticari DNA izolasyon Kkiti (QIAGEN) kullanma
prosediiriine uygun sekilde kullanilarak gDNA izole edilmistir ve kullanilincaya
kadar -20 °C de saklanmustir (14).

4.2.3.2 Multipleks PZR asamasi

Bu islem icin Utiik ve ark. (14)’nin bildirdigi modifikasyon kullanilarak
test asamasina gegilmistir. PZR toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde; 5 pl
gDNA, 0.25 pl TagDNA Polimeraz (ThermoFisher), 5 ul 10X PCR Buffer, 5 ul
MgCly, 6ul ANTP, 2 ul 218MITOC FOR, 2 ul 218MITOC REV, 2 ul 321APIS
FOR, 2 pl 321APIS REV primerleri ve 20,75 pl saf su kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan PZR karigimlarinin ¢ogaltimi 95 °C’de 2 dk o6n denatiirasyon
asamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu, 95 °C’de 1 dk denatiirasyon, 50 °C’de
1 dk baglanma, 72 °C’de 1 dk uzama olarak gerceklestirilmistir. Son siklusu
takiben 72 °C’de 5 dk son uzama islemi uygulanmistir. PZR islemi sonrasinda
olusan trtinler 100 bp DNA ladder (Fermantas) kullanilarak %1,5’lik agaroz jelde
yirlitiilmiis, ethidium bromide ile boyanip, UV transilliminatorde spesifik
bantlarin varlig1 yoniinden incelenmistir (14).

4.2 4 Tstatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS 21 paket programi uygulanarak diizenlenmistir.
Analizlerde sicaklik, nem (nisbi) ve sporlar igin ortalama standart hata ( X + SX)
hesaplanarak bulunmustur. Spor sayilarindan elde edilen verilerin istatistiksel
analizlerine baslamadan Once hangi testlerin yapilacagina karar vermek icin
normal dagilim testi (Shapiro-Wilk) uygulanmistir. Tim veriler birlikte
degerlendirildiginde verilerin normal dagilim gostermedigi belirlenmistir.

Verilerin dagilimi normal olmadig: i¢in non-parametrik test olan Kruskal Wallis-
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H Testi yapilmistir. Odaktaki spor verilerinin ikili karsilastirilmasinda Mann
Whitney U testi uygulanmistir. Sicaklik, nem ve spor sayilar1 arasindaki
korelasyonu gostermek igin Pearson Korelasyon katsayilart (r) hesaplanmustir.
P<0.05 oldugunda ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli

degerlendirilmistir.
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5.BULGULAR
Calismalar sonucunda aylara gore ornek toplanilan isgi ar1 sayis1 Tablo
2.’de verilmistir.

Tablo 2. Odaklardan Toplanan Isci Ar1 sayist

Ay 1.0dak 2.0dak 3.0dak
Ocak 65 77 58
Subat 72 68 82
Mart 77 63 54
Nisan 58 51 65
Mayis 60 70 79
Haziran 69 56 67
Temmuz 61 48 54
Agustos 55 66 73
Eyliil 66 73 49
Ekim 80 76 57
Kasim 60 69 83
Aralik 54 70 61

5.1 Mikroskobik Analiz Sonuclari

Aragtirmada Sivrice il¢esinde belirlen ti¢ ariliktan 12 ay siire ile toplanan
materyalden hazirlanan soliisyonun native olarak 40’lik objektifte mikroskobik
incelemesi sonucunda tiim 6rneklerde (%100) Nosema sporlarina rastlanilmistir
(Sekil 5). Mikroskobik teshis sonrasi spor sayilarinin aylara gore dagilimi Tablo

3’te verilmistir.
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Tablo 3. Tespit edilen spor sayilarinin odaklardaki ar1 basina diisen aylik ortalamalar1 (x10° spor/ml).

18

1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0

Ocak

Subat

Mart

Nisan

Mayis

Haziran

Temmuz

Agustos

Eylal

Ekim

Kasim

Aralik

B Odak 1

0,9

0,85

1,5

1,2

1,1

0,8

0,85

0,9

0,95

1

W Odak 2

0,85

0,75

0,9

1,4

0,95

0,9

0,7

0,8

1,1

1,2

= Odak 3

0,85

1,2

1,7

1,4

1

0,9

0,8

0,9

1,2

1,3
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Sekil 5. Mikroskopta Nosema sporlarinin goriiniisii (orijinal) (X 40).

Calisma siiresince yapilan spor sayimlarima gore en yiiksek deger ari
basima diisen 1.7 (x10°8 spor/ml) ile nisan ayinda Odak 3’te, en diisiik degerler ise
0.8 (x10° spor/ml) ile Odak 1 ve 3’te agustos aymda Odak 2’de eyliil ayinda tespit
edilmistir.

Calisma siiresince Ornek toplanan Elazig ili  Sivrice ilgesindeki
lokasyonlara ait Meteoroloji Miidiirliigiinden alinan verilere gore 2019 yili 12

aylik sicaklik ve nisbi nem ortalamalar1 Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. 2019 yil1 siiresince ¢alismada 6rnek toplanan ariliklarda aylara gore ortalama sicaklik ve nem (nisbi) oranlari

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

Hazira | Temm | Agusto

Eylil Ekim Kasim | Aralik
n uz s

Ocak Subat Mart Nisan Mayis

m Ortalama Sicaklik °C 0,1 2,5 5 8,4 17,6 | 232 | 244 | 254 | 204 | 159 8,4 3,9

M Ortalama Nisbi Nem %| 75,3 72,7 68,2 72,4 50,9 43,6 36,5 36,4 38,3 55,7 53,2 75,3
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Meteoroloji Miidiirliigiinden alinan verilere gore Elaz1g ili Sivrice Ilgesi
2019 yilina ait nisbi nem orani en yiiksek ocak ve aralik ay1 (% 75,3) en diisiik
nem ise agustos ayinda (% 36,4) tespit edilmistir. Diger yandan en diisiik sicaklik
ocak ayinda en disiik (0,1 °C) agustos ayinda ise en yiiksek (25,4 °C) olarak
gozlemlenmistir.

5.2. Spor sayimi

Hazirlanan materyal Neubauer laminda hazirlanarak spor sayimlari

yapilmistir (Sekil 6).

9 ° 0> 6989 20 pm

Sekil 6. Neubauer lamda sayim alanindaki sporlarin goriiniimi (orijinal)

Odaklarin aylara gére Nosema spor sayisi karsilastirilmas: Tablo 5° te

verilmistir.
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Tablo 5. Odaklarin aylara gore spor sayisi karsilastirilmasi

Aylar Istatiksel Veriler
Ocak 0.91+0.04°
Subat 0.81+0.03¢
Mart 1.03+0.08"¢
Nisan 1.53+0.08?
Mayis 1.2+0.11°
Haziran 1.0140.04°
Temmuz 0.93+0.03°
Agustos 0.7620.03¢
Eyliil 0.85+0.02%
Ekim 0.96+0.03°
Kasim 1.08+0.07°
Aralik 1.02+0.08"

Veriler ortalama standart hata ( X + SX ) olarak verilmistir.
a, b, ¢, d: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir.

Tablo 5’¢ gore en fazla spor sayist nisan aymnda daha sonra mayis ayinda
goriilmistir (P<0.05). Ocak, haziran, temmuz aylarinda benzer sonuglar elde
edilmis olup en az Nosema spor sayis1 agustos Ve eyliil ayinda tespit edilmistir
(P<0.05).

Spor sayilarin nem ve sicaklik ile karsilagtirilmas1 Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. Sporlar ile sicaklik ve nem arasindaki iliski degerleri

Spor Sayisi Nem Sicaklik

Spor Sayisi Pearson Korelasyon 1 ,370* -,230

Sig. (2-tailed) ,027 ,176

N 36 36 36
Nem Pearson Korelasyon ,370* 1 -,946**

Sig. (2-tailed) ,027 ,000

N 36 36 36
Sicaklik Pearson Korelasyon -,230 -,946** 1

Sig. (2-tailed) ,176 ,000

N 36 36 36

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Sicaklik ile spor sayisi arasindaki iliski Onemli tespit edilememistir
(P=0.176 P>0.05).

Nem ile spor sayisi arasindaki iligki pozitif yonde énemli korelasyon elde
edilmistir (P<0.05).

Ayrica orneklerin toplandigr ariliklarda yapilan incelemelerde kovanlarda
arilarda goriilebilen 6nemli akarlardan Varroa’nin gelisme formlarinin bulundugu
tespit edilmistir.

5.3 Molekiiler Analiz Sonuclari

Mikroskobik analiz sonucu Nosema sporlart bakimindan pozitif olan
orneklerdeki DNA’nin izolasyonunu miiteakip multiplex (Coklu) PZR ile
degerlendirme yapilmistir. PZR calismasimin dogrulanmasi i¢in gerekli olan N.
apis ve N. ceranae pozitif kontroller Cukurova Universitesi, Ceyhan Veteriner

Fakiiltesi, Parazitoloji Ana Bilim Dalinda Ogretim Uyesi Prof. Dr. Armagan
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Erdem UTUK ’ten temin edilmistir. PZR analiz islemi sonucunda ii¢ arilikta 12 ay
stiresince toplanan arilara ait tim numunelerde (%100) N. ceranae pozitif

cikmustir (Sekil 7).

18 Ladder

Sekil 7. Nosemosis enfeksiyonun hastalik etkenlerinin agaroz jel
elektroforezi. Ladder: (100bp DNA ladder, MBI Fermentas), 1. N. apis ve
N. ceranae pozitif kontrolleri (2.5’ar ul N. apis DNA + N. ceranae DNA),
2. N. apis pozitif kontrol, 3. N. ceranae pozitif kontrol, 4.Negatif kontrol,
5.-18.(Numuneler)
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6. TARTISMA

Giliniimtizde aricilik geliserek hem ekonomiye hem de sagliga bircok katki
saglayan popiiler bir is alan1 haline gelmistir. Bal arilar1 bir bolgede bitkisel {irtin
tiretimini artiran tozlagsmaya katki sunarken aynmi zamanda bal ve diger aricilik
tirlinlerinin tiretimini artirmaktadir. Ancak son zamanlarda yasanan ar1 6liimlerine
yol agan hastaliklar bir¢ok iilkede oldugu gibi Tirkiye’de de yaygmlasmustir.
Bunlarin igerisinde nosemosis 6nemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye de hosemosise
ait ilk bulgular 1952 yilinda bildirilmis, ilk tanisi ise 1986 yilinda yapilmistir (43,
55, 56).

Calismada Elazig ili Sivrice ilgesinde gezginci olmayan onceden tespiti
yapilmis nosemosisli ti¢ ariliktaki kovanlardan 12 ay siiresince en az 20 adet oli
ya da canli is¢i ar1 toplanarak Nosema tiirlerinin varligi arastirilmistir.
Mikroskobik calismalarda alinan tiim 6rneklerde Nosema sporlarina rastlanmistir.
Ornek toplanan odaklar arasinda istatistiksel olarak Nosema sporlarinin yayginlig
acisindan farkliliklar 6nemli bulunmustur (P<0.05). Nosematosisin Elazig’da
tespiti tizerine yapilan mikroskopik bir ¢alismada (40) Merkez ilgede % 4, Baskil
ilgesinde % 4 ve Sivrice ilgesinde % 10 yayginlik tespit edilmistir. Arastirmanin
planlandig1 odak olarak secilen Elazig Sivrice il¢esinde toplanan numunelerin
tamaminda Nosema sporlarina rastlanmasi bu ¢alismaya paralellik arz etmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda sporlarin yaz aylarinda diisiik, ilkbahar aylarinda ise
yogun yagis ve nemden dolay1 yiiksek seyretmesi nemin sicakliga gore daha
onemli bir faktér oldugu goriilmiis ve yapilan istatiksel analizlerle de nem

oranindaki artigin spor sayisindaki artis ile dnemli diizeyde iliskili oldugu ortaya
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konulmustur (P<0.05). Nem ve spor sayisi arasindaki dogrusal iliski 6nemini daha
onceki ¢alismalarla da desteklenmistir (9, 25, 41, 42).

Arastirmanin sonucunda odaklardan toplanan 6rneklerin tamaminda PCR
analizleri sonucunda tek tiir olarak N.cerenae’nin tespit edilmesi Diinya’da ve
Tiirkiye’de yapilmis 6nceki ¢alismalarda (12, 15, 16, 22, 54) belirlendigi gibi A.
mellifera kolonilerinde N. cerenae’nin N.apis’in yerini aldig1 ve daha baskin tiir
oldugu goriisiinii teyit etmektedir. Yine ilgili literatiirlere (29-33) uyumlu olarak
bizim ¢alismamizda da biitiin odaklardan toplanan tiim orneklerde N.cerenae’nin
tespit edilmesi bu tiirlin N.apis’e gore daha patojen olabilecegini gostermektedir.

Odak olarak belirlenen ariliklarda yapilan incelemelerde nosemosisin
haricinde bagska hastalik etkenlerine (varroasis vs.) rastlanilmasi daha 6nce yapilan
bazi ¢aligsmalara (12, 50) uyum saglamstir.

Nosemosisin Tiirkiye’de tiir i¢i tayini ilk olarak Utiik ve ark., (15)
tarafindan Samsun ve Giresun illerindeki yaptigi ¢alismayla baslamis ardinda ayni
yil Muz ve ark. (7) Hatay ili ve Giiney Marmara Bolgesinde; Whitaker ve ark.,
(52) iilkemizde 20 ilde yaptiklar1 ¢alismayla N. ceranae ile N. apis varligini
bildiren ¢alismalarla siirdiiriilmiistiir. Bu tez c¢alismasi, Elazig ilinde ilk kez
multipleks PZR kullanilarak A.mellifera’da Nosema’nin tiir tayininin yapildigi
aragtirma niteligini gostermektedir. Arastirma siiresince toplanmis olan ornekler
icerisinde mikroskopide Nosema pozitif olanlarin DNA izolasyonunun ardindan
multiplex (Coklu) PCR ile analizi yapilmis ve sonucunda goriilen sporlarin
tamaminin N. ceranae oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak; Elazig ili Sivrice il¢esinde mikroskobik olarak pozitif tespit

edilen kolonilerde molekiiler olarak ta N.cerenae’nin varliginin belirlenmis olmasi
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bu tiirlin bolgede baskin tiir oldugunu gostermektedir. Bu bulgular 1s1ginda
yoredeki Ari hastaliklar1 ve zararlariyla miicadelede aricilara toplu miicadele
programlar1 kapsaminda bu tir ve Ozelliklerinin anlatildig1 egitimlere ihtiyag
bulunmaktadir. Bu ve benzeri ¢aligmalar nosemosis gibi hastaliklarla miicadele,
ar1 ve ar1 uriinlerinden beklenen yararin saglanabilmesi agisindan seyyar aricilik
ve ilag kullanimmin kontrol altima alinmasi, bdlge laboratuvarlarin
giiclendirilmesi ve hastalik veri tabaninin olusturularak erken uyari sisteminin

aktif hale getirilmesinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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