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OZET

BAL PETEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN SPORLU BASILLERIN
KARAKTERIZASYONU VE ANTIMiKROBIYAL DUYARLILIKLARI

Yildiz BAS

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Calismada, Amerikan Yavru Ciiriikliigii hastalig1 stipheli peteklerde, etken mikroorganizmalarin
(Paenibacillus larvae) izolasyonu, geleneksel ve molekiiler yoOntemlerle tanimlanmasi,
antibiyotik direnci ve bitki ekstraktlarina olan duyarliliklarimin belirlenmesi planlanmigtir.
Mikroorganizmalarin iiretimi i¢in Mueller—Hinton, maya ekstresi, potasyum fosfat, glukoz ve
sodyum piruvat besiyerleri (MYPGP) kullanildi. Alinan 9 6rnekten toplam 21 adet Gram pozitif
basil izole edildi. Izolatlarin tamsi igin bir dizi fiziksel ve biyokimyasal testler yapildi.
Geleneksel yontemde yapilan taniy1 dogrulamak icin 16S rRNA ITS gen bolgesi sekans analizi
metodu kullamlarak molekiiler tan1 yapildi ve soy agaci olusturuldu. Izolatlarm 9’u
Paenibacillus larvae, 7’s1 Paenibacillus sp. ve 3’ Bacillus sp. olarak tanimlandi. Geleneksel
tanimlamada iki sus (PB2a ve PB3.2b2) Bacillus sp. olarak tanimlanirken, molekiiler yontemle
Paenibacillus sp. olarak dogrulandi. Ug susta (PB1b, PB3.3al ve PB3.3b) ise cins diizeyinde
tanimlama farkli bulundu. Bu sekilde, geleneksel yontemle de biiyiik oranda tanimlanabilecegi
belirlendi. Dokuz o6rnekten 4’tinde AFB etkeni olan Paenibacillus larvae tespit edilmistir.
Suglarin antibiyotik direncine bakildiginda iki susun (PB5b ve PB3.2b2) test edilen tiim
antibiyotiklere duyarli oldugu, 3 sus hari¢ (PB5b, PB2a, PB3.2b2) tiimiinde ¢oklu antibiyotik
direncin tasidig1 gézlendi. Paenibacillus larvae suglariin (9 adet) 6’sinda gentamisine, 5’1 orta
2’si direngli olmak iizere amikasine ve 1 susta trimetoprim/ sulfametoksazol’a kars1 orta direngli
oldugu tespit edildi. Toplam 31 farkli bitkiye (8’1 ¢igekli, 23’1 kara yosunu) ait sulu ve metanol
ekstraktlar suslara karsi test edildi. Sulu ekstraktansa metanol ekstraktlarin daha etkili oldugu
belirlendi. En etkili ekstraktin Thymus cilicicus, T. spicata ve Clinopodium umbrosum’a ait

olduklar1 gozlendi.

2015, 109 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bacillus, Paenebacillus, Antibiyogram, Antimikrobiyal Aktivite.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF SPORE-
FORMING BACILLI ISOLATED FROM HONEYCOMB

Yildiz BAS

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Aims of this study are isolation of effective microorganism, identification with conventional and
molecular methods, antibiotic resistance, determination of sensitivity of the microorganism to
the plant extracts in AFB disease suspected honeycomb. Muller Hinton, Yeast Exstract,
potassium phosphate, glucose and sodium pyruvate medium (MYPG) was used for the
production of microorganisms. Received from the 9 sample total of 21 gram-positive bacilli
were isolated. For identification of isolates some physical and biochemical properties were
tested. To confirm the diagnosis made in the traditional method, 16S rRNA ITS gene sequence
analysis was performed using molecular diagnostic methods and family tree was created. The
isolates 9 Plarvae, 7 Paenibacillus sp. and 3 Bacillus sp. were identified. Two strains (Pb2a,
Pb3.2b2) were identified as Bacillus sp. with traditional identification, but they were identified
as Paenibacillus sp. with molecular methods. Three strains (PB1b, PB3.3al and PB3.3b) were
different in the genus level identification. Largely similarity between the molecular diagnosis
and conventional diagnosis was observed. 4 of the 9 samples which AFB factors P.larvae have
been identified. When we look at antibiotic resistance for two strains (PB5b and PB3.2b2) as
sensitive to all antibiotics tested, it was observed that in all but three strains (PB5b, PB2a,
PB3.2b2) carriying the multiple antibiotics resistance. Six of Paenibacillus larvae strains
resistance to gentamicin, 5 strains modarate, 2 strains resistance to amikacin and one strain
moderately resistant to trimethoprim/sulfamethoxazole were found.31 different aqueous and
methanol extracts of plants (8 phanerogam, 23 moss) were tested against strains. Methanol
extracts was determined to be more effective than the aqueous extracts. Thymus cilicicus, T.

spicata ve Clinopedium umbrosum extracts was determined to be the most effective.

2015, 109 page
Keywords: Bacillus, Paenibacillus, Antibiogram, Antimicrobial Activity.
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

°C Santigrat Derece

ng Mikrogram

uL Mikrolitre
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AFB Amerikan Yavru Ciirtikligi
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Aricilik, Anadolu’nun en eski iiretim etkinliklerinden biridir. Eskiden sadece aile
ihtiyacin1 karsilayacak bali iiretmek i¢in yapilan aricilik giiniimiizde ticari bir is kolu
haline gelmistir. Arilar bir taraftan bal, balmumu, ar1 siitii, ar1 zehri, polen ve propolis
gibi ¢ok sayida hayvansal iiriinler liretirken, diger taraftan da tozlagsma yoluyla verimi
ve kaliteyi artirarak bitkisel liretimde devamlilifi saglayan vazgegilmez fireticilerdir
(Erkan ve Askin, 2001). Diinya genelinde ar1 tozlagsmasi ile elde edilen iirliniin o yil
iiretilen yillik balin degerinin 50 katin1 gectigini kaydedilmektedir (Tunca ve Cimrin,

2012).

Ariciligin 6zellikle topragi olmayan ya da az toprakl ciftgilere ek gelir kaynagi
yaratmast ve aile igerisinde degerlendirilemeyen isgiicliniin kullanilmasiyla kirsal
kesimde yasayan toplum bireylerinin istihdam ve gelir diizeylerinin artmasina olanak
saglamaktadir. Az sermaye ile ¢cok kar saglanabilmekte, yatirim bir defa yapildiginda
uzun siire isletilebilmektedir. Araziye, suya, giibreye, isletme tesislerine, traktore ve

bunlari galistiracak isciye ihtiyag duyulmamaktadir (Silici ve Ozkok, 2011).

Tiirkiye, TirkVet veri bankasinda yer alan aricilik kayit sistemine gore 2012
Kasim ay: itibariyle alti milyonu asan arili kovan sayisi ile diinya ikinciligine sahiptir.
Bal iiretiminde diinya igilinciiliigii bulunan, c¢am bali iiretiminde ise kiiresel
talebin %90’dan fazlasini tek basina karsilayabilen Tiirkiye, kovan basina diisen verim
siralamasinda on iilke arasinda son siralarda yer almaktadir (Konak, 2012). Ihrag
edilebilen nadir hayvansal gida tiirleri arasinda bulunan aricilik {iriinleri iilke ekonomisi
ve tanitimi agisindan da stratejik oneme sahiptir. Ege, Akdeniz ve Dogu Anadolu
bolgeleri basta olmak {izere sahip oldugu topraklarin biiylik boliimiinde dort mevsim
aricilik yapilabilen ender iilkelerden birisi olan Tiirkiye’de, ne yaziktir ki verim
kayiplarina bagli diisiik karhilik sebebiyle ariciliktan beklenen katma degere
ulagilamamaktadir (Karacaoglu, 2012). Bunun sebepleri ise bilingsizce yapilan aricilik,
aricilarin yeterince Orgiitlenmemeleri, bilingsiz bakim besleme ve ilag uygulamalar

yapilmasi, ila¢ uygulamalart sonucu kalinti problemleri, ar1 hastalik ve zararlilarinin
1



yeterince taninmamasi, zamaninda teshis ve tedavinin yapilamamasi, miicadele ve

korunma yontemlerinin bilinmemesidir (Borum, 2014).

Bal aris1 zararlilar1 ve hastaliklarinin iilkemiz ariciliginin gelismesine olumsuz
etkileri olmustur. Ulkemize ilk kez 1976 yilinda giren Varroa destructor’un yaptigi
hasar, toplam 600.000 koloni ve 7.000 ton iirliniin kaybina yol agmistir (Kaftanoglu,
2000). 1988 yilinda Avrupa’dan bulasik ham balmumu ile yurdumuza girdigi bilinen
kire¢ hastalig1 (Ascosphera apis) biitiin bolgelere yayilmis ve agir koloni kayiplarina
neden olmustur. Aricilarin egitimi 6zellikle hastaliklar konusunda bilinglendirilmesi,

hastaliklarin yayilmasini engellemesi amactyla ¢ok dnemlidir (Sahinler ve Giil, 2005).

Bakteriler tarafindan meydana getirilen ar1 hastaliklari, 6zellikle de geng larvalari
etkileyenler, onemli yer tutar. Bakteriyel hastaliklar icinde 6zellikle Amerikan Yavru
Ciuriikligti (AFB) ve Avrupa Yavru Ciriikligi (EFB) etkenleri aricilikta onemli
kayiplara yol agmakta, ekonomiye ve aricilifa biiyiik zararlar vermektedir (Bailey ve

Ball, 1991; Kaftanoglu vd., 1995; Tutkun ve Bosgelmez, 2003).

Amerikan Yavru Ciiriikliigli hastaligi (AFB), bal arilarinin larva déneminde
goriilen, larvalarin ¢iliriimesi ile 6liimiine neden olan bulasict bir hastaliktir. Amerikan
Yavru Ciirtikligli hastaliginin etmeni Paenibacillus larvae denilen sporlu bir bakteridir.
Hastalik sporlar1 ile bulasik alet ve malzemelerin kullanilmasi, saglikli kolonilerin
hastalikli kolonilerle birlestirilmesi, agikta yemleme yapilmasi, hastalikli kolonilerden
alman bal ile saglikli kolonilerin beslenmesi vb. nedenlerle hastaligin yayildig

diisiiniilmektedir (Tutkun ve Inci, 1992).

Aricilik faaliyetleri sonucunda elde edilen iirlinlerden biri olan bal, tarth oncesi
caglardan beri kullanilan enerji verici ¢ok degerli bir besin maddesidir (Silici ve Ozkdk,
2011). Bal; “bitkilerin ¢i¢eklerinde bulunan nektarlarin ya da bitkilerin canli kisimlar
ile baz1 eskanatl boceklerin salgiladig: tatlh maddelerin bal arilar1 (Apis mellifera, Apis
mellifica) tarafindan toplanmasi, organizmalarinda bilesimlerinin degistirilip petek
gozlerine depo edilmesi ve buralarda olgunlagmasi sonucu meydana gelen koyu

kivamda tath bir iiriindiir” seklinde tanimlanmaktadir (Hisil ve Borekcioglu, 1986).



Bir¢ok iilkede oldugu gibi lilkemizde de aricilikta kullanilan ilaglarin ari
tiriinlerinde 6zellikle balda maksimum kalinti miktarlar1 belirlenmistir. Ballarda ilag
kalintilar1 baglica iki yoldan kaynaklanir. Bunlardan ilki ar1 hastaliklarinin sagaltimi
amaciyla kovanda ila¢ uygulanmasidir. ilag¢ kalintisinin diger nedeni zirai miicadelede
kullanilan ilaglardir. Bu ilaglar is¢i arillarin balin ham maddesi olan bitki 6zlerini
emmesi ile arilar tarafindan alinip kovana getirilir. Bal arilarinda bakterilerden ileri
gelen hastaliklar (AFB, EFB, Septisemi), mantarlardan ileri gelen hastaliklar (Kireg
hastalig1, Tas hastalig1) ve viriislerden ileri gelen hastaliklar (Tulumsu Yavru Ciirtkligi,
Kronik Art Felci Hastaligil) i¢in kullanimina izin verilmis ilag etkin maddesi
bulunmadigindan ruhsatli bir miistahzar da yoktur. Hastaliklara kars1 miicadelede yasal
olmayan antibiyotik ve pestisitlerin kullanilmasi, yasal olarak kullanilmasina miisaade
edilen diger ilaglarin bile ¢ok uzun siireli uygulama, doz asimi, nektar akimi doneminde
uygulama (uygulamadan hemen sonra bal hasadi) gibi islemler sonucunda insanlarin
tiketimine sunulan balda arzu edilmeyen bulagsmalarin olmasina neden olmaktadir.
Ayrica lilkemizde peteklerin korunmasi i¢in naftalin uygulamasi da balda istenmeyen
kalintiya yol agmaktadir. Balin bu sekilde bulagmasi saf, dogal {iriin 6zelliginin
kaybolmasina ve tiiketicilerin ilgisinin azalmasina yol agmaktadir. Balda yasanan kalint1

sorunu balin ihracini da gii¢lestirmektedir (Akpinar, 2011).

Balda kalinti problemleri basinda; ruhsatli-ruhsatsiz bazi ilaglar (6zellikle
antibiyotikler), pestisid (zirai ila¢ kalintilar1), agir metal ve naftalin kalintis1 vb. gibi
etkenler 6ne c¢ikmaktadir. Ornek olarak ari iiriinlerinde kloramfenikol, nitrofuranlar,
antibakteriyel maddelerin (tetracycline, oxytetracycline, sulfanamidler vb.) varliginin

teyidi kalint1 kabul edilmektedir (Akpinar, 2011).

Arilarda hastalik etkenlerine karst kimyasal ilaclarin kullaniminin  kalinti
birakmasi nedeniyle kisitlanmasi, bu hastalik etkenlerine karsi yeni ¢6ziim Onerilerinin
aranmasina neden olmustur. Bu nedenle bir¢ok bilim insant dogal etkenlerin ari
hastaliklarinda kullanim1 yollarini aragtirmaktadir. Bu amaca yonelik en uygun materyal
bal iiretiminde hammadde olan bitkilerdir. Arinin 6zellikle bal yapmak i¢in kullandig1
bitkileri acaba hastalik etkenlerine karsi ¢oziim olusturabilir mi sorusunun cevabi

olumlu olup bu konuda ¢ok sayida ¢aligsma yapilmaktadir.



Caligmamizda bolgemizde yapilan ariciliga bilimsel katki saglamak ve sorunlarini
yerinde tespit ederek muhtemel ¢oziim Onerilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda AFB siipheli 6rneklerin toplanmasi, etken mikroorganizmalarin
izolasyoun, tanimlanmasi, daha sonra bu etkenlere kars1 yaygin kullanildig1 diisiiniilen
antibiyotiklere olan duyarliliklarinin belirlenmesi ve potansiyel mikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecek bitkisel kokenli dogal antimikrobiyal etkenlerin belirlenmesi

amaglanmustir.

1.2. Aricihigin Tarihgesi

Aricilik tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Bal arisinin yaptigi bal ilk ¢aglardan
beri insanoglu i¢in en énemli besin kaynaklarindan birisidir. Ispanya’da bir magarada
bulunan resim, kayaya halatlarla tirmanan bir insan1 ve kaya iizerinde ¢izilen deligin
etrafinda arilarin var oldugunu gostermektedir (Sekil 1). Bu resim bize ariciligin ilk
caglardan beri yapildigin1 dogrulamaktadir (Ergiin, 2003). Ariciligin baslangici
hakkinda Avrupa ile ilgili ise fazla bir bilgi yoktur; ancak Orta Dogu’da
Mezopotamya’da ve Afrika’da Eski Misir’da dnemli bir faaliyet oldugu anlagilmaktadir.

55 @ Kenrieth J. Steln . FR AR 56 Hen emasmem:

Sekil 1. Eski caglarda magara duvaralarlnda aricilik ﬁgurlerl (URL- 1).

Arkeolojik bulgulara gore, armn ilk kiiltiire alindig1 yer Eski Misir’dir. Isa’dan
Once (1.0.) 5000 yilindan baslayarak toprak kaplarin kovan olarak kullanildig
bilinmektedir. Bugiin de buralarda ve Afrika’da benzer kaplarda aricilik yapildigi
gorilmektedir. Gelisim siirecinde toplumlar yerlesik diizene gegerken ve tarim
tekniklerini gelistiriken, arilar i¢in de daha uygun barinma gereglerini bulmuslardir.
Sepet kovanlarinda 1.0. 3000-2000 yillarna ait drnekleri hem orta doguda hem de
Avrupa’da bulunmaktadir. Sepet kovanlar yapilis 6zellikleri ile ar1 kolonleri i¢in ¢ok

uygun bir yasam ortami saglamaktadir ve giinlimiizde de 6zellikle Anadolu ve uzantisi
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topraklarda kullanilmaktadir. Aricilikta ilk duman uygulamasi Eski Misir’da, kolonilerin

disaridan beslenmesi ise Romalilar zamaninda yapilmistir (Firath ve Genger, 1995).

Aricilik ilkel kosul ve anlayistan giiniimiiz modern kosul ve anlayisina gelene
kadar ¢esitli asamalardan ge¢mistir. Giinlimiiz ariciligina gelene kadar yaganan siireg

veya ariciligin kronolojisi;

e 1787 yilinda ana arinin havada ciftlestigi,

e 1845 yilinda ar1 iireme biyolojisinin izahi,

e 1851 yilinda ¢ercgeveli fenni kovan kesfi,

e 1857 yilinda temel petek kaliplar1 bulunusu,

e 1865 yilinda bal siizme makinesi icat,

e 1882 yilinda larva transfer yontemiyle ana ar1 yetistirme tekniginin kesfi,

e 1926 yilinda ana arilardan yapay délleme yolunun bulunusu seklindedir.

Gilinlimiizde artik “Teknik Aricilik” ragbet gormekte olup bu ydntem, arilar
kullanabilme ve yonetebilme sanati olarak tanimlanmaktadir. Teknik aricilikta bilgi ve
tecrilbbe ¢ok dnemli olup, ikisinin ayn1 anda kullanilmasi amaca daha etkin ulagilmasini

saglamaktadir (OTB, 2013).

1.3. Aricihgm Onemi

Aricilik 6zellikle gelir durumu diisiik, az toprakli veya topraksiz orman igi veya
orman kenar1 kdyliilere gelir saglanmasi agisindan 6nemli bir tarimsal faaliyettir. Ayrica
fazla sermaye ve isgiicli gerektirmemesi ayni zamanda herkesin yapabilecegi, aile is
giiciiniin en 1yi degerlendirilebilecegi kisa zamanda gelir getirebilen bir ugras1 olmasi
bakimindan da sosyo-ekonomik bir énem tasimaktadir. Islenmeyen tarimsal alanlarin
degerlendirilmesi ve polinasyona katki saglamasi sonucu cevresel siirdiiriilebilirlige
katki saglamaktadir. Ayrica balin yiiksek besin icerikli gida olmasi ve alternatif tibbi
uygulamalara materyal olmas1 agisindan da ilgi ¢ekmektedir (OTB, 2013).



1.4. Diinyada Aricilik Sektoriine Genel Bakis

Yirminci yiizyilin ortalarindan baslayarak c¢ergeveli kovan kullaniminin
yayginlagsmasi, ¢agdas aricilik tekniklerinin benimsenerek uygulanmasi ve diinyada
degisen ekonomik anlayislar sonucu hem koloni sayisi hem de bal iiretimi 1980°1i
yillara kadar siirekli artmigtir. Seksenli yillardan sonra bal iiretiminde onde gelen
iilkelerden Cin basta olmak iizere ABD, Arjantin ve Meksika’da koloni sayilarinin
azalmasi ya da sabit kalmasina karsin bu iilkelerde iiretim artmaya devam etmistir. Buna
karsin, bagta Afrika iilkelerinde olmak iizere 1990’l1 yillara kadar siiren hizli artig
sonucu diinya koloni sayis1 60 milyonlara ¢ikmis, bu tarihten sonra hiz kesmis, 2000’1i

yillarda 59-63 milyon araliginda seyretmistir (Firatli vd., 2010).

Diinyanin 6nde gelen aricilik iilkeleri arasinda Gida ve Tarim Orgiitiiniin (FAO)
2007 yil1 raporuna gore koloni sayisinda ilk sirayr 7 milyon koloni ile Cin birinci, 4
milyon koloni ile Tiirkiye ikinci sirada yer almakta, ardindan da Etiyopya, Iran ve

Arjantin’nin geldigini bildirmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Aricilik yapan bazi {ilkelerinin 2007 yili koloni sayilar1 ve bal verimleri (URL-

12).
. Bal .
Ulkeler IS(;;?SI:I Ulkeler Uretimi Ulkeler ng m
(ton)
1.Cin 7407 000 1.Cin 303 220 1.Kanada 56,68
2.Tiirkiye 4 825 596 2. Arjantin 81 000 2.Avustralya 48,91
3.Etiyopya 4 800 000 3.Tiirkiye 73 935 3.Cin 40,93
4.iran 3500 000 4.ABD 67 286 4.Brezilya 40,87
5.Arjantin 2970 000 5.Meksika 55459 5.Meksika 30,18
6.Tanzanya 2700 000 6.Etiyopya 44 000 6.ABD 28,03
7.Kenya 2500 000 7.iran 36 000 7.Arjantin 27,27
8.Ispanya 2 500 000 8.Brezilya 34 747 8.Romanya 18,81
9.ABD 2400 000 9.Kanada 31489 9.Almanya 17,77
10.Meksika 1 800 000 10.ispanya 31256 10.Fransa 15,76
11.Polonya 1450 000 11.Tanzanya 27000 11.Tiirkiye 15,32
12.Yunanistan 1315 000 12.Kenya 25000 12.Yunanistan 13,45
13.Fransa 1014 820 13.Avustralya 18 000 13.italya 12,76
14.italya 940 000 14.Yunanistan 17 690 14.ispanya 12,50
15.Almanya 900 000 15.Romanya 16 767 15.Polonya 10,31
16.Romanya 891 043 16.Almanya 16 000 16.iran 10,28
17.Brezilya 850 000 17.Fransa 16 000 17.Kenya 10,00
18.Kanada 555471 18.Polonya 14 954 18.Tanzanya 10,00
19.Avustralya 368 000 19.italya 12 000 19.Etiyopya 9,16
Diinya 63 540 145 Diinya 1400 491 Diinya 22,04




Bu siralamadaki ilk ii¢ iilke diinya toplam ar1 kolonisi varliginin %25’ine sahiptir.
Bal tiretiminde ise ilk siray1 Cin alamakta (303 bin ton), sonra Arjantin (81 bin ton) ve
ticlincii sirada Tiirkiye (73 bin ton) gelmektedir. Tiirkiye bu potansiyeli ile diinyada
onemli bir aricilik tilkesi ve bal iireticisi konumundadir (Firath vd., 2010). Bal verimi
Cin, Arjantin, ABD, Meksika, Kanada, Brezilya ve Avustralya’da diinya ortalamasinin
iizerinde olup 30-60 kg arasindadir. Ulkemizde bal verimi yaklasik olarak 15 kg olup,
diinya ortalamasindan (22 kg) olduke¢a diisiik olmakla birlikte, Avrupa Birligi (AB)

iilkelerindeki ortalama degerlerine benzerlik gdstermektedir (Firatli vd., 2010).

1.5. Tiirkiye’de Aricilik Sektoriiniin Genel Goriiniimii

Tiirkiye’nin cografi konumu, ekolojisi, nektar-polen saglayan zengin bitki varligi
ve ar1 materyalinin genetik yapisiyla 6nemli bir potansiyel olusmakla birlikte, ari
yetistiriciliginde yasanan bir¢ok sorun nedeniyle istenilen verim diizeyine
ulagilamamistir. Ariciligin temel sorunlarinin basinda egitim, damizlik temini ve ari
sagligr konular1 gelmektedir. Aricilik konusunda teknik ve yardimci eleman eksikligi,
yapilan aragtirmalarin uygulama alanina aktarilamamis olmasi, yaym eksikligi,
pazarlama ve iiretimde organizasyonun kurulamamis olmasi, ar1 hastaliklar1 konusunda
yeterince aricilarin bilgilendirilmemesi gibi eksiklikler tilke ariciligini biiytik bir bosluk

icerisinde birakmaktadir (Gilinaydin, 2008).

Son yillarda 6nemli gelismeler gosterse de koloni basina verimdeki artig hizi
istenilen diizeyde gerceklesmemistir. Kovan sayisina bakildiginda ise yillar itibariyle
siirekli artis gdstermektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore 2013 yili
itibariyle iilkemizde koloni sayis1 6.641.348 adet oldugu bildirilmektedir (Tablo 2).
Koloni varligr 1991 yilinda 3.428.444 adet, 2000 yilinda 4.267.123 iken 2005 yilinda
bliylik artis gostermemekle birlikte 4.509.013e yiikselmistir.

Yanlis aricilik uygulamalari, hastaliklar ve degisen iklim kosullar1 nedeni ile 2007
yilinda kitlesel ar1 6liimleri gerceklesmis, dolayisiyla bal iiretimi yaklasik 10.000 ton
azalarak 73.935 tona diismiistiir. Bu veriler 2013 yilinda 94.694 ton, verimlilik 14,3 kg
olarak gerceklesmistir (URL-13).



Tablo 2. Tiirkiye’de kovan sayisi, bal liretimi ve ortalama bal verimi (URL-13).

Yillar Arnicilik Yapilan Koy  Yeni Kovan  Eski Kovan Bal Verim
Sayisi (adet) (adet) (adet) (ton) (kg)
1991 21 540 3161 583 266 859 54 655 15,9
1992 21931 3289672 250 656 60 318 17,0
1993 21975 3450755 234 692 59 207 16,1
1994 22 050 3567352 219 236 54908 14,5
1995 21987 3701 444 214 594 68 620 17,5
1996 22329 3747578 217 140 62 950 15,9
1997 22 145 3798 200 204 102 63319 15,8
1998 22302 4 005 369 193 982 67 490 16,1
1999 22 447 4135 781 185915 67 259 15,6
2000 22 571 4067 514 199 609 61 091 14,3
2001 22 606 3931 301 184 052 60 190 14,6
2002 22423 3980 660 180 232 74 554 17,9
2003 22 110 4098 315 190 538 69 540 16,2
2004 22133 4237065 162 660 73 929 16,8
2005 22 550 4432 954 157 059 82336 17,9
2006 22 305 4704 733 146 950 83 842 17,3
2007 21 560 4 690 278 135318 73 935 15,3
2008 21093 4750 998 137 963 81 364 16,6
2009 21469 5210481 128 743 82 003 15,3
2010 20 845 5465 669 137 000 81115 14,5
2011 21 131 5862312 149 020 94 245 15,7
2012 21307 6 191 232 156 777 89 162 14,1
2013 79 934* 6458 083 183 265 94 694 14,3

*Aricilik yapan kdy sayisi 2013 yilindan itibaren “aricilik yapan isletme sayisi” olarak degistirilmistir.

1.6. Bal Aris’nmin Tarihi

[k defa Linnaeus tarafindan 1758 yilinda bal arisina “bal tasiyan ar1” anlaminda

Apis mellifera adi verilmistir. Daha sonralar1 “bal yapan ar1” anlamina gelen Apis

mellifica ad1 bal arisina verilse de bu isim ilk adi1 kadar yaygin kullanilmamistir (Silici

ve Ozkok, 2011).

Bilinen ilk ar1 fosili 40 milyon yil 6nce (Eosen Donemi) Baltik Amber’de

bulunmustur. 4. mellifera’nin tersiyer donemde Afrika’da subtropiklerden koken aldigi

diistiniilmektedir. Daha sonralar1 Giiney Afrika’dan Kuzey ve Bat1 Avrupa’ya, Hindistan

ve Cin’in i¢ kisimlarina kadar yayilim gostermislerdir. Amerika’ya gog¢menler

tarafindan ilk koloniler ise 1700’lerin sonlarinda gotiiriilmiistiir. Giintimiizde kutuplar

harig biitiin diinyaya yayilmislardir (Silici ve Ozkdk, 2011).



1.7. Bal Aris1 Taksonomisi

Diinyada 100.000 dolayinda bdcek tiirii taksonomik olarak siiflandirilmistir. Bu
100.000 tiir i¢inde 23.000 dolayinda ar1 tiirii bulunmaktadir. Bal arilar1 evrimleri
stiresince diger bocek tiirlerinden farklilik gostererek kendilerine has morfolojik ve
anatomik yapilarini gelistirmiglerdir. Hayvanlar aleminin bocekler sinifinda yer alan bal

arisinin taksonomisi asagida verilmistir (URL-2).

Kingdom : Animalia (Hayvanlar)
Phylum : Arthropoda (Eklembacaklilar)
Subphylum : Antennata (Antenliler)

Class : Insecta (Bocekler)

Order : Hymenoptera (Zar kanatlilar)
Family : Apidae (Arilar)

Genus : Apis (Bal Arilar)

Species : Apis mellifera (Bal Aris1)

Apis cinsi i¢inde Apis mellifera "Bat1" bal aris1 olarak adlandirilir (Linnaeus,
1758). Bunun disinda "Dogu" bal aris1 olarak Apis cerana, Apis dorsata ve Apis florea
olarak adlandirilan 3 tiir daha bilinmektedir. Diinya bal {iretiminde 4. cerana’dan
kismen yararlanirken tamamina yakini1 4. mellifera’dan gerceklestirilmektedir. Diger 2

tiir ise dogal yuvalarda tek bir petek lizerinde yagamaktadirlar (Arslangiindogdu, 2011).

1.8. Bal Aris1 Biyolojisi

Bal arilariin yasaminda tam baskalasim s6z konusudur. Bal arilar1 yasamlarina
yumurta olarak baslayip larva, pupa ve ergin evrelerini gecirerek gelisimlerini beslenme
cesidine gore ana ari, is¢i ar1 ve erkek ar1 olarak tamamlarlar. Ana ari ile is¢i ar1, ana
arinin petek gozlerine yumurtladigr dollenmis yumurtalardan, erkek arilar ise dolsiiz
yumurtalardan meydana gelmektedir. Yumurtanin petek goziine birakildigi andan
itibaren ergin ar1 oluncuya kadar gecen siire ana ar1 i¢in 16, is¢i ar1 i¢in 21 ve erkek ar1

icin 24 giindiir (Tablo 3; Sekil 2, 3 ve 4) (Arslanglindogdu, 2011).



Tablo 3. Farkli ar1 simiflarinin gelisim siireleri (Kandemir, 2010)

Bal Anisi Yumurta Larva Pupa Donemi Top}am
Simifi Donemi (giin) Donemi (giin) (giin) Gelisme
g g g Siiresi
Kraligce Ar 1.-3. 4.-9. 10.-15. 16
Isci Ant 1.-3. 4.-9. 10.-20. 21
Erkek An 1.-3 4.-10. 11.-23. 24
1 2 3 4
3
6

9 10 T 12 135 14 * 15

Sekil 2. Kralige armin gelisim evreleri (URL-3).

/ /

o~ o™ s w ©o ~ <o (=2}

Sekil 3. Is¢i arinin gelisim evreleri (URL-3).

7
1 13
: 8
2 14
= 9
3 i 15
. 10
4 2 16
: - &
5 17
R
6 18 4

Sékil 4. Erkek arinin gélisifn evreleri (URL-3).
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1.8.1. Yumurta

Art yumurtast silindir seklinde, uglar1 yuvarlak ve uzun ekseni boyunca egri bir
disbilikey goriiniimiindedir. Petek tlizerindeki kiigiik gozler (hiicreler) is¢i ar yetistirmek
icin, biiylik gozler ise erkek ar1 yetistirmek icin yapilir. Ana ar1 bliylik petek goziine
dolsiiz yumurta birakirken, kiiglik goze ise dollii yumurta birakir. Yumurta petek goziine
birakildigr zaman dikey konumundadir. Dikey konumda birakilan yumurta yavas yavas
yana egilerek tliglincii goniin sonunda petek goziinliin tabaninda tamamen yatay bir
konuma gelir. Bu 06zellikten faydalanarak petek goziindeki yumurtanin ka¢ giinliik
oldugu kolayca anlasilmaktadir. Petek goziinde bulunan doéllenmis yumurta
dollenmemis yumurtaya oranla daha hizli gelisir ve dort saatte gelisimini tamamlar.
Embriyo 3. giinlin sonunda yumurtadan cikip larva donemine ge¢mektedir (Sekil 5)

(Arslanglindogdu, 2011).

1.8.2. Larva

Bal aris1 larvast renk, sekil, hacim olarak ¢ok hizli ve onemli degisiklikler
gosterir. Bu donemde viicudu olusturan halkalar {lizerinde gézenekler bulunur ve basta
agiz parcalart olusmustur (Sekil 5). Larva donemine ge¢meden Once, is¢i arilar
tarafindan larva yumurtadan ¢iktig1 an beslenebilmesi i¢in yumurtanin yanina ar siitii
(5-15 giinliik is¢i arilar tarafindan salgilanan) koymaya baslarlar. Larvanin ¢ikisiyla
birlikte gozlere birakilan ari siitii miktarida artmaktadir. Biitiin ar1 bireyleri larva
doneminin ilk {i¢ glinlinde an siitliyle beslenir. Larvaya verilecek an siitiiniin 6lgiisii
bireylere gore degisir ve en ¢ok ari siitiinii ana ar1 larvalan tiiketir. Ana ar1 larvalari
biitiin larva donemi boyunca ar1 siitiiyle beslenmektedir. Larva doneminin ikinci iig
giinliik kisminda 1s¢i ve erkek ar1 larvalari ¢igek tozu-bal karisimina benzer, polen ihtiva
eden diisiik kalite ar1 siitiiyle beslenirler. Yani keliteli beslenen do6llii yumurtadan ana
arl, daha az Kkaliteli beslenen dolli yumurtadan is¢i arilar meydana gelir

(Arslangiindogdu, 2011).
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ekil 5. Yumurtadan olgun larvaya ge¢is ve larva goriintiisii (URL-3).

1.8.3. Pupa

Larva 6 giin igerisinde 5 kez gomlek degistirerek pupa donemine girer (Sekil 6).
Isci ar1 larvas: bulunan gozlerin agz1 8. giiniin sonunda miihiirlenir. Larva 9. giiniinde
basindaki 6zel bir bezden salgiladigi salgiyr kullanarak bir kozaya doniisiir. Bu koza
icerisinde 10. giiniinde hareketsiz olarak durmaktadir. Bu evre prepupa (pupa 6ncesi)
devresi olarak adlandirilir ve 11. giinde pupa olur. Pupa déoneminde beslenme olmaz,
renk ile deri degisimi gerceklesir, ayaklar, kanatlar ve biitiin organlar olusur. Pupa
dénemi prepupa donemiyle birlikte toplamda ana arida 7, is¢i arida 12 ve erkek arida 15

giin siirer (Arslangiindogdu, 2011; Ergiin, 2003).

o
5

Sekil 6. Bal arisi pupa goriintiisti (RL-).

1.8.4. Ergin

Pupa 6. gomlegi degistirdikten sonra pupa evresinde kapatilmig olan petek gozii
miihriinii kemirerek kaldirmakta ve gozden ergin ar1 seklinde ¢ikmaktadir (Sekil 7). Bu
islem 12-24 saat kadar siirmekte olup gozden ¢ikan arilar diger ergin arilarin arasina

karisarak kovan i¢i gorevlerine baglarlar (Arslanglindogdu, 2011).
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!

kil 7. Pupé t')nemini tamalayrak gbzden yeni ¢ikan bir isci ar1 (URL-3).

1.9. Bal Aris1 Morfolojisi

Ar bir bocek olup kitinden yapilmis dis iskeleti, alt1 bacagi ve bir ¢ift anteniyle
tipik bocek ozelliklerini tasir. Karincalar ve esekarilar gibi bal arilar1 da zar kanathilar
takimindan olup dort adet zar kanadi, ¢igneme ve emme islevine sahip agiz pargalart ve
tam metamorfoz gegirmeleri ortak 6zellikleridir (URL-4). Ar1 viicudu temel olarak bas

(head), gogiis (toraks), karin (abdomen) olmak {izere {i¢ kistmdan olusur (Sekil 8).

Bas lizerinde yerlesen gozler, antenler ve beslenme yapilar1 olarak proboscis (dil)
ile mandibula (¢eneler) bulunur. Proboscis, sivilari emmede; mandibula ise poleni
ezmek ve balmumunu sekillendirmek ic¢in kullanilir. Kralige ve is¢i arinin basi ¢ok
benzerdir. Her ikisinde antenler aynidir (12 béliimden olusur). Erkek arida ise anten 13
boliimden meydana gelir (Sekil 9). Arilarin ti¢ basit (ocelli), iki bilesik olmak tizere bes
g0zii bulunur. Bilesik gozler ommatidia ad1 verilen bireysel olarak 15181 duyarl yiizlerce
hiicreden olugmustur. Bu yapilar araciligiyla gozler; renkten, isiktan ve gilinesin
ultraviyole 1sinlarindan yon bilgisini algilayabilmektedir (Morse ve Hooper, 1985;

Sammataro ve Avitabile, 1998).
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Bal Anrnsi

Apis mellifera

—_—— On Kanatlar

Ocelli GSzler
___Kanat Kancalan

Bilegik Gozler — Arka Kanatlar

Hava Delikleri

Bas Gagus Kann

Sekil 8. Bal Arisi1 viicut kisimlari (URL-5).

Sekil 9. Sirasiyla ana ari, ig¢i ar1 ve erkek arinin bas yapilarinin goriintiisii (URL-5).

Ar1 viicudunun orta boliimii olan gogiis (toraks), bacaklar1 ve kanatlar igeren bas
ile karmn arasindaki bolgedir. Son derece iyi kas yapisina sahip olup li¢ ¢ift bacak
bulunur. Uzerindeki 6zel yapilar ve killarla bezenmis bacaklari armnm kendisini
temizlemesine (en ondekiler), polen toplamasina ve tasimasina yardimci olur. Isci
arilarin arka bacaklari, polenleri toplama ve tagimaya uygun olarak 6zellesmistir. Arka
bacagin i¢ kismimi kaplayan killar polen taraklarini olusturur. Arilar, agizlart ve
bacaklari ile topladiklart polenleri polen sepetine depolarlar. Toraks iizerinde ii¢ ¢ift
olarak bulunan spirakulumlar ise solunum sisteminin disa agilan kisimlaridir
(Sammataro ve Avitabile, 1998; Kandemir, 2010). Bal aris1 viicudunun son kismi olan
karin (abdomen) hava delikleri, mum salg1 bezleri (4 ¢ift mum salg1 bezi), koku bezleri,
igne, zehir kesesi gibi bir¢ok boliimden olusur. Is¢i ar1 hayatiin bir béliimiinde kovan
icerisinde mum salgilar ve peteklerin kabartilmasini gergeklestirir. Mum kiiciik levhalar

seklinde iiretilip daha sonra birbirine eklenip petekler olusturulur (Sekil 10).
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Sekil 10. Balmumu bezlerinden mum salgilanmasi (URL-5).

Karindaki koku bezleri, kovan ig¢i iletisimden, haberlesmeden sorumludur. Zehir
kesesi ve igne ise bal arilarinin yegane savunma mekanizmast olup 6liim pahasina
kovani korumada kullanilir. igne ¢ok ilging bir yapiya sahip oldugundan ar1 bir kez
soktugunda igne kolayca geri ¢ikmaz, ancak zehir kesesi ile birlikte ¢ikar, istemsiz

hareket ettiginden hala pompalamaya devam eder ve ar1 6liir (Sekil 11).

Skil 11. I$<;1 arinin deriye ignesini sokmasi goriintiisii (URL-4).

Kralice sadece kendisi gibi kralice olan bireyleri sokar ve kovana hakim olur.
Erkeklerde ise igne yoktur ve sokamaz. Ar1 zehiri son derece pahali ve bir okadar da
saglikta kullanilan bir maddedir. Ar1 zehiri bir protein zehiridir, igerisinde 2 ana protein
bulunur, sekapin ve mellitin adlart ile bilinir. Bu zehrin kullanimi sonucu yapilan

tedaviye Apiterapi ismi verilir (Kandemir, 2010).
1.10. A1 Hastaliklar1 ve Simiflandirilmasi

Bal aris1 hastalik ve zararlilari, ariciligin gelismesini yavaslatan ve {iretimi
sinirlandiran en 6nemli faktorlerden biridir (Aydin vd., 2003). Arinin gelisme donemi,

pek c¢ok hastalik etmeni ve zararli i¢in uygun ortam olusturmaktadir. Ar1 hastaliklari,

ergin ve yavru hastaliklar olarak siniflandirilabilir (Tablo 4 ve 5).
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Tablo 4. Bal aris1 zararlilar1 (Uygur ve Girisgin, 2008).

Hastahk Adi

Etken Etken Grubu

Varroa
Mum Giivesi

Trake Akari

An Biti

Yaban arilan, karincalar,
ar1 kusu, fare, ayi, Kirpi

Varroa destructor Artropod
Galleria mellonella
Achroia grisella

Acarapis woodi Artropod
Braula coeca

Artropod (insect)

Artropod (insect)

Tablo 5. Bal arisinda goriilen hastalik ve etkenleri (Uygur ve Girisgin, 2008; Shimanuki

ve Knox, 2000).

Hastahik Ad1 Etken Etken
Grubu
Bal Aris1 Yavrularinda
Amerikan Y.C Paenibacillus larvae Bakteri
Avrupa Y.C Melisococcus pluton Bakteri
Bacillus alvei
Bacillus laterasporus
Enterococcus faecalis
Powdery Scale Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens Bakteri
Kire¢ Hastalig Ascosphaera apis Mantar
Tas Hastalig1 Aspergillus flavus Mantar
Aspergillus fumigatus
Tulumsu Y.C Marator aitatulas Viriis
Bal Arnis1 Erginlerinde
Nosema Hastalig1 Nosema apis Protozoon
Septisemi (kan zehirlenmesi)  Pseudomonas apiseptica Bakteri
Paraliz (ar1 felci) 20 civarinda viriis Virlis
Amoeba Hastalig1 Malpighamoeba mellificae Protozoon

Bununla birlikte, diinyadaki hizli ulagim, kitalar ve iilkelerarasi ari, ar1 iirtinleri

ve aricilik malzemeleri ticareti ar1 hastaliklarinin kisa siirede tiim tilkelere yayilmasina

neden olmaktadir. Gezginci aricilik islevi de hastalik ve zararlilarin iilke i¢indeki hizli

yayilisinda 6dnemli bir etkendir. Ar1 hastaliklar, yavru yetistirme faaliyetinin biiyiik hiz

kazanmis olmasi, beklenmeyen soguk ve yagisli havalar nedeniyle 6zellikle ilkbahar

aylarinda en sik goriliir. Bu kritik donemde arilarin 6zellikle yavru hastaliklarina karsi

korunmasi, koloni kontrollerinin sik yapilamsi ve koloninin isiitiilmemesine 6zen

gosterilmelidir (Anonim, 2001; Shimanuki ve Knox, 2000).

16



1.11. Bal Anis1 Yavrularinda Hastalik Yapan Gruplar

1.11.1. Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AFB)

Hastalik hakkindaki ilk aragtirmalar ABD’de yapildigi icin Amerikan Yavru
Ciriikliigli (AFB) olarak adlandirilmistir. Tiim diinyada goriilen yavru armin larva
donemini etkileyen cok bulasict ve Oldiriicii bir hastaliktir. Hastaliin etkeni
Paenibacillus larvae olarak adlandirilan, 2.5-5 um boyunda, 0.5-0.8 pm eninde Gram
pozitif (+) sporlu bir bakteridir. ingiltere ve Yeni Zelenda’da bu hastaliga karsi ilag
kullanilmamakta ve bulasik kovanlar yakilmaktadir. Yetiskin arilarda AFB hastalig

goriilmez. Parazit sadece Apis cinsine dahil arilarin larvalarini efekte etmektedir (Ergiin,

2003).

1.11.2. Paenibacillus larvae’min Genel Ozellikleri

Paenibacillus larvae’nin Sistematikteki Yeri (Ash vd., 1993)
Alem : Bacteria

Sube : Firmicutes

Smif : Bacilli

Takim : Bacillales

Aile :Paenibacillacese

Cins : Paenibacillus

Tirler : P. larvae, P. alvei, P. amylolyticus, P. dendritiformis, P. lactis, vb.

Paenibacillus fakiiltatif anaerobic, endospore-olusturan Gram pozitif bir bakteri
olup, orijinal olarak Bacillus cinsi i¢inde yer almaktaydi, ancak 1993°te bu gruptan
ayrilmistir (Ash vd., 1993). Vejetatif formu zincir veya tekli ¢cubuk seklinde, sporlar ise
1g seklinde 1.3 pm x 0.6 um boyutunda ve siskindir (Sekil 12). Karbol fuksin ile
sporlarin duvarlar1 kirmizzims: mor renkte boyanmaktadir ve spor merkezleri seffaftir

(Breed vd., 1957; Shimanuki ve Knox, 2000).
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Sekil 12. Paenibacillus larvae’nin sirasiyla vejetatif, spor-vejetatif ve spor formlarinin
goriiniimii (Shimanuki ve Knox, 2000).

Hastalik etmeni olan sporlar kuru olarak 100 °C’de 8 saat, siv1 iginde ise 90 °C’de
120 dakika, 100 °C’de 11-14 dakika dayanabilmektedir. 100 °C 1sitilmis balda 30
dakika yasadig saptanmis, 116 °C sicaklikta ise 20 dakikada 61diigii bilinmektedir. Bu
sporlar kovanda 33 yil, toprakta 60 yil ve temel petekte 45 yil canli kalabilmektedirler
(Onciier ve Benlioglu, 1998).

Bakteri degisik ¢evresel kosullarda toprak, su, rhizosferde, bitkisel materyallerde,
yemde ve bdcek larvalarinda, hatta klinik orneklerde izole edilmistir (Lal ve
Tabacchioni, 2009; McSpadden Gardener, 2004; Montes vd., 2004; Ouyang vd., 2008).
Latince “paene” neredeyse anlamina gelmektedir. iki forma (spor ve vejetatif hiicre)
sahiptir. Yanlizca sporlar bal arilart igin infeksiyon etkenidir. P. [arvae’nin sporulasyonu
ve gelisimi, ar1 larvalarinin hemolenfinde olmasinin yani sira ¢ogu suslar saf atik

iriinlerde de gelisirler (Shimanuki ve Knox, 2000).

P larvae ve eski adiyla P. pulvifaciens tirii AFB etkeni olarak bilinirken P,
polymyxa, azot fikse etme yeteneginden dolay1 tarimda ve bahgecilikte, P. amylolyticus
endiistride ve P. peoriate medical uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu grup bakteriler
degisik ekstraselliller enzimler (polisakkaritler, parcalayici enzimler ve proteazlar)
uretirler ve kozmetikten biyoyakita kadar degisik sentetik reaksiyonlari
katalizleyebilirler. Degisik Paenibacillus spp. tlirleri antimikrobiyal maddeler iiretebilir
ve c¢ok sayida mikroorganizmaya mantarlara, toprak bakterilere, bitki patojeni
bakterilere ve hatta 6dnemli anaerobik patojen olan Clostridium botulinum’a kars1 etkili
olabilirler (Girardin vd., 2002; Piuri vd., 1998; Von der Weid vd., 2003). Paenibacillus
dendritiformis ilk Ben—Jacob vd. (1994) tarafindan kesfedilen karmasik ve dinamik

mimarili desen olusturan sosyal bir bakteri tiirii vardir.
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1.11.3. P. larvae’nin izolasyonu ve identifikasyonu

Paenibacillus’un biyolojik orneklerden izolasyonu, vejetatif mikroorganizmalarin
1stya muamele edilerek 6ldiiriilmesinden sonra yapilmaktadir. Bu asama P. larvae’nin
diger mikroorganizmalarca maskelenmesini Onlemeyi hedeflemektedir. P. larvae’nin

farkli genotiplerinin ¢imlenme yetenekleri farklidir (de Graaf vd., 2013).

AFB oOrneklerinde  MYPGP agar rutin kullanilir. Inkiibasyon icin CO,
gerekmemekle birlikte %5 CO, varligit ¢imlenmeyi O©nemli Olgiide arttirdigi
bildirilmektedir. Paenibacillus’un diger tiirlerle kontaminasyonu yani sira Bacillus ve
Brevibacillus cinsi bakterilerle kontaminasyonunu nalidiksik asit ve pipemidik asit
araciligiyla inhibe edilebilmektedir. Kiiltlir ortaminda goriiniir koloniler inkiibasyonun
2. giiniinden sonra gozlenir; ancak bazen daha fazla siireye de ihtiya¢ duyabilmektedir

(de Graaf vd., 2013).

Paenibacillus larvae’nin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bazli identifikasyonu
onerilmekte ve bu amagcla bircok metod tanimlanmaktadir. Ancak 16S rRNA genine
dayali tan1 en ¢ok tercih edilen metod olarak bilinmektedir. Paenibacillus larvae
suslarinin ~ farkli  tanimlanmalarinin  standart  tekniklerin  belirlenmesi, AFB
epidemiyolojisi caligmalar1 i¢in zorunludur. Bu ise bilim adamlarina hastalik bas
gosterdiginde infeksiyon kaynaginin belirlenmesinde, infeksiyonlar arasindaki iliskide,
virulant suslarin tanimlanmasinda, tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ve onlemlerin
izlenebilirliginde énem arz etmektedir. Izolatlarmn farkliliklarinin belirlenmesinde farkli
teknikler kullanilabilir. Bunlardan bazilar1 fenotipik karakterlerin belirlenmesi, hiicre ve
koloni morfolojisi, total bakteri proteininin SDS-PAGE ile belirlenmesi veya

biyokimyasal profillerinin belirlenmesini kapsamaktadir (de Graaf vd., 2013).

1.11.4. P. larvae’nin Kiiltiirel Karakteri

Aerobik ve fakiiltatif anaerobik ortamlarda gergeklesir. Sporulasyon ve vejetatif
bliylime icin aerobik kosullar gerekmektedir. Sporlarin gelismesi diisiikk oksijen
atmosferi ile artirilir. Basit ortamlarda biiylimez (nutrient broth veya nutrient agar)

Bacillus ve Paenibacillus’un diger cinslerden ayrilmast i¢in temel karakteristik
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ozelligidir. Baglica bliyime ortamlar1 ise; bal aris1 0Oziitii ortami, nutritive
broth/agara %10 tavsan ya da at serumu eklenmesi ile olusan ortam, %0,01
thiaminhydrochloride ilaveli BHI. Sivi ortamda kiiltiirel karakterizasyonu; diizgiin

olmayan, s1vida bulaniklik meydana getiren, bazi suslar ince seffaf filmler olusturabilir.

Kati ortamda kiiltiirel karakterizasyonu; kiigiik, 1-2 mm ¢apinda gri, agik sar1, R-
tipi, kum tanesi goriinlimli kolonilerdir. Zenginlestirilmis veya bifazik besiyerlerinde
bircok gram negatif ve pozitif bakterilere karsi (spor olusturma evresinde)
antimikrobiyal etkili maddeler iiretmesinden dolayr genis, mukoid, opak koloniler
olustururular. Bazi zamanlar bu bakteriler parlak turuncu pigmente sahiptir (URL-10;

Shimanuki ve Knox, 2000).

1.11.5. P. larvae’nin in Biyokimyasal Karakteri

Gliserol, glukoz ve trehalozdan asit iiretir. L-arabinoz ve D-ksiloz’dan ise asit
iiretemez. Kazein ayristirma, jelatini sivilastirma, lipaz, H,S iiretme ve eskulin hidrolizi
pozitif sonu¢ verirken nisasta hidrolizi, fenilalanin, indol iiretimi, voges-proskauer,
katalaz, dihydroxyacetone iiretimi ve sitrat kullanimi testleri negatif sonu¢ vermektedir.
Nitrat1 nitrite doniistiirme, alkalin fosfataz, asit fosfataz, mannitol ve salisinden asit
tretme testleri ise degiskenlik gosterir. Sporulasyon evresinde giiclii proteolitik
enzimler {retir ve kazeini par¢alamasi ile bu 6zellik gozlenebilir (URL-10; Shimanuki

ve Knox, 2000).

1.11.6. P. larvae’nin in vitro Sporulasyonu

Paenibacillus larvae ve P popilliae katalaz negatif Paenibacillus’lardir.
Boceklerde etkin karakteristik sporulasyona sahiptirler fakat genellikle in vitro gelisme
kosullar1 kullanildiginda ¢ok zayif sporlanirlar. Paenibacillus larvae’da in vitro
sporulasyonun baskilanmas1 oksijenik toksisitesinden dolayr meydana gelir. Ornegin
NRRL-B 3650 susunun gelisimi, siv1 kiiltiirde O;’in sinirlandirilmasi durumunda artar.
Hatta sporulasyon sirasinda besin yetersizligi spor olusumunu arttirdig1 gozlenmistir (de

Graaf vd., 2013).
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1.11.7. P. larvae’da Antibiyotik Kullanim

Baz1 iilkelerde oksitetrasiklin antibiyotigi ar1 ireticileri tarafindan bal aris1
kolonilerinde AFB’de yogun kullanimi, P [larvae izolatlarinda tetrasiklin ve
oksitetrasiklin direnci ile sonu¢lanmistir. Direncin genomik olmayan (plazmid veya
konjugant transpozon tarafindan) horizontal yolla aktarildigi ve hatta tetrasiklinin sub-
inhibitor konsantrasyonlarda varligir direncin artmasina neden oldugu goriilmiistiir. P,
larvae yiiksek direngli fenotipleri tetK ve tetL genleri dahil oldugu farkli tetrasiklin
direnci tasityan dogal plazmidlerin varligi belirlenmesiyle iliskilidir (de Graaf vd.,
2013). P. larvae’nin da dahil oldugu cogu Paenibacillus tiirlerinde yiiksek tetrasiklin
hassasiyeti bulunmaktadir. P larvae’nin varligr kiiltiir ortaminda 0.02 pg/mL
konsantrasyonlarinda tetrasiklin ilavesiyle 6nlendigi bildirilmektedir. Alternatif olarak 5
ng’lik oksitetrasiklin diski bakteri suslarinda genis (yaklagik 50 mm) inhibisyon zon
caplaria neden olmaktadir (Shimanuki ve Knox, 2000; de Graaf vd., 2013).

1.11.8. Hastahi@in Bulasma Sekli ve Hayat Evresi

Baslica bulasma yollar1 ¢ok olup bunlar; sterilize edilmemis temel peteklerin
kullanimi, aricilarin kendileri, arici alet ve ekipmanlari, hastalikli kovanlardan diger
kovanlara ¢erceve transferleri, dogal ve suni ogullarin bulas olusumu, hastalik etkeni
tasiyan ergin arilarin varlhigi, bulasik kovanlarin nakilleri, kontamine ballarla ar
beslemesi, ana armin bulasmis olmasi, hastalik etkeni ile bulasik olan eski kovanlarin

kullanilmasi gibi pek ¢ok sebepler sayilabilir (MAYBIR, 2014).

Ari larvasi bakict ig¢i ar tarafindan kendisine verilen sporla bulasik giday: alarak
hastaliga yakalanir. Sporlar sindirim organlarinda gelisip ¢ogalarak larvanin gelismesini
yavaslatirlar. AFB’de, bakteri larvanin gidasimi yedigi i¢in larvalar agliktan oliirler.
Larvalar pupa donemine gecerken sporlar sindirim organlarini pargalayarak kana geger
ve yavrular kapali gozler icinde &liir. Olen bir yavruda 2-2,5 milyar AFB sporu olusur
ve yavru ¢iiriiyerek petek goziiniin tabanina yapisir. Isci arilar kapali gozler icindeki
Olen yavru arilar bilirler ve bu gozler tizerinde ufak delikler agarlar. Kovan temizligi
yapan arilar da tizerinde delik bulunan gozleri agarak Oli yavrular1 temizlemeye

caligirlar. Olen yavrularin disar1 atilmasi ve petek gozlerin temizligi sirasinda temizlikgi
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arillar AFB sporlarin1 kovan igerisine bulastirarak hastaligin yayilmasina yol agarlar.
Arilar tarafindan temizlenemeyen Olii larva ve pupalar kuruyarak petek gozlerinin
tabanina yapisirlar. Burada olusan sporlar larva kalintilar1 ve petekler iizerinde uzun
yillar canliliklarin1 koruyarak hastaligin c¢evreye yayilmasma neden olurlar (Ergiin,

2003).

1.11.9. Hastahgin Belirtileri

Kuvvetli kolonilerde yeni bulagmis hastaligin farkina varmak olduk¢a zordur.
Hastalik ilerledikce ar1 sayisinda bir azalma baglar. Aktif ve ¢aligkan arilarda tembellik
ve halsizlik géze carpar. Hastaligin baslangicinda ucus deligi 6niinde, acik ve kapanmis
gozlerden sokiip atilan heniliz tam kurumamis koyu renkli larvalara rastlanir. Saglikli bir
larva, inci beyazi goriiniisiinde, petek goziinde dik vaziyette bulunur. AFB enfekte bir
larva, dnce petek goziiniin tabaninda “C” harfi seklinde daha sonra hiicreyi dolduracak

sekilde yukar1 dogru gelisirek dik pozisyonda oliirler (Sekil 13).

Sekil 13. Amerikan yavru ciiriikliigii hastaligina yakalanmis larva goriintiisii (URL-6).

AFB ile hastalikli petek ve petek gozleri, saglikli kapali gozler, hastalikli larva
kalintilarini iceren agik goézler ve bos gozlerden ibaret alacali manzara ile karakteristik
bir goriiniise sahiptir. Hastalikli larvalarin bulundugu petek gozii kapaklari; i¢ biikey,
koyu renkli ve siimiiksii manzaradadir. Kapali gozlerde kapagin rengi solmus, igeriye
dogru g¢ukurlasmis, ayrica delinmis (toplu igne bast kadar) durumdadir. Enfeksiyon
ilerledikge petek gozlerinin kapaklarinda diizensiz delikler olusur (Sekil 14).
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Sekil 14. Sirasiyla AFB’li petegin (URL-6) ve kapali gézlerin (URL-8) goriintiisii.

Olii larvalar koyu renkli, kahverengi, hatta siyaha kadar renk degistirir. Olii larva
cikolata rengini aldiginda bir kibrit ¢opii sokulup c¢ekilirse, larva iplik gibi 2,5-10 cm
uzar (Sekil 15). Olii larvalar iceren peteklerde, tipik zamk kokusu veya bozulmus balik
kokusu vardir ve nihayet 1 ay veya daha sonra hastalikli bireyler kokanlara kuvvetle
yapigmis, tipik koyu pullar halini alir. Olii pupanimn kurumus kalintisi isci arilarm sokiip
cikaramayacagi sekilde petek goziiniin ig¢ine yapismistir. Eger 6liim pupa sathasinda
olursa, ‘pupa dili’ seklinde isimlendirilen, pupalarin agiz organellerinin disar1 uzamasi

ve petek gozilinlin tavanina yapismasi seklinde karakteristik bulgular sekillenir (Sekil

15). Dile ilaveten kurumus pul seklindeki larvalar da hastalik i¢in patognomonik olan

ozelliklerdir (URL-7).

Sekil 15. Amrikan yavru ¢liriikliigii hastalikli larvalarda stimiiksii goriintim (URL-9).

1.11.10. Hastaligin Onlenmesi

Hastaligin 6nlenmesinde Oncelikle hijyen kurallarina tiim aricilarin titizlikle top

yekiin uymasiyla miimkiin olmaktadir. Bu amagla;

- Arncilarin temiz kovan ve malzeme kullanmasi,
- El demirini her kovani inceledikten sonra mutlaka koriik icerisinde yakarak steril

etmesi gerekmektedir. Boylece kovanlar aras1 hastalik yayilis1 engellenmis olur.
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- Kovanlan diizgiin bir sekilde incelenmesi, bu sirada yagmalamaya ve arilarin
kovanlari sasirmasina miisaade edilmemesi,

- Kovanlar kontrol edildiginde mutlaka yeterli bal ve besinin olmasina 6zen
gosterilmesi,

- Yavrulu gercevelerde farkli renklerin olusup olusmadigina dikkat edilmesi,

- Hastalik son derece ilerlemis ise, hastalikli kovanlart arilari ile birilikte bir ¢ukur
kazarak igerisinde yakilmasi seklinde bir dizi tedbirlerin alinmasi gerekmektedir

(Kandemir, 2010).

1.11.11. Hastahgin Tedavisi

Amerikan yavru ¢iirlikliigii hemen her iilkede; ihbari mecburi hastaliklar arasinda
yer almaktadir. Ulkemizde herhangi bir yerde salgin bir ar1 hastaligmin ¢iktig1 durumda
3285 Sayili Hayvan Sagligi ve Zabitast Kanununun 9. ve 10. maddelerine gore illerde
Bakanlik 11 Miidiirliigiine, ilgelerde Ilge Miidiirliigiine derhal bildirmelidir. Aricilikta
AFB’yi kontrol etmede basarmin sirri, hastaligi erken donemde belirlemeden geger.
Klinik bulgular, hastaligin teshisinde dnem tasirsa da, kesin teshis i¢cin marazi madde
alinarak laboratuvar muayenelerinin yapilmasi gereklidir. Aricilar siiphelendikleri
kovanlardan bal, petek ve larva Ornekleri alarak ilgili teshis laboratuvarlarina

gonderebilirler.

Diinyanin baz iilkelerinde yasal olarak, Tiirkiye’de ise yasak olmasina ragmen
baz1 aricilar tarafindan koruma amacl antibiyotik kullanilmaktadir. Sadece aricilik
alanindaki antibiyotikler degil hayvan ve insan sagliginda kullanilan antibiyotikler dahi
aricilikta kullanilmaktadir; ancak antibiyotik sadece etkenin vegetatif formuna etkilidir.
Hastaliga sebep olan ise etkenin sporlaridir. Antibiyotik uygulamasi gegici olarak
belirtileri baskilayabilir, ancak sonra tekrar ortaya hastalik ¢ikabilir. Yavru ¢iirtikliigii
icin kullanilan antibiyotiklerin koruma amagli ve siirekli kullanilmasi bir taraftan
ballarda kalint1 problemlerine sebep olmakta diger taraftan ise etken antibiyotige karsi
direng gelistirebilmektedir. Bu sebeple basta Avrupa Birligi’ne iiye ve Tiirkiye gibi iiye
adayi iilkeler olmak tizere bir¢ok iilkede, bu gibi nedenlerle antibiyotiklerin tedavi ya da
korunma amaclh kullanimi yasaklanmistir (Bailey ve Ball, 1991; Alippi, 1999; de Graf

vd., 2013; Forsgren vd., 2013).
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1.11.12. Miicadele Yontemleri

Hastalikh kovan ve balin imhasi: Ulkemizde ihbar1 zorunlu olan bu hastalikla en
kesin ve etkili miicadele yontemi, hastalikli kolonilerin tiimiiyle yakilarak yok
edilmesidir. Kovan govdesi piirmiizle iyice alevden gegirilerek yakilmali ve koriik,
maske, el demiri, yemlik, ana ar1 1zgaras1 gibi bulasik olan malzemeler dezenfekte
edilmelidir. Boylece hastaligin diger kolonilere bulagsmasi onlenmis olur. Cergeve ve
kapaklar ar1, larva, propolis, bal ve balmumundan arindirildiktan sonra yakilmalidir. Bu
artiklar1 temizlemek icin once el ile kazima, sonra kostik soda ile suda kaynatma ya da
sadece suda kaynatma yapilabilir. Daha sonra biiyiik bir ¢ukur agilarak yakilir. Bu
islemin yagmaciligi onlemek ve daha rahat calisabilmek icin gece yapilmasi daha
uygundur. Infekte kovanlarda arilar, bal, infekte larva ve cerceveler yakilarak yok
edilmelidir. Bu amagla kovan ariliktan uzak bir alana gotiiriilerek hastaligin bulundugu
kovanin girisi gece, bir gazete kagidi ya da maskeleme bandi ile kapatilir ve kovana
arilar1 6ldiirmek i¢in insektisid dokiiliir. Yaklasik 48 saat sonra da kovan yakilir. Fakat
aric1 bunu yiiksek maliyet ve ugradigi ekonomik zarar nedeniyle uygulamak istemez.
Bunun ig¢in alternatifm yoOntemler gelistirilmeye calisilmaktadir (Hansen ve

Broodsgaard, 1997;URL-14; Tutkun ve Bosgelmez, 2003).

Silkeleme: Hastalikli kovanin arilar1 ve ana aris1 bos ve temiz bir kovana alinir. Yeni
kovana temiz temel petek konur. Yavrulu ve balli ¢erceveler kesinlikle yakilmalidir.
Hastalikli kovandan elde edilen ballar kesinlikle ve kesinlikle arilar1 beslemede
kullanilmamalidir. Arilarin bal midelerinde bulunan kontamine balin arilar tarafindan
harcanmas1 saglanir. Nektar akimi zayifsa uygulamadan 1 giin sonra surup verilir.
Bundan 3-4 giin sonra kovana bulagik olmayan kabarmis petek, balli ve yavrulu

cerceveler verilmelidir (Hansen ve Broodsgaard, 1997; Parvanov vd., 2006).

Radyoaktif uygulama: Gamma 1511 uygulamasidir. Kobalt- 60 kaynagi tarafindan
yayillan gamma 1sinlari, P larvae spor, endospor ve vegetatif formlarinin
eliminasyonunu saglar. Kontamine petek ve ahsap ekipmanin sterilizasyonunda giivenle
kullanilir. Ar1 beslenmesinde kullanilan polen ve bal da bu isleme tabi tutulur. Ancak
bunu aricilarin uygulamas: pek miimkiin degildir (Arbia ve Babbay, 2011; Guzmana

vd., 2011).
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Sivi parafine daldirma: Hastalikli kovanin arilar1 petekleri ve bali yakildiktan sonra
ahsap kovan ve uygun alet ve ekipman 10 dakika siireyle 1sitilmig 160 °C’deki parafine
batirilir. Ancak deri ile temas olursa ciddi yaniklar olusabilir (Dobbelaere vd., 2001;

Bogdanov, 2009; Arbia ve Babbay, 2011).

Bu son 2 yontemin aricilar tarafindan uygulanabilirligi tartismalidir. Son yillarda
esansiyel yaglarin hastalikla miicadelede kullanimiyla ilgili arastirmalar yapilmaktadir.
Laboratuvar kosullarinda yapilan incelemelerde oldukca da etkili bulunmustur. Bu
yaglar hem kovanda kalinti birakmamaktadir, hem de arilar i¢in zararli degildir. Fakat
bu calismalar heniiz daha yeni olugu i¢in koloni bazinda basarili olduguna dair bilgiler
heniiz simirhidir ve arastirmalar devam etmektedir (Alippi vd., 1996; Gende vd., 2008,
Gende vd., 2009).

1.11.13. Avrupa Yavru Ciiriikliigii (EFB)

Avrupa Yavru Ciiriikliigi de Amerikan Yavru Ciiriikliigii gibi bakteriyal bir
hastaliktir, fakat AFB kadar tahribat1 yiiksek degildir. Etmeni, Melissococcus pluton’dur.
[k olarak White (1908) tarafindan tanimlanmus ve Bacillus pluton ad1 verilmistir (Baily,
1983). Baily ve Collins (1981), daha sonra kiiltiirel ve kimyasal 6zelliklerine dayanarak
Melissococcus pluton olarak adlandirmislardir. Hastalikta diger bazi1 sekonder bakteri
tirleri de (Paenibacillus alvei, Brevibacillus laterasporus, Enterococcus faecalis) eken
olur, ancak bunlar dogrudan hastalik olusturmazlar. Ozellikle bunlardan Paenibacillus
alvei’nin ortamda bulunmasi 6len yavrularda gilirlimeye ve uzamaya sebep oldugundan
Amerikan Yavru Ciiriikligii ile bu hastaligin karistirilmasina neden olurlar. Avrupa
Yavru Ciirtikligii iki giinden kiiciik yavruya saldirir ve larva tarafindan sindirilir,
larvanin midesinde ¢ogalmaya baglar, larvanin yedigi besini yiyerek larvanin agliktan
O0lmesine neden olur (Sekil 16). AFB’de oldugu gibi kovan i¢inde calisan ve farkl
gorevler goren arilar bu bakteriyi alip biitlin kovana yayar. Arilarin kovanlar arasi
dolasmasi ile hastaligin kovanlar arasinda yayilip tiim ariliga sigramasina neden olur

(Kandemir, 2010; MAYBIR, 2014).
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Sekil 16. Avrupa yavru ¢iiriikliigii hastaligi’ndan 6lmiis larva goriintiisii (URL-6).

1.11.14. Pudramsi Hastalik (Powdery Scale)

Etkeni Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens (Bacillus pulvifaciens) dir. Nadir
goriilen bir hastaliktir. Parlak kahverengiden sariya donen 6lii larvalardan izole edilir.
Larvalarin tepesine dokunuldugunda ufalanan ve toz gibi dagilan bir goriintiiye sahiptir.
Paenibacillus larvae subsp. pulvifaciens vejetatif yap1 0,3-0,6x1.5-3.0 um boyunda,
spor yapist ise 1.0x1.3-1.5 um boyutlarindadir. Glukoz agar ortaminda iyi iirer. Nutrient
agarda 20 °C’de iireyebilmesi ve Browni hareketi negatif olmasiyla P. larvae’den ayirt
edilir. Ik izolasyonlarda kirmiz1 kahverengi pigment iiretir, alt kiiltiirlerinde bu 6zelligi

kaybedebilir (Shimanuki ve Knox, 2000).

1.12. Literatiir Ozeti

Fries ve Nordstrom (2001), yaptiklar1 ¢alismada kulugka odasindan 30 gr bal ve
100 yetiskin ar1 6rnekleri alinarak yaptiklar1 ¢alismada MYPGP agar kullanmis, %5
COy’li ortamda P. larvae larvae iiretmislerdir. Amerikan yavru ¢lirtikliigi semptomu
olmayan kolonilerden alinan 6rneklerde; arilardaki pozitif test sayis1 ayn1 kolonideki bal
orneklerinkinden fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, kulucka odasindan alinan
orneklerden daha fazla P. larvae elde edilmesi nedeniyle baldan ziyade yetiskin

arilardan 6rnek almak gerektigi sonucuna varilmistir.

Bursa ve Yalova yorelerinde yavru c¢iiriikliigii siipheli 24 farkli ariliktan alinan
eski petek ile ticari firmalar tarafindan iiretilen 11 degisik marka hazir petekte insan ve
ar1 sagligina zararl bakteriyel ve fungal mantar etkenleri arastirilmistir. Eski peteklerin
tamaminda bir veya birden fazla bakteriyal ve fungal etkene rastlanirken, ticari
peteklerin 6’sinda (%54,5) etken izolasyonu yapilmistir. Etken izole edilen ticari temel

27



peteklerin 5’inin (%83,3) bakteriler birinde ise (%16,7) fungal etkenler ile kontamine
oldugu tespit edilmistir. Incelenen tiim &rneklerde ise AFB etkeni P. larvae ve EFB

etkeni M. pluton saptamadig belirtilmistir (Ozakin vd., 2003).

Antunez vd. (2004)’e Uruguay’da, iilke genelinde (2001-2002 yillar1) alinan
toplam 103 bal orneginin, %73’iinde (0,5-819 cfu/g araliginda) Paenibacillus larvae
sporlarinin varligini bildirmislerdir. Pohorecka ve Bober (2008), 2005 ve 2007 yilinda
yaptiklar1 calismada 242 AFB siipheli 6rnegin %56’sinda P. larvae pozitifligini
bildirmislerdir. Gillard vd. (2008)’e AFB bulgusu olan ve olmayan kovanlarda yaptigi
calismada cesitli 6rneklerden (petek gozii, cergeve kenari, kovan igi-girisi ve balda) P
larvae izole etmislerdir. Belirtilen ¢alismada hastalik bulunmayan 6rneklerde %22-41

arasinda degisen oranda P. larvae tastyicilig bildirilmektedir.

Lindstrom vd. (2008)’e koloniler arasi fiziksel uzakligin bulas oranina etkisini
calismis, bulasin onlenmesinde mesafenin 6nemli oldugunu, en az 2 km ve yukarisi
uzakligin bulas1 azalttigi sonucuna varilmistir. Kilig vd. (2010), hastalik siipheli 25
farkli isletmeden alinan 100 adet bal ve bal mumu 6rneginden PZR ile 8’inde (kiiltiir
7’sinde) P. larvae pozitif olarak bildirmistir. Gende vd. (2011). Yaptig1 bir calismada,
Paenibacillus larvae (Beyaz) sporlarinin yetiskin ar1 basina diisen spor yiikii ve AFB
goriiniimii arasindaki iliski arastirilmistir. Sardinya (italya) adasinda bulunan 8
kovanlardan 44 ar1 kovani toplanmis, yetiskin ar1 basina P. larvae sporlarin ortalama
sayis1 saglikli kovanda yaklasik 3000 seviyelere kadar ulastiginda da hastalik
goriilmedigi belirlenmistir. Pohorecka vd. (2012)’e Polonya’da 2009-2011 yillar
arasinda yapilan calismada 162 farkli lokaliteden alinan kovanlarda Paenibacillus

larvae spor prevalansi %45 olarak belirlenmistir.

Paeninacillus larvae bal arilarinda AFB hastaligi etkeni olup diinya g¢apinda
yayilmis, aricilikta ciddi ekonomik kayiplara neden olan tehlikeli bir hastaliktir. Yapilan
antibiyotik tedavileri artik bu hastaliga kars1 daha az etkili olmakla birlikte,
antibiyotikler ar1 tirlinlerinde kalint1 birakmasi nedeniyle kullanimi yasaklanmistir. Bu
nedenle antibiyotik yerine hastaligi yenmek ic¢in yeni alternatiflerin arastirilmasi,
ozellikle organik veya yag asitleri, prebiyotikler, bitkisel esansiyel yaglar gibi dogal

igeriklerin ¢aligmalarda kullanilmasi tiim diinyada biiytik bir hiz kazanmistir.
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Propolis etanolik ekstratinin (PEE), P. larvae’ya karst AFB’nin potansiyel
kontroliine olan etkisi ¢alisilmis, en az %50 degeri arilar i¢in toksik olmadigi, beslenme
ile verilen uygulamada 21-42 giin sonra P larvae’nin O6nemli Olclide azaldigi
bildirilmektedir (Antunez vd., 2008). Gonzéalez ve Marioli (2010), yaptiklar1 bir
calismada ise 10 adet bitksel tiiriin dort ayr1 yerden temin edilen P. larvae suslarina
kars1 (Achyrocline satureioides, Chenopodium ambrosioide, Eucalyptus cinerea,
Gnaphalium gaudichaudianum, Lippia turbinata, Marrubium vulgare, Minthostachys
verticillata, Origanum vulgare, Tagetes minuta ve Thymus vulgaris) bitkisel su
ekstreleri (buhar distilasyonu sonrasi kalan su ve kaynatarak hazirlanan 6z) ile yine bu
bitkilerin esansiyel yaglari, P. larvae biiylime iizerine inhibitdr etkisi aragtirilmuistir.
Gende vd. (2010) yapilan bagka bir ¢alismada tetrasiklin hidrokloriir aktivitesi ve tar¢in
(Cinnamomum zeylanicum Nees) ucgucu yagi, Arjantin’nin degisik yorelerinden izole
edilmis Paenibacillus larvae nin alt1 farkli izolatlarina karsi test edilmistir. Tetrasiklin
hidrokloriir ortalama MIC degerleri, 41.67 = 19.17 ug/mL iken, tar¢in MIC degerleri
3.67 = 1.80 ug/mL bildirilmistir. KuzySinova vd. (2013), iki farkli ¢evreden alinan
kovanlarindan iki P. larvae sus (CCM4488 ve PL02) izole etmistir. Bu suslara karsi
adagayr (Salvia officinalis), anason (Pimpinella anisum), keklikotu (Origanum
vulgaris), kimyon (Carum carvi), kekik (Thymus vulgaris), biberiye (Rosmarinum
officinalis), karanfil (Syzygium aromaticum), papatya (Chamomilla recutita) ve rezene
(Foeniculum vulgare) gibi bitkisel esansiyel yaglarn etkinligi incelenmistir. Ozkirim
vd. (2012)’e yayinladig1 bir ¢caligmada 10 farkli bitki ekstraktini test etmis, Rosmarinus
officinalis ve Origanum onites’in Paenibacillus sp.’ye kars1 en etkili olarak
belirlemislerdir. Nafea vd. (2014) tarafindan yapilan bir calismada Paenibacillus larvae
susuna etkili 4 farkli bal (narenciye, karanfil, pamuk ve kafor) tipi farkli
konsantrasyonlarda (%5, %10 ve % 20) antibakteriyel aktivite incelenmis, %20’lik
konsatrasyonlarin en etkili oldugu, en yiiksek antibakteriyel aktivitesi pamuk (27,75

mm) balinda var oldugu bildirilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Grubu

Bu ¢alisma Nisan 2013- Nisan 2014 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'nde gerceklestirildi. Calisma
grubu Rize ilinin ¢esitli ilgelerine ait ve Samsun-Veteriner Arastirma Merkezi’nden
gelen hastalikli oldugu diisiiniilen bal ve petek Orneklerinden izole edilen

mikroorganizmalarla yapilmistir.

2.1.2. Kullamlan Malzemeler ve Kimyasallar

Bal ve petek orneklerinin incelenmesi i¢in kullanilan laboratuvar geregleri;
Otoklav, inkiibator, karistiric1 (vorteks), pastor firini, ¢alkalayici su banyosu, pH metre,
mikro ve makro santrifiijler, buzdolabi, derin dondurucu (-20 °C ve -80 °C), sinif II
giivenlik kabineti, hassas terazi, saf su cihazi, 151k mikroskoplari (koloni mikroskobu ve
olimpus Bx51 arastirma mikroskobu goriintii analiz sistemli aragtirma mikroskobu),
PCR cihazi, elektroforez ve goriintii analiz sistemi, bunzen beki, ¢esitli cam malzemeler
(cam fanus, cam pipetler, pastor pipeti, vida kapakl tiipler, mavi kapakli siseler, meziir,
erlenmayer, lam, lamel, cam baget), petri kaplari, mikro ve makro pipet uglari,
eppendorf tiipleri, PCR tiipleri, ekiivyon ¢ubuklari, termometre, mikro kuyucuklu eliza

plakalari.

Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasal maddeler degisik firmalardan
saglandi. Mueller-Hinton agar (MHA) ve sivi (MHB), brain heart infusion agar (BHIA)
ve s1vi (BHIB), beef ekstrakt (BE), yeast ekstrakt (YE), malt ekstrakt (ME), sitrat agar,
(Merck, Detroit, USA) besiyerleri ticari olarak elde edildi. Kimyasal sarf malzemesi
olarak; Dextroz (D-glukoz), sodyum kloriir (NaCl), maltoz, pepton, potasyum nitrat
(KNO3), sodyum piruvat, asetik asit, potasyum nitrat (Merck), di-potasyum hidrojen
fosfat (K,HPO4) (Sigma), potasyum iyodiir, safranin, sodyum hidroksit (NaOH),

esculin, metil kirmizisi, n-naftol, hidroklorik asit (HCl), potasyum hidroksit (KOH),
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gliserol, magnezyum kloriir (MgCl), sodyum sitrat, izoamil alkol, potasyum asetat,

tween 20 (Merck) firmalarindan saglandi. Etil alkol teknik kullanilda.

2.1.3. Kullanmilan Besiyerleri

2.1.3.1. Mueller-Hinton Broth, Yeast Extract, Potassium Phosphate, Glucose,
Pyruvate, Agar ve Broth besiyerleri (MYPGP)

Mueller-Hinton Broth 10g

Yeast Extract 15¢g

K,>HPO, 3g

Glukoz 2g

Sodyum piruvat lg

Agar l4¢

dH,O 1000 mL (pH 6,8 £ 0,2)

Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda tartilarak 1000 mL distile su i¢inde
¢oziildii. 1.1 atm basicta, 121 °C’de 20 dakika otoklav edildi. Otoklavlanan besiyeri, 90
mm’lik steril petrilerin herbirine 25 mL olacak sekilde dokiildii. Besiyeri donduktan

sonra kullanilacak siireye kadar buzdolabinda +4 °C’de bekletildi.

Ayn1 miktardaki karigimdan agar ilave edilmeden hazirlanan sivi besiyeri 1.1 atm
basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavlandikdan sonra steril vida kapakli tiiplere tevzi
edildi. Kullanilacak siireye kadar oda sicakliginda bekletildi (Dingman ve Stahly, 1983;
Vallat vd., 2012; de Graaf, 2013).

Hazirlanan her iki besiyeride genel iiretim besiyeri, antibiyogram ve antibakteriyal

madde etkinligini 6lgme ¢alismalarinda kullanildi.

2.1.3.2. Muller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Merck’in toz olarak bulunan hazir besiyerinden 27 g tartilip 1000 mL distile su

icinde ¢oziildii ve 1.1 atm basingta 121 “C’de 15 dk otoklavda setilizasyon islemine
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tabii tutuldu. Steril edilen besiyeri, steril petri kaplarina herbirine 25 mL gelecek sekilde
dokiildii. Petriler donduktan sonra kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda +4 °C’de
kapali bir kap i¢cinde muhafaza edildi (Bilgehan, 2004). Hazirlanan besiyeri genel

iiretim besiyeri olarak kullanildi.

2.1.3.3. Nisasta (Starch) Besiyerinin Hazirlanmasi

Brain Heart Infusion agar besiyeri, lretici firma tarafindan litrede belirtilen
miktarlarda tartilarak igerisine %0,4 oraninda ¢Oziiniir nigasta eklenip distile suda
karigtirict yardimi ile ¢oziildi. 1.1 atm basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril
edildi. Hazirlanan besiyeri steril petrilere 20 mL olacak sekilde dagitildi. Kullanacag:
siireye kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

Bakteri izolatlarin amilaz enzimine sahip olup olmadigini saptamak amactyla kullanildi.

2.1.3.4. Nitrat Besiyerinin Hazirlanmasi

Beff Ekstrakt 3g
Pepton 5¢g
KNOj (Potasyum Nitrat) lg
dH,O 1000 mL

Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda tartilip tizerine 1000 mL distile su
ilave edilerek ¢oziilmesi saglandi. Vida kapakli tiiplere 4 mL miktarinda dagitildi ve 1.1
atm basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Besiyeri kullanilacag: siireye
kadar buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi. Nitrat besiyeri, bakterilerin nitrati

indirgeyebilme yetenegini dlgmek i¢in kullanildi.

2.1.3.5. Hareket Besiyerinin Hazirlanmasi

Sigir Eti (Beef) Oziitii 3g
Pepton S5¢g
Agar 3g
dH,O 1000 mL
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Karigtirilip, 1sitilarak eritilir. Tiiplere 5 mL dagitilip 1.1 atm basingta 121 °C’de 20
dakika otoklavda steril edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). Izolatlarin hareket

yeteneklerini belirlemekte kullanildi.

2.1.3.6. Voges Proskauer Besiyerinin Hazirlanmasi

Pepton 7g
Glukoz 5¢g
K,HPO, 5g
dH,O 1000 mL (pH: 6.9)

Yukaridaki maddeler belirtilen miktarlarda tartilip 1000 mL distile su ilave
edilerek ¢oziilmesi saglandi. Coziinen besiyeri farkli pH’lara (pH 5.8, 6.8 ve 7.7)
ayarlandi, 2 mL miktarinda tiiplere aktarildi ve otoklavda steril edildi. 1.1 atm basingta
121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda
+4 °C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). Bakterilerin
karbohidratlar1 farkli pH’larda butandiol yolunu kullanip kullanmadiklarinin

belirlenmesinde kullanildi.

2.1.3.7. Eskulin Testi

Heart muscle, infussion 10g
Peptic digest of animal tissue 10g
Sodyum cloride 5g
Esculin lg
Distile su 1000 mL

Yukaridaki maddeler belirtilen miktarlarda tartilip 1000 mL distile su ilave
edilerek c¢oziilmesi saglandiktan sonra 2 mL olarak vida kapakli tiiplere dagitild.
Otoklavda steril edildikten sonra kullanildi (Koneman vd., 1997). Bakterilerin eskulini

parcalayabilip par¢alayamadiginin belirlenmesi i¢in kullanildi.
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2.1.3.8. Sitrat Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Uretici firmanin (Merck, Almanya) onerileri dogrultusunda 22,5 g graniil
halindeki besiyeri tartilip 1000 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve tiiplerin her birine 5
mL olacak sekilde dagitildi. 121 °C’de 1.1 atm basing altinda 15-20 dakika otoklav
edildikten sonra yatik olarak donduruldu ve kullanilacag: siireye kadar buzdolabinda
+4 °C’de muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004). izole edilen
bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadiklarmi test etmek

amactyla kullanildi.

2.1.3.9. Dehidroksiaseton Besiyerinin Hazirlanmasi

Yeast Ekstrakt lg
Gliserol 12¢g
Agar 2g
dH,O 100 mL

Yukaridaki maddeler belirtilen miktarlarda tartilip 100 mL distile su ilave edilerek
¢oOziilmesi saglandi. Coziindiikten sonra besiyeri steril petrilere 20 mL olacak sekilde
dagitildi ve 1.1 atm basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan
cikan besiyeri kullanilacagi siireye kadar buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi

(Vallat vd., 2012).

2.1.3.10. Karbonhidratlardan Asit Uretim Testi

Tripton S5¢g
Yeast extract I5¢g
K,PO4 3g
Alkolik bromocresol purple %0,04
dH,O 1L

J broth besiyeri hazirlandi, 1.1 atm basingta 121 °C’de 20 dakika otoklavda steril

edildikten sonra besiyeri kullanilacag:i siireye kadar buzdolabinda bekletildi. Test
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edilecek karbohidratin %10 ya da %5’lik stok solusyonlari distile suda hazirland. Filtre
ile (45 um por ¢apl) steril edildi. Test edilecegi zaman 9 mL J brot 1 mL karbohidrat
(maltoz, laktoz, trehaloz, ksiloz, glukoz) stok solusyonu steril sartlarda karistirilarak 0.5
mL olarak steril ependorf tiiplere aktarilarak kullanildi (Vallat vd., 2012; de Graaf,

2013). Bakterilerin hangi sekerleri kullanabildiklerini 6grenmek i¢in hazirlandi.
2.1.3.11. Oksidaz Testi

Bu test, aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin ayirt edilmesi i¢in kullanildi.
Bunun i¢in; 0,1 g miktarinda 1,4-fenilendiamonyum dikloriir 10 mL distile su icerisinde
¢oziildii ve eppendorf tiiplerine 1 mL seklinde dagitildi. Kullanilacag: siireye kadar -
20 °C’de aliminyum folyaya saril1 sekilde bekletildi (Koneman vd., 1997).
2.1.3.12. Katalaz Testi

Katalaz enzimi yapan bakteriler hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirilar. Bu

nedenle bakterinin katalaz enzimi iiretip lretmediginin belirlenmesinde kullanilir

(Koneman vd., 1997).

2H,0, —— 32H,0 + O,

2.1.3.13. Antibiyogram Besiyeri

Bu amacla MYPGP agar ve s1v1 besiyeri kullanildi. Kullanilan antibiyotik diskleri

ticari (12 adet) olarak temin edilmistir.

2.1.3.14. Antimikrobiyal Aktivite Besiyeri

Bu amacgla MYPGP agar ve s1v1 besiyeri kullanildi. Toplam 31 farkli bitkiye ait

metanol ekstraktlari izole edilen bakterilere karsi agar kuyucuk metodu ile test edildi.
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2.1.4. Kullanmilan Boyalar ve Ayiraclar

2.1.4.1. Gram Boyama Seti

A) Kiristal viyole stok soliisyonu (%90-95 boya i¢eren)hazirlamak icin 40 g Kristal
viyole tartildi ve 400 mL Etanol (%95) ile bir cam sisede eritildi, etiketlendi ve oda

1s1sinda saklandi.

Amonyum okzalat soliisyonu (%1°lik) hazirlamak icin 16 g Amonyum okzalat
(analitik saflikta) ve 1600 mL distile su bir kahverengi cam sisede karistirilir ve eritilir.

Etiketlendikten sonra oda sicakliginda saklandi.

Her iki soliisyonun raf émrii 1 yildir. Kristal viyole stok soliisyonunun 40 mL’si

Amonyum okzalat soliisyonunun 160 mL’si ile karigtirilarak etiketlendi ve kullanildu.

B) Liigol soliisyonu

fyot soliisyonu nisasta hidroliz ve gram boyama testi i¢in hazirlandi. 1 g iyot ve 2
g potasyum iyodiir havanda birlikte ezilip 300 mL distile su ile homojenize edilerek
¢Oziinmesi saglandi. Karanlik kapakli siseye alindi ve tam c¢oziinmesi i¢in bir gece

bekletildi (Bilgehan, 2004).

C) Alkol (%96’hk etil alkol): Kristal viyole ile boyanmis, liigol soliisyonu ile

mordalanmis preparatlarda renk giderilmesi i¢in kullanildi

D) Safranin soliisyonu: Porselen krosede 2,5 g safranin 10 mL alkol (%95) ile ¢oziiliip
koyu renk kapakli siseye aktarildi. Uzerine 100 mL distile su ilave edilerek tamamlandi.
Bir giin bekletildikten sonra zit boya olarak gram boyamada kullanildi (Koneman vd.,

1997).

2.1.4.2. Nitrat Ayiraclari

Ayirag A: 0,5 g Alpha Naphthylamine, 100 mL Asetik Asit (SN) %30
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Ayrracg B: 0,8 g Siilfanilik Asit, 100 m Asetik Asit (SN) %30
Ayira¢ C: Cinko Tozu. Tiim ayraglar icin gerekli maddeler karistirilip +4 °C’de buz
dolabinda saklandi.

2.1.4.3. Voges-Proskauer Ayiraglar1 Hazirlanmasi

A Ayrraci : 5 g Alpha Naphthol, 100 mL Etil Alkol (% 95°1ik)
B Ayiraci : 10 g Potasyum Hidroksit, 100 mL Distile Su.

Her iki ayira¢ da karistirilip ¢oziildiikten sonra kullanilacag siireye kadar + °C’de

muhafaza edildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.1.4.4. Fehling Soliisyon’unun Hazirlanmasi

Soliisyon A: 10 g Sodyum Hidroksit, 35 g Potastum Sodyum Tartarat, 50 mL Distile su
Soliisyon B: 7 g Bakir Siilfat (CuSO4.5H,0), 50 mL Distile su.

Her iki soliisyonda test esnasinda taze hazirlanip kullanildi (Koneman vd.,

1997).
2.2. Metod
2.2.1. Numunelerin Toplanmasi

Numuneler; Rize Gida, Tarim ve Hayvancilik il Miidiirliigii ve Samsun Veteriner
Arastirma Merkezi’nden gelen hastalik teshisi konmus g¢ergeveli petek Srneklerinden
olusmaktadir. Laboratuarimiza ulasan numuneler test edilecegi siireye kadar oda

1s1sinda bekletildi. Ekim i¢in peteklerin kararmis gdzeneklerinden larva, ergin ar1 ve bal

ornekleri topland1 (Sekil 17).
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Sekil 17. Amerikan Yavru Clirtikliigii Hastalig1 siipheli petek ornekleri.

2.2.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Larva Orneklerinin Hazirlanmasi: Steril kosullarda steril pens ve makas
yardimiyla 5 adet larva alinarak 5 mL steril distile su i¢inde karistirict yardimiyla
suspanse edildi. Kat1 larva kisimlar: steril cam baget yardimiyla pargcalanarak homojen

hale getirildi.

Ergin Ar1 Orneklerinin Hazirlanmasi: Larva safhasini tamamlamis ancak petek
gbziinden ¢ikamamis ergin arillar numune olarak kullanildi. Bu amagla 5 adet ergin
ar1 %70’lik metanolde 3 dakika bekletildikten sonra 3 kez steril distile sudan gegirilerek

yikandi. Daha sonra 5 mL steril distile su ilave edilerek homojenizatdrde pargalandi.

Bal Orneklerinin Hazirlanmasi: Bazi 6rneklerde ise gergevelerin yiizeyinde
bulunan bal, numune olarak kullanildi. Bu amagla 5 gram bal 6rnegi 5 mL steril distile

su ile karistirildi.

Numunelerin hazirlanmasi asamasindan sonra tiim numunelerde ayni yol izlendi.
Ornekler 80 °C’de 10 dakika su banyosunda vejetatif formlarmn eliminasyonu igin 1s1ya
maruz birakildi. Su banyosundan g¢ikarilan Ornekler oda 1sisinda soguyana kadar
bekletilip 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek coktiriildii. Siipernatant kisim
atilarak kalan pellet kism1 karistiricidda homojen hale getirildi. Hazirlanan 6rneklerden
birer adet MYPGP ve Miiller-Hinton Agar besiyerlerine ekim yapilmasi i¢in kullanildi.
Tekrar ekim gerekebilir diisiincesiyle kalan 6rnekler -20 °C’de saklamaya alind1 (Vallat
vd., 2012; de Graaf, 2013).
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2.2.3. MYPGP Agar ve MHA Besiyerlerine Ekim

Istya maruz birakilip islenmis Orneklerden sporlu bakteri (Paenebacillus sp.)
iiretimi icin MYPGP ve Miiller-Hinton Agar besiyerlerine 100 pL 6rnek alinip aseptik
sartlarda ¢izgi ekimi yontemi ile ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan plaklar
37 °C’de 3-4 giin %5’lik CO;’li ortamda (mumlu kavanoz teknigi kullanilarak) etiivde

inkiibasyona birakild.

2.2.4. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

Inkiibasyondan sonra MYPGP Agar iizerinde iireme gosteren bakteriyal
kolonilerin morfolojisi ve gram boyanma 6zellikleri arastirildi. Gram pozitif sporlu basil
gozlenen kiiltiirler, saf kiiltiir eldesi icin MYPGP agar besiyerine tek koloni alinarak
pasajlar1 yapild1 ve aym sartlarda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra saf olarak izole
edilen kiiltiirler, steril ependorf tiiplerine %20 gliserol iceren 1 mL MYPGP sivi
besiyerine 6-7 0ze dolusu bakteri almarak stok soliisyonlar1 hazirlandi ve
numaralandirilarak -80 °C’de saklamaya alindi. Ayrica DNA izolasyonu i¢in de saf
olarak izole edilen kiiltiirlerden, 6-7 6ze dolusu bakteri alinarak steril ependorf igine
distile suda ¢ozildi ve 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim

uzaklastirilarak pellet kisim kullanilacag: siireye kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.5. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

2.2.5.1. Gram Boyama

Gram boyama bakterilerin tanimlanma ve smiflandirilmasi i¢in kullanilan en
onemli boyama yontemidir. Bu bir farklilastirici boyama olup bakterileri gram pozitif ve
gram negatif olarak ikiye ayirir. Gram negatif boyanan bakterilerin hiicre duvarindaki
peptidoglikan tabaka, gram pozitif boyanan bakterilere gore ¢ok daha incedir. Elde
edilen izolatlardan her biri i¢in bakteriyal smear hazirland: ve alevle 3 kez tespit edildi.
Hazirlanan smear 1 dakika kristal viole ile muamele edildi ve dH,O ile yikandi. Daha
sonra 1 dakika lugol ile muamele edildi ve Aseton-Alkol ile renk giderilinciye kadar

yikandiktan sonra renk kaybimi onlemek icin dH,O ile yikanip 1 dakika safraninle
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muamele edildi ve tekrar dH,O ile yikandi. Boyamalar kurutma kagidi ile kurutuldu ve
mikroskop ile 1000x biiylitmede incelendi. Mor renkle boyanan bakteriler gram pozitif,
pembe renge boyanan bakteriler ise negatif olarak degerlendirildi. Hiicrelerin iginde

boyanmayan kisimlar ise spor olarak belirlendi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.2. Katalaz Testi

Katalaz testi ile bakterilerin katalaz enzimi iireterek hidrojen peroksidi parcalayip
pargalamadiklar tespit edilir. Bir damla %3’liikk hidrojen peroksit (H,O;), lam iizerine
damlatildi ve iiremekte olan kiiltirden bir 6ze dolusu alinarak hidrojen peroksitle
karisimi saglandi. Cogu aerobik bakteriler katalaz enzimi araciligiyla, hidrojen peroksiti
su ve oksijene pargalayarak kopiik olusumuna neden olur. katalaz deneyinde gaz
kabarciklariin goriilmesi pozitif, goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirilir

(Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.3. Oksidaz Testi

Solunumlarinda oksidatif fosforilasyon yapan bakteriler bu reaksiyonlarda
oksidaz enzimi kullanirlar. Hazirlanan ¢ozeltiden lam iizerine bir miktar damlatildi ve
lizerine taze kiiltiirden 6ze yardimi ile alinan bakteriler birakildi. Kurutma kagidinda 5-
30 sn. igerisinde mavi-mor renk olusumu testin pozitif, bu siire¢ igerisinde herhangi bir
renk degisimi gozlemlenmemesi ise testin negatif oldugunu gostermektedir (Benson,

1985; Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.4. Nisasta (Starch) Hidrolizi Testi

Incelenecek bakterilerin 24-48 saatlik kiiltiirlerinden ¢izgi ekimi seklinde ekimler
nisasta agar petrilerine yapildi ve petriler 4-5 giin 37 °C’de %5’lik CO’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra nisasta ayiract olan lugol petri kutusunun
yiizeyini kaplayacak sekilde ilave edilip 3 dakika bekletildi. Koloni etrafinin mavi-siyah
renge boyanmamis olmasi nisastanin, amilaz enzimine sahip bakterilerce pargcalanmasi
yetenegine sahip olduklarint gosterdi. Sonug¢ pozitif olarak degerlendirildi. Renk

degisimi olmayan 6rnekler ise negatif olarak kabul edildi (Bilgehan, 2004).
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2.2.5.5. Nitrat Rediiksiyon Testi

Bunun i¢in test edilecek bakterilerin 24-48 saatlik kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
alinarak nitrat besiyerine ekimleri yapildi ve 37 °C’de her giin iiremeleri kontrol
edilmek tizere 5 giin inkiibe edildikten sonra ayiraglart damlatilarak nitratin nitrite,
nitritin azot gazina kadar olan gecis doniimleri test edildi. Bunun i¢in inkiibasyonu
tamamlanmis kiiltiirlere sirasiyla dnce A sonra B ayiracindan 1’er mL eklendi, 30 sn
icinde kirmizi bir renk olugmasi nitratin bakteriler tarafindan rediikte edildigi ve
ortamda nitritlerin var oldugunu gosterdi, deney sonucu pozitif olarak degerlendirildi.
Bu siire icerisinde renk degisimi olmayan Orneklere ise bir miktar ¢inko tozu ilave
edildi. Cinko tozu nitratlar1 nitrite rediikte eder. Tozun eklenmesiyle 30 sn i¢inde kirmizi
renk olusumu, besiyerindeki nitratlarin bakteriler tarafindan rediikte edilmemis, eklenen
c¢inko tarafindan rediikte edilmis oldugunu gosterir ki buda nitrat rediiksiyon deneyinin
negatif olarak degerlendirilmesiyle sonuglandi. Cinko tozun eklenmesine karsin yine
renk olusmazsa bu kez ortamda nitratin kalmamis oldugu nitratlarin bakteriler
tarafindan nitritlerdende O6teye NHi;, NO ve N, gazlarina donistiiriilmiis oldugu
anlasildi. Bu durumda bakterilerin nitrat rediiksiyon deneyi ise pozitif olarak

degerlendirildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.6. Voges-Proskauer Testi (VP)

Glukozun fermantatif pargalanmasi esnasinda olusan piirivik asit bir kisim
bakterilerde bulunan enzimatik sistemlerle daha ileriye dogru pargalanarak son iiriin
olarak aseton olusturur. Ozel ayiraclarla ortaya ¢ikan bu iiriinii olusturan bakteriler
voges-proskauer olumlu olarak kabul edilir. Farkli pH’da (5.8, 6.8 ve 7.7) olusturulan
voges-proskauer besiyerine taze bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimi ile aseptik sartlarda
ekimler yapilip 37 °C’de 3-4 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar1 tamamlanan
kiiltiirlere voges-proskauer ayiraglarindan ilk olarak yaklagik 0,6 mL A ayirac1 (a-naftol)
ve hemen arkasindan 0,2 mL B ayiraci (potasyum hidroksit) damlatildi ve besiyerinin
havayla temas etmesi icin tiiplerin agz1 acik sekilde iyice calkalamip 10-15 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda tiiplerde pembe-kirmizi rengin olugmasi sonucun pozitif
oldugunu acik kahverengi halka olusumu ise sonucun negatif oldugunu gdsterir

(Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).
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2.2.5.7. Hareket Testi

Izolatlarin harketli olup olmadigmin arastirilmasi igin hareket testi yapildi. Elde
edilen izolatlarin saf kiiltiirlerinden igne 6ze ile alinarak, dik olarak hazirlanmis hareket
besiyerine batirma kiiltiirii yontemiyle ekimleri yapildi. Kiiltiirler 37 °C’de 2-3 giin
inklibasyona birakildi. Yumusak agarda ekim ¢izgisi boyunca yayilma seklinde
gbzlenen liremeyi hareket pozitif olarak degerlendirildi. Sadece dikine dogru iireme

yapanlar ise negatif olarak degerlendirildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.8. Sitrat Kullanim Testi

Sitrat agar besiyeri, sitratlar1 tek karbon kaynag: olarak kullanma yetenegindeki
bakterilerin belirlenmesinde kullanilan bir besiyeridir. Organizmalar sitrat1 hiicre i¢ine
alan enzim olan permeaz ve parcalayan enzim olan sitrat liyaza sahipse Simmon sitrat
agarda alkali bir reaksiyon olusturur. Besiyerinde bulunana bromthmol mavisi

ayiracinin yesil rengi maviye doner.

Taze bakteri kiiltiirlerinden 0ze yardimiyla alinan koloniler sitrat besiyeri
yiizeyine ekimleri yapild1. 37 °C’de 3-4 giin inkiibeye birakildi. Inkiibasyon sonucunda
yesil olan sitrat besiyerinin renginin maviye doniismesi sonucun pozitif, renk degisimi

goriilmemesi sonucun negatif oldugunu gosterdi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

2.2.5.9. Farkl Sicakliklarda Ureme Ozelligi

Bakteri izolatlarin 24-48 saatlik kiiltlirlerden her birinden 3’er adet MYPG sivi
besiyerine ekimleri yapildi. Her bir izolattan birer adeti 35, 42 ve 45 °C’de olmak tlizere
24-48 saat inkiibasyona birakildi. Bu sicakliklarda tireme 6zellikleri olup olmadiklar

arastirildi (Koneman vd., 1997)

2.2.5.10. Dihydroxyaceton Testi

Hazirlanan besiyeri iizerine taze bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla alinan

kolonilerin ekimleri yapildi. 37 °C’de 3-4 giin inkiibeye birakildi. Inkiibasyondan sonra
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besiyeri {lizerinde iireyen bakterilere taze hazirlanmis soliisyon A ve soliisyon B birebir
oraninda karigtirthp {iiremis koloniler {iizerine ilave edildi. Bir iki dakika iginde
kolonilerin renginin saridan kirmizi bakir rengine doniismesi testin pozitif olarak

degerlendirdi (Claus ve Berkeley, 1986).

2.2.5.11. Karbonhidratlardan Asit Uretme Testi

Hazirlanan sivi besiyerine taze bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla alinan
koloniler birakildi. 37 °C’de yaklasik 14 giin inkiibeye birakildi. Inkiibasyondan sonra
karbonhidratli besiyerlerinin koyu rengi sariya doniismesi bakterinin o karbonhidrati
kullanip asit irettiklerini gosterir ve sonug pozitif olarak kaydedilir. Eger sivi
besiyerinde herhangi bir renk degisimi géziikmezse sonu¢ negatiftir (Vallat vd., 2012;

de Graaf, 201).
2.2.5.12. Eskulin Testi

Bakteriler MYPGP besiyerinde 24-48 saatlik kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu steril
sartlarda eskulin sivi besiyerine ekimleri yapildi. 24-72 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Ureyen kiiltiir UV lambasi (UV illuminate) altinda tutuldugunda floresan

vermeyen kiiltiirler pozitif olarak degerlendirildi (Koneman vd., 1997; Bilgehan, 2004).

Paenibacillus larvae’nin Bergey’s Manuel of Determinative bakteriyolojide

verilen bazi kimyasal 6zellikleri Tablo 6’da verilmistir (Krieg ve Holt, 1984).

Tablo 6. Paenibacillus larvae’nin bazi kimyasal 6zellikleri.

Karakteristik P. larvae P alvei Karakteristik P, larvae P, alvei
Ozellikler Ozellikler

Oksidaz ND + Nisasta Hidrolizi - +
Katalaz - + Nitrat Rediiksiyon D -
Sitrat - - Glukoz + +
Eskulin + + Maltoz D -
Dehidroksiaseton - + Trehaloz + -
Voges-Proskauer - + Ksiloz - -
pH<6 D +

PH>7 - -

ND: sonug bildirilmemis, D: Degisken, +: Test olumlu, -: Test olumsuz.
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2.2.6. Antibiyogram Testi

Calismada Gram pozitif bakteriler i¢n secilmis antibiyotik diski panelininden 12

adet ilag se¢ilmis ve bunlarin diskleri ticari olarak temin edilmistir (Tablo 7).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in izolatlar MYPGP agar besiyerinde bir
gecelik kiiltiirleri gergeklestirildi. Inkiibasyondan sonra her bir izolatdan, steril serum
fizyolojik igerisinde bulaniklik degeri 0,5 McFarland olacak sekilde sulandirimlari
hazirlandi. Manuel olarak hazirlanip steril petri plaklarina 4 mm kalinliginda dokiilmiis
MYPGP Agar (pH 7.2-7.4) ylizeyi kurutuldu. Steril bir ekiivyon ¢ubugu yardimi ile
bulaniklilig1 ayarlanmis kiiltiirlerin MYPGP agar besiyeri yiizeylerine yayma ekimleri
yapildi. Dort derece sicaklikta saklanmakta olan antibiyotik diskleri alinarak agar
yiizeyine temas edecek sekilde ve disk aralarinda en az 24 mm olacak sekilde
yerlestirildi. Disklerin yerlestirilmesinden sonra petri kaplart 36 °C’de %5 CO,
varliginda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra antibiyotik diskleri etrafinda
olusan zonlarin caplari dlciilerek degerlendirilme yapildi. Olgiilen zon ¢aplar1t EUCAST
(2014) kitapgigindaki ilgili tablolardaki degerler ile karsilastirilarak, bakteri test edilen

antibiyotige kars1 "duyarli" veya "direngli" olarak degerlendirildi.

Tablo 7. Test edilen antibiyotik diskleri ve icerigi.

Antibiyotik Ad1 Kisaltmas1 Doz Icerigi Direncli Orta Duyarh
(ng) ® @ S)
Gentamisin CN 10 <12 13-14 >15
Ceftazidim CAZ 10 <14 15-17 >18
Sefuroksim CXM 30 <14 15-17 >18
Seftazolin K7 5 <14 15-17 >18
Kloramfenikol C 30 <12 13-17 >18
Amoksisilin klavunat AMC 20/10 <19 - >20
Penisilin P 10 <14 - >15
Eritromisin E 15 <13 14-22 >23
Lrimetoprim - SXT 12502375 <10 11-15 >16
Sulfametoksazol
Tetrasiklin TE 30 <14 15-18 >19
Amikasin AK 30 <14 15-16 >17
Ampilisin AMP 10 <16 - >17
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2.2.7. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivite Testi

2.2.7.1. Bitki Eksraktlarinin Temini

Bitkilerin mevsiminde toplanmasi, kurutulmasi, tiir tanilarmin yapilmas1 KTU Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimii ile KTU Orman Fakiiltesi ve Orman Miihendisligi Boliimii
ogretim iiyelerince yapildi. Bitkilerin metanol ekstraksiyonlar1 KTU Fen Fakiiltesi
Kimya Labaratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Ekstre edilmis ve toz halinde gelen
maddeler miligram olaram tarttip DMSO iginde ¢o6zildii ve toz halinde

labaratuvarimiza gonderilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. Test edilecek bitki ekstraktlarinin isimleri ve konsantrasyonlari.

Sayr  Bitki Ismleri Stok sol.  Sayr  Bitki Isimleri Stok sol.
(ng/mL) (ng/mL)

1 *Thymus cilicicus 372 800 17 S. virescens 88 650

2 *T. spicata 55 600 18 S. laevipila 48 500

3 *Clinopodium umbrosum 306 825 19 S. intermedia 82 700

4 *Petrorhagia saxifraga 274 800 20 S. ruralis var. ruraliformis 123 000

5 *Dichistidium capillosum 62 530 21 Tortella densa 153 000

6 *Ziziphora clinopodies 188 750 22 T. tortuosa 817 000

7 *Sideritisli libanotica 478 800 23 T. humulis 87200

8 **Gypsophila glandulosa 169 560 24 Grimmia orbicularis 25350

9 Polytrichum formosum 118 100 25 Grimmia alpestris 66 750

10 P. commune 177 950 26 Schistidium popillosum 91 150

11 Calliergonella cuspidata 132 200 27 S. trichodon 31430

12 C. lindbergii 803 700 28 Diplophyllum taxifolium 95 700

13 Metzgeria conjugata 371 800 29 Leucobryumg glaucum 29 460

14 Isothecium alopecuroides 127 500 30 Dicranum majus 73 960

15 Eurhynchium striatum 263 600 31 Hedwigia ciliata 57 100

16 Syntrichia calcicola 46 200

2.2.7.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri olup olmadiginin 6lgiilmesinde
agar kuyucuk difiizyon metodu kullanildi (Ridderhof vd., 2003; Perez, 1990). Test
edilecek bakterilerin bir gecelik kiiltiirleri MYPGP agar i¢ine (Difco, Detroit, MI) 48
saat gogaltildi. Daha sonra steril serum fizyoji icinde yaklasik olarak 10° kob/mL
(koloni olusturan birim = colony forming unit) seklinde diliisyonlar1 hazirlandi.
Onceden hazirlanmis MYPGP agar besiyeri iizerine steril ekiiviiyon ¢ubuklariyla her bir

bakteri izolatinin ekimleri yapildi. Ekimleri tamamlanan besiyerleri tizerinde, steril cam
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boru yardimiyla 2 c¢cm araliklarla, 5 mm ¢apinda kuyucuklar agildi. Her bir kuyucuga
stok bitki ekstrakti ¢ozeltilerinden 50 mikrolitre damlatildi. Bakteri ihtiva eden petriler
24-48 saat mumlu kavozda 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bir cetvel
yaridmiyla inhibisyon zonlar o6l¢iildii. Standart kontrol ila¢ olarak bakteriler igin

Ampisilin (10 pg) ve standart ¢oziicii (metanol) kontrolii kullanildi.

2.2.8. izolatlarin Baz1 Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.8.1. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarin 16-24 saatlik gece kiiltiirleri distile s1v1 igerisinde hazirland1 ve her bir

izolat ependorf tiipe aktarilarak asagidaki islemler sirasiyla yapildi (Sambrook, 1989).

- Gece kiiltiirleri 13000 rpm’de 3-4 dakika santriflij edilerek ¢oktiiriildi.

- Pelletlerin iizerine 500 pL. TE tamponu eklenerek (10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA
pH 8) ¢oziildii.

- Her bir tipe 50 pL lizozim enzimi konularak vortekslendi (1/4 mercimek
biiyiikliigiinde lizozim).

- Tipler 37 °C’de 1 saat bekletildi.

- Her bir tiipe 50 pL %10°luk SDS eklenerek 5-6 defa alt iist edildi ve 37 °C’de 30
dakika bekletildi.

- Sonra her tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (Na-Ac pH 5.2) eklendi ve
65 °C’de 10-30 dakika beklenerek her 10 dakikada bir alt {ist edildi.

- Her tiipe 500 pL fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi, vortekslendi
ve 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi.

- Tiplerin tist kismindaki sivi kisim temiz ependorf tiiplerine aktarildi.

- Tiplere tekrar 500 uL kloroform ilave edildi ve tiipler alt iist edilerek 13000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve iistte kalan s1v1 kisim temiz tiiplere aktarildi.

- Tiplere tekrar 500 pL kloroform ilave edildi. Tiipler alt {ist edilerek 13000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve iistte kalan s1vi kisim temiz tiiplere aktarildi. Boylece bu
islem {i¢ defa tekrarlandi. Bu tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat ve 2 hacim
(yaklasik 900 pL) %96’lik soguk EtOH (etil alkol) ilave edilerek -20 °C’de 45

dakika bekletildi.
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- Tipler 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve tist kistmdaki sivilar atildi.

- Kalan pelletlerin iizerine 500 pL %70’lik soguk EtOH ilave edilerek tekrar 13000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

- Pelletler 37 °C’de kurutulduktan sonra 75 uL TE igerisinde ¢oziildii.

2.2.8.2. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Genomik DNA yiiriitilmesi islemi i¢in eriyik jel hazirlandi. Eriyik jelin
mikrodalga firininda ¢oziinmesi saglandi. Jel tankinin pargalari birlestirilerek eriyik
jelin dokiilecegi yer hazirlandi ve kuyucuklarin olusmasi i¢in jel tarag: takildi. Eriyik jel
firmindan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulunca igerisine 0,5 pL etidyum
bromiir (0,5 pg/mL) ilave edildi ve homojen sekilde ¢oziinmesi saglandi. Soguyan
eriyik jel, jel kalibina dokiildii ve 15-20 dakika katilagsmasi igin bekletildi. Agaroz jel
katilagtiktan sonra jel tarag:i dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra agaroz jel elektroforez
tankinin igerisine diizgiince yerlestirildi ve jelin iizerini kaplayacak sekilde 1X TAE
tamponu ilave edildi. Her bir izolatin DNA soliisyonundan 7 pL alindi ve 3 pL 10X
yiirlitme boyasi ile karigtirilarak kuyucuklara yiiklendi. 100 V’luk elektrik alanda 25
dakika yuritiildii. Yiiriitme sonucunda izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar UV
15181 altinda goriintiilendi. Izolatlarin DNA bantlar1 agaroz jel iizerinde goriildiikten
sonra DNA soliisyonlari lizerine 3 L. RNA az ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi.

Daha sonra DNA’lar sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere -20 °C’de saklandh.

2.2.8.3. 16S rRNA Geninin PCR ile Arttirilmasi

16S rRNA genleri her bir izolattan elde edilen genomik DNA’dan 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) ileri ve 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") geri primerleri kullanilarak PCR yardimi ile
cogatildi. Primerler MACROGEN (Hollanda) firmasindan elde edildi. PCR reaksiyon
sartlar; 12 ng kalip DNA, 5 pL 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.3; 500
mM steril KCI), 1,5 mM MgCl,, 1U Tag DNA Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25
mM geri primeri, 170 mM dATP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP olacak sekilde
hazirland1 ve bu karisimi steril saf su ile 50 pL’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200

uL’lik tiiplerde ve Thermocycler (Eppendorf)’de gergeklestirildi.
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Reaksiyon sicakliklart ve siireleri;

1. 94°C 5:00

2. 94°C 0:45

3. 50°C 1:00

4. 72 °C 1:30

5. 35dongii 94 °C 0:45
6. 72 °C 1:30
7.4°C

Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pL’si %1,1’lik agaroz jelde yiiriitiildi ve etidyum
bromiir boyasi (0,5 pg/mL) ile boyandiktan sonra UV 15181 altinda goriintiilendi. Elde
edilen PCR friinleri sekans edilmek tizere MACROGEN (Hollanda) firmasina
gonderildi. Sekanslama isleminde ise 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) ve
800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3") primerleri kullanildi (MACROGEN).

2.2.8.4. Veri Analizi

Elde edilen biitiin 16S rRNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi
ile diizenlendi ve NCBI GenBank’ta BLAST’lanarak GenBank’ta yer alan diger 16S
rRNA dizileri ile ylizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin
morfolojik tanimlamalarmi dogrulamak i¢in kullanildi. 16S rRNA dizilerinin Cluster
analizi aym sekilde BioEdit programini kullanarak ClustalW programi ile yapildi ve
buradan elde edilen veriler MEGA (Tamura vd., 2011, version 5) filogenetik programi
yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri
olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin giivenilirligi MEGA 5.0 programi

kullanarak se¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1000 tekrarli olacak sekilde test edildi.
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3. BULGULAR

Bu calisma Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Ar1 Hastaliklar1 Laboratuvari,
KTU-Eczacilik Fakiiltesi, KTU-Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, KTU-Miihendislik
Fakiiltesi, Orman Miihendisligi Béliimii ve Gida, Tarim ve Hayvancilik Rize Il
Miidiirliigii ~ destekleriyle, RTEU-Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii,
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvar’inda yapilmistir.

Amerikan Yavru Ciiriikliigli etkeni diisiiniilen 6rnekler Samsun Veteriner Kontrol
Enstitlisli laboratuvarindan temin edilmistir. Bu amagla hastalik etkeni bal, ar1, petek ve
larva Ornekleri kullanilmistir (Tablo 9). Toplam 9 6rnek uygun sekilde homojenize
edilerek kiiltiir icin hazirland1 ve 100 mikrolitresi MYPGP Agar besiyerine tek koloni
diistirme metoduyla ekimleri yapildi. Ekimleri yapilan plaklar %5’lik CO;’li ortamda
37 °C’de 3-4 giin etiivde inkiibasyona birakildi.

Tablo 9. AFB etkeni diisiiniilen numuneler, orjinleri ve elde edilen izolatlar.

Numune  Ahlndig yer Ornek Tiirii Izolat No (N=21)
sayisl
1 Findikl1 (TIM) Bal PBlal, PBla2
Larva PBI1b, PBlc
2 Rize (TIM) Bal PB2a, PB2b, PB2c
Larva PB2d
3 Giineysu (TIM) Yetiskin A1~ PB3.2a, PB3.2b2
Larva PB3.1a, PB3.3al PB3.3b, PB3.3bl
4 Samsun (VAM) Larva PB4
5 Samsun (VAM) Larva PB5a, PB5b
6 Samsun (VAM) Yetiskin A1 PB6a, PB6b
7 Findikli (TIM) Larva -
8 Findikli (TIM) Yetigkin Arn1 =~ -
9 Pazar (TIM) Larva PB9a, PB9b

VAM: Vetiriner Arastirma Merkezi, TIM: Rize Gida Tarim ve Hayvancilik 11 Miidiirligii

3.1. izolatlarin Morfolojik ve Fiziksel Ozellikleri

Kiltlir sonucunda iireyen bakteri kolonileri makroskobik (koloni rengi, tipi ve
biiyiikliigii) ve mikroskobik (Gram 6zelligi, bakteri morfolojisi, spor igerigi ve konumu)
olarak incelendi. inceleme sonucunda petride iireyen koloniler; seffaf renkli M tipi

(mukoit), turuncu renkli hizli liremeyle petride tiim ylizeyi kaplayan S tipi ve krem
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renkli kiigiik (0.2-0.3 cm capli) S tipi (diizgiin) ya da R tipi (piirtiikli) izolatlar
belirlendi. Tek koloni diisiirme teknigiyle MYPGP agar besiyerine pasajlart yapildi
(Sekil 18). Saf kiiltiirlerden hem DNA izolasyonu hem de diger ¢alismalarda kullanmak
iizere stok kiiltiirler hazirlandi. Izolatlarin her biri “PB” (Paenibacillus) seklinde
kodlanarak numune gelis sirasina gore rakamla, izolat sirasina gore alfabetik harflerle

numaralandirildi.

Saf kiiltiirlerden gram boyama yapilarak Gram pozitif sporlu basil (kisa, uzun,
kalin, tekli, ikili, kisa ve uzun zincirli vb.) olduklar1 belirlendi. Tiir tanisinda 6nemli bir
kriter olan spor varligi, hiicre i¢indeki konumlar1 ve yogunluklart gozlendi. Ayni
zamanda izolatlarin siv1 ve kati besiyerinde (MYPGP) {irlime siireleri belirlendi. Bazi
izolatlarin (PB9) hizli (24 saatte), bazilar1 ise yavas (48-72 saatte) iiredigi tespit edildi.
Izolatlarda hareket besiyerinde ekim ¢izgisinin kenarma dogru iireme gostermeleri ve
petride yayilmalarindan dolayr 12 izolat (PBlal, PBla2, PB1b, PBlc, PB2a, PB2b,
PB2c, PB2d, PB3.3b, PB3.3bl, PB9a, PB9b) hareket pozitif olarak degerlendirildi.
MYPGP siv1 besiyerinde ekimleri yapilan izolatlarin tiimii 40 °C’de iiredigi, yanlizca

bir susun ise 55 °C’de (PB2d) tireme gosterdigi belirlendi (Tablo 10).
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Sekil 18. izolatlarin petrideki koloni morfolojisi goriiniimleri. a) MYPGP agarda seffaf
renkli mukoit (M tipi) koloniler (PB6a), b) MYPGP agarda turuncu renkte
petri yiizeyiinii kaplayan hareketli izolatlar (PB9a), c) MHA’da krem renkli S
tipi koloniler, d) MHA’da R tipi koloniler (PB1al).

izolatlarm  Gram  boyamali preparatlarinda  mikroskobik  morfolojileri
incelendiginde tiimii mor boyandigi (Gram pozitif), sporlu basil olduklar1 gdzlendi.
Sporlar1 incelendiginde ise PBlal, PB3.3b, PB4, PB5a, PB5b, PB6a, PB6b, PB9a ve
PB9b P. larvae sporu gibi subterminal konumlu siskin bir yap1 gosterirken, bes izolatta
gec sporlanma geri kalan izolatlarda ise subterminal, terminal ya da sentral sporlanma

gozlemlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Bazi izolatlarin Gram boyamada spor ve vejetatif hiicre goriiniimleri (100X
bliylitme). a) PB3.3b susunun morfolojisi ve terminal-subterminal siskin
sporlari, b) PB4 susunun Gram pozitif subterminal spor ve hiicreleri, c) PB6a

susunun Gram pozitif subterminal spor ve hiicreleri, d) PB2b susunun
terminal-subterminal spor ve hiicreleri.
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Tablo 10. izolatlarin morfolojik, fiziksel dzellikleri.

Izolat No Besiyeri Morfolojisi ﬁgﬁg;ﬁ;blk Spor Konumu %Sr(:gle HR
PBlal Krem renkli, S-tipi, hizli iireme Gr (+), basil Terminal ve siskin - +
PB1a2 Krem renkli, S-Tipi, yavas lireme Gr (1), basil Sentral - +/-
PB1b Turuncu, S-Tipi, hizli ireme Gr (+), basil Sentral (Geg sporlanma) - +
PBlc Krem renkli, R-tipi, yavas lireme Gr (+), basil Subterminal - +/-
PB2a Krem renkli, S-Tipi, hizli tireme Gr (+), basil Subterminal (Geg¢ sporlanma) - +
PB2b Krem-seffaf renkte, S-Tipi, hizl1 iireme Gr (+), basil Subterminal - +
PB2c Krem-seftaf renkte, S-Tipi, yavas tireme  Gr (+), basil Terminal - +/-
PB2d Krem renkli, S-Tipi, hizli tireme Gr (+), basil Subterminal (Geg sporlanma) + +
PB3.1a  Seffaf renkli, M-Tipi yavas iireme Gr (+), basil Subterminal - -
PB3.2a  Seffaf renkli, M-Tipi yavas iireme Gr (+), basil Subterminal - -
PB3.3al  Seffaf renkli, R-Tipi, yavas lireme Gr (+), basil Subterminal (Geg sporlanma) - -
PB3.2b2 Krem renkli, M/S tipi, yavas lireme Gr (+), basil TE (Geg sporlanma) - -
PB3.3b  Sarimsi renkte, R-Tipi, hizli iireme Gr (1), basil Terminal ve siskin - +
PB3.3b1  Krem renkli, S-Tipi, hizl1 tireme Gr (+), basil Subterminal - +
PB4 Krem renkte, R-Tipi, yavas lireme Gr (+), basil Subterminal ve siskin - -
PBS5a Seffaf-krem renkli, M-Tipi, yavas tireme  Gr (+), basil Subterminal ve siskin - -
PB5b Seffaf renkli, R-Tipi, yavas lireme Gr (+), basil Subterminal ve siskin -

PB6a Seffaf-krem renkli, M-Tipi, yavas tireme  Gr (+), basil Subterminal ve siskin - -
PB6b Seffaf renkli, M-Tipi, yavas iireme Gr (+), basil Subterminal ve siskin - -
PB9a Turuncu renkli, S-Tipi, hizl1 tireme Gr (1), basil Terminal ve siskin - +
PB9b Turuncu renkli, S-Tipi, hizli tireme Gr (+), basil Terminal ve siskin - +

Gr: Gram boyama sonucu, (+): Pozitif, (+/-): Zayif pozitif, (-): Negatif, HR: Hareket, TE: Tespit edilemedi.



3.2. zolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Suslarin geleneksel yontemlerle siniflandirilmasinda bir dizi biyokimyasal testler
kullanilmistir (Tablo 11). Test edilen izolatlarin tiimiinde oksidaz testi olumlu oldugu, 9
izolatta (PB3.1a, PB3.2a, PB3.3al, PB3.2b2, PB4, PB5a, PB5b, PB6a ve PB6b) katalaz
enzimi liretmeyerek negatif oldugu belirlendi. Tek karbon kaynagi olarak sitrat kullanim
testine bakildiginda sadece PB1a2 izolatinda gii¢lii pozitiflik gbzlendi. Farkli pH’larda
(pH5.8, 6.8 ve 7.7) yapilan Voges-Proskauer testinde izolatlarimizdan biri her ti¢ pH’da
pozitif, li¢ susun ise sadece pH5.8 ve 6.8’de pozitif olduklar1 gézlendi. Suglarin 8’inde
eskulin hidrolizi (PB1a2, PB1b, PBlc, PB2b, PB2¢, PB2d, PB5a ve PB5b), ikisinde
nisasta (PBlal ve PB2d) hidrolizi (Sekil 20), tiimiiniin nitrat1 nitrite indirgedigi, ve
cogunun dehidroksiaseton tirettigi gdzlendi (Sekil 21).

-

Sekil 20. Nisasta hidrolizinin pozitif (a) ve negatif (b)

Sekil 21. Dehidroksiaseton testinin goriintiisii.
(B: Dehidroksiaseton besiyeri, K: Ayira¢ damlatilmis besiyeri, (+): Pozitiflik
(kirmiz1 renkli koloni) sonug, (-): Negatif (renksiz koloni) sonug.
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Tablo 11. Bakteriyal izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri.

IZOLAT Voges-Proskauer (U/S) DHYA NT
NO 0 kK S E NS pH58 pH6,8 pH7,7 U/S U/S ¢GM L T K
PB1al + + - - + ++/- +/- +-/- ++/++ +/+ + + - + -
PB1a2 + o+ - A+ A A+ A/ A/ - - - + -
PB1b + + - + - +/- +/- +-/- +/+ +-/+ + + + + -
PBlc + + - + - A+ ++/+ ++/- A/ A/ + - - + -
PB2a + + - - - +/- +/- +/- +/+ +-/+ + + + + -
PB2b + + - + - 1+ +++/- ++/- +H+/+ 4+ + - - + -
PB2c¢ + + - + - +++/+ ++/+ ++/- +++/- +++/+ + - + + -
PB2d + ++ - + + +++/+ ++/+ +/- +/+ +++/+ + + + + -
PB3.1a + - - - - +/- +-/- -/- +++ +-/+ + - - + -
PB3.2a +/- - - - - ++/- /- -/- +H+++ +-/+ + - - + -
PB3.3al + - - - - +/- +/- /- /- +-/+ + - - + -
PB3.2b2 + - - - - +-/- +/- +-/- +A+++ ++/+ - - - +- -
PB3.3b + + - - - ++/- +/- +-/- ND +/+ + + + + -
PB3.3b1 + + - - - +/- +/- +-/- ND ++ + + + + o+
PB4 +/- - - - - -/- +/- +/- ++/++ +/+ + - - + +
PBS5a + - - + - +-/+ +/- +/- A+ 1+ + - - + -
PB5b +/- - - + - +/- +/- +/- 4+ +-/+ + - - + +
PB6a + - - - - +/- +/- +/- A+ +-/+ + - - + -
PB6b +/- - - - - +/- +/- +/- ++H/++ +/+ + - - + -
PB9a + + - - - +/- +/- +/- +/+ +-/+ + + - + -
PB9b + + - - - +/- +/- +/- +H+ +/+ + + - + -

Q: Oksidaz, K: Katalaz, S: Sitrat, E: Eskulin, NS: Nisasta, DHYA: Dehidroksiaseton, NT: Nitrat, G: Glukoz, M: Maltoz, L: Laktoz, T: Trehaloz, K: Ksiloz, U/S:
Ureme/Sonug, ND; Test edilemedi, +-: Zayif, +: Iyi, 2 ve 3+: Cok iyi.
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Calismada izolatlarin bir dizi karbonhidratlar1 (Glukoz, Maltoz, Laktoz, Trehaloz,

Ksiloz) fermente edebilme 6zellikleri arastirildi (Tablo 11). izolatlarin 19’unda glukoz,

8’inde maltoz, 6’sinda laktoz, 3’ilinde ksiloz ve tiimiinde trehaloz pozitif oldugu

gbzlemlendi (Sekil 22).

Sekil 22. Maltoz, glukoz ve laktoz karbonhidratlarindan asit {iretim testin pozitif ve
negatif sonuclari.

Calismada elde edilen izolatlarin makroskobik, mikroskobik, fiziksel ve
biyokimyasal ozellikleri (geleneksel tan1 yontemleri) incelenerek yapilan tiir tanisina
gore suslarin 6’s1 Bacillus sp., 6’st Paenibacillus sp. ve geri kalan 9 tanesi ise

Paenibacillus larvae olarak tanimlandi (Tablo 12).

Tablo 12. Elde edilen izolatlarin geleneksel yonteme gore tiir tayini sonuglari1 (N=21).

Izolat Tiir Izolat Tiir
PBlal Paenibacillus sp. PB3.2b2 Bacillus sp.

PB1a2 Bacillus sp. PB3.3b Paenibacillus larvea
PB1b Paenibacillus larvae PB3.3b1 Paenibacillus sp.
PBlc Paenibacillus sp. PB4 Paenibacillus larvae
PB2a Bacillus sp. PBS5a Paenibacillus larvae
PB2b Bacillus sp. PB5b Paenibacillus larvae
PB2c¢ Bacillus sp. PB6a Paenibacillus larvae
PB2d Bacillus sp. PB6b Paenibacillus larvae
PB3.1a Paenbacillus larvae PB9a Paenibacillus sp.
PB3.2a Paenibacillus larvae PB9b Paenibacillus sp.

PB3.3al Paenibacillus sp.
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3.3. izolatlarin Molekiiler Ozellikleri

3.3.1. Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Geleneksel yontemlerle tanimlanan izolatlarin  molekiiler  yontemlerle
dogrulanmasi amaciyla izolatlardan genomik DNA izole edildi. izolatlardan elde edilen

genomik DNA fragmentleri % 1’lik agaroz jelde 100 V’ta 20-25 dk yiiriitiildi. Yiirtitme

isleminin ardindan genomik DNA’lar UV 15181 altinda goriintiilendi (Sekil 23).

Sekil 23. Bakteriyal izolatlarin genomik DNA’larinin agaroz jelde goriniimii.

3.3.2. 16S rRNA Gen Fragmentlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi
Bakteriyal izolatlardan elde edilen 16S rRNA gen fragmentleri agaroz jelde

yiritildi. Jelin ilk kuyucuguna herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigin

anlamak i¢in negatif kontrol yiiklenmistir (Sekil 24).

G —— - — " D B S > - - -

Sekil 24. Bakteriyal izolatlarin 16S rRNA gen fragmentlerinin agaroz jelde goriiniimii.
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3.3.3. 16S rRNA Gen Sekanslarinin Gen Bank’taki Benzerlikleri

Izolatlarn 16S rRNA dizin analizi MACROGEN firmasi tarafindan yapildi. Bu
sekanslar Gen Bank’ta var olan diger bakterilerin 16S rRNA genleriyle karsilastirilarak

yiizde benzerlikler tespit edildi (Tablo 13, Sekil 25).

Tablo 13. Bakteriyal izolatlarin 16S rRNA gen benzerlikleri.

1zolat - . Genbank Ortiisme Benzerlik
No Benzer Oldugu Bakteriler Numarasi (%) (%)
PB1al Paenibacillus dendritiformis VITSURB KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB1a2 Bacillus safensis BT 167 KJ848530.1 100 100
Bacillus safensis WM-265 KJ210641.1 100 100
Bacillus pumilus FLU?2 KJ410678.1 100 100
Bacillus safensis WB-223 KF749412.1 100 100
PB1b Paenibacillus dendritiformis VITSURB KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB2a Paenibacillus dendritiformis VITSURB KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB2b Bacillus sp. M413 KJ944102.1 100 100
Bacillus sp. M411 KJ944100.1 100 100
Bacillus sp. M407 KJ944096.1 100 100
Bacillus sp. M406 KJ944095.1 100 100
PB2c Bacillus sp. M413 KJ944102.1 100 100
Bacillus sp. M411 KJ944100.1 100 100
Bacillus sp. M407 KJ944096.1 100 100
Bacillus sp. M406 KJ944095.1 100 100
PB3.1a Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 99
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 99
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 99
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 99
PB3.2a Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 99
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 99
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 99
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 99
PB3.3al  Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
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Tablo 13’iin devami.

Izolat Benzer Oldugu Bakteriler Genbank  Ortiisme Benzerlik
No Numarasi (%) (%)
PB3.2b2  Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
PB3.3b Paenibacillus dendritiformis VITSURB ~ KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB3.3bl  Paenibacillus dendritiformis VITSURB ~ KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB4 Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
PB5a Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
PB5b Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
PBé6a Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 99
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 99
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 99
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 99
PB6b Paenibacillus larvae Ymb1 EF187246.1 100 100
Paenibacillus larvae 03-189 DQ079623.1 100 100
Paenibacillus larvae 02-130 DQ079622.1 100 100
Paenibacillus larvae subsp. larvae AY030079.1 100 100
PB9a Paenibacillus dendritiformis VITSURB ~ KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99
PB9b Paenibacillus dendritiformis VITSURB ~ KF850540.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3452 KF917182.1 100 99
Bacillus sp. BAB-3451 KF917181.1 100 99
Paenibacillus sp. BAB-3421 KF917151.1 100 99

*PB1c ve PB2d izolatlarin molekiiler tanimlamasi yapilamamustir.

3.3.4. Filogenetik Agac

Geleneksel yontemlerle tanilari yapilan izolatlarin molekiiler yontemlerle de

tanilart dogrulandi (Tablo 14, Sekil 25). Suslar %99-100 araliginda benzerlikle
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tanimlanarak filogenetik aga¢ olusturuldu (Sekil 25). Dendogram MEGA 5.0 filogenetik
programi kullanilarak neighbor-joining (NJ) metodu ile yapilmistir (Tamura vd., 2011).

Nodlarin yanindaki rakamlar seg-bagla (bootstrap) degerlerini gdstermektedir.

Tablo 14. Elde edilen izolatlarin molekiiler yonteme gore tiir tayini sonuglari (N=19).

Izolat Tiir Izolat Tiir
PBl1al Paenibacillus sp. PB3.3b  Paenibacillus sp.
PB1a2 Bacillus sp. PB3.3b1  Paenibacillus sp.
PB1b Paenibacillus sp. PB4 Paenibacillus larvae
PB2a Paenibacillus sp. PB5a Paenibacillus larvae
PB2b Bacillus sp. PB5b Paenibacillus larvae
PB2c Bacillus sp. PB6a Paenibacillus larvae
PB3.1a  Paenbacillus larvae PB6b Paenibacillus larvae
PB3.2a  Paenibacillus larvae PB9a Paenibacillus sp.
PB3.3al Paenibacillus larvae PB9b Paenibacillus sp.

PB3.2b2 Paenibacillus larvae

*PB1c ve PB2d izolatlart molekiiler yontemlerle tanimlanamamustir.
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3.4. Antibiyogram

Calismada izole edilen Paenibacillus ve Bacillus cinslerinin gram pozitif panel
antibiyotiklerin 12’sine olan duyarliliklar1 disk difiizyon yontemiyle test edildi,
olusturduklar inhibisyon zon ¢aplari bir cetvel yardimiyla 6l¢iildii (Tablo 15, Sekil 26).

Tablo 15. Antibiyotiklerin disk diflizyon metoduyla suslara karsi gosterdikleri
inhibisyon zonu caplart (mm).
izolatNo CN CAZ CXM KZ C AMC P E SXT TE AK AMP

PBlal >20 >20 >20 >20 >20 >40 >40 - 16 17 20 25
PB1a2 17 -* - 30 14 25 20 20 30 30 18 22
PB1b 19 30 30 35 32 30 >20 12 10 20 18 25
PBl1c 16 - - 35 15 25 25 25 30 32 17 25
PB2a 17 35 30 30 25 25 >20 18 20 24 17 25
PB2b 15 - - 30 15 27 29 25 35 32 16 26
PB2c 16 - - 30 19 30 30 25 35 32 16 25
PB2d 22 - - 25 25 25 30 25 30 40 20 25

PB3.1a 10 35 30 30 30 30 30 30 28 30 12 35
PB3.2a 12 30 30 30 30 30 >20 30 30 25 15 35
PB3.3a1 12 35 30 35 25 30 30 30 25 30 15 35
Pb3.2b2 17 20 22 35 30 35 40 25 24 30 18 35
PB3.3b 15 25 30 30 35 30 30 10 10 15 15 25
PB3.3b1 9 35 25 35 25 30 30 22 25 25 10 30
PB4 15 35 29 30 29 30 30 35 15 30 15 50
PB5a 10 25 30 30 25 30 30 29 20 40 11 40
PB5b 15 30 >30  >30 30 >30  >20 30 >20 >30 20 40
PB6a 12 35 30 35 30 30 >20 30 25 35 15 50
PB6b 10 40 40 35 30 30 30 29 20 30 15 35
PB9a 19 39 >30 35 25 >30 30 18 8 30 15 25
PB% 15 30 30 35 28 30 30 17 10 35 17 25

CN: Gentamisin, P: Penisilin, CAZ: Ceftazidim, E: Eritromisin, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, TE:
Tetrasiklin, SXT: Trimetoprim Sulfametoksazol, C: Kloramfenikol, AK: Amikasin, AMC: Amoksisilin
Klavunat ve AMP Ampilisin, *: inhibisyon yok.

Sekil 26. Disk Diffiizyon metoduna gére PB2b’nin bazi antibiyotiklere karsi duyarliligi.
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Olgiilen zon ¢aplar1t EUCAST kriterleri ile karsilastirilarak etkili olanlara duyarh

(S), az etkili olanlara orta direngli (I) ve etkili olmayanlara direngli (R) seklinde
kodlanarak dire¢ durumu belirlendi (URL-11) (Tablo 16). Calismada orta direngli olan

sonuglar da direngli olarak degerlendirilerek suslarin tek ve birden ¢ok antibiyotige

kars1 olan direng profilleri ¢ikarildi (Tablo 17). Elde edilen izolatlarin antibiyotik direng

profilleri incelendiginde seftazolin, amoksilin klavulonat, penisilin ve ampisiline karst

tiim izolatlarin ise duyarli oldugu gozlendi. Yanlizca iki susun (PB3.2b2 ve PB5b) test

edilen tiim antibiyotiklere duyarli oldugu, bir susun (PB2a) ise tek bir antibiyotige

direngli oldugu belirlenirken, digerlerinin birden fazla (2 ile 4 farkli antibiyotige kars1

coklu direng) antibiyotige karsi direngli oldugu goézlendi. En fazla diren¢ amikasine

kars1 (12 susta) belirlendi.

Tablo 16. Izolatlarin test edilen antibiyotiklere kars1 diren¢ ve duyarliliklar1.

iZOLAT
NO

CN CAZ CXM Kz C

AMC P

E

SXT TE AK

AMP

PBl1al
PB1a2
PB1b
PBlc
PB2a
PB2b
PB2c¢
PB2d
PB3.1a
PB3.2a
PB3.3al
PB3.2b2
PB3.3b
PB3.3b1
PB4
PB5a
PB5b
PB6a
PB6b
PB9a
PB9b
Direngli

S
S
S
S
S
S
S
S
R
R
R
S
S
R
S
R
S
R
R
S
S

7

MU nnnnnrnunnnnITIITrnIn TR

ML UnnnunnnnunnnunITITnTnIn

T rnnrnnnnrnnhrnnhnnrnniLLninLnnnnnn

nunnnnonnLnunununnononon—wnvn—uwv—wn

3

95]

rnnrnrnurnnnrnhrnhrnrnnnnnnnnnnn

w2

T nnrnnnnrnnhrnnhLnnrnnnrnnnnnnunn

NI T NNNANA~NNANANANANANNNLNNE NI

P

nununnnonnLmn—unnununonunonwnonownwnonnn

2

N A = N T = TN~ = TN~ —=NNNNN

12

' rnurnnrnnrnnirLnhnnrnnnLLnonnnonunnn

CN: Gentamisin, P: Penisilin, CAZ: Ceftazidim, E: Eritromisin, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, TE:
Tetrasiklin, SXT: Trimetoprim Sulfametoksazol, C: Kloramfenikol, AK: Amikasin, AMC: Amoksisilin
Klavunat ve AMP Ampilisin, R: Direngli, I: Orta direngli (Direngli kabul edildi), S: Duyarl.
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Tablo 17. Izolatlarin antibiyotik direngleri ve ¢oklu antibiyotik direng profili (N=21).

Antibiyotik Direnci Coklu Antibiyotik Direnci

Anti- Direncli Duyarh Antibiyotik Direngli Duyarh

biyotikler n = % n % Gruplar n % n %
CN 7 33 14 67 E+ SXT 2 10 19 90
CAZ 5 24 16 76 E+ SXT+AK 1 5 20 95
CXM 5 24 16 76 E+TE 1 5 20 95
Kz - - 21 100 E+TE+ SXT+AK 1 5 20 95
C 3 14 18 86 CAZ+CXM 1 5 20 95
AMC - - 21 100 CAZ+CXM+C 1 5 20 95
P - - 21 100 CAZ+CXM+C+E 1 5 20 95
E 8 38 13 62 CAZ+CXM+C+AK 1 5 20 95
SXT 5 24 16 76 CAZ+CXM+AK 1 5 20 95
TE 2 10 19 90 CN+AK 6 29 15 71
AK 12 57 9 43 CN+AK+E 1 5 20 95
AMP - - 21 100 SXT+AK 1 5 20 95

CN: Gentamisin, P: Penisilin, CAZ: Ceftazidim, E: Eritromisin, CXM: Sefuroksim, KZ: Seftazolin, TE:
Tetrasiklin, SXT: Trimetoprim Sulfametoksazol, C: Kloramfenikol, AK: Amikasin, AMC: Amoksisilin
Klavunat ve AMP Ampilisin, n; say1,

3.5. Bitki Ekstraktlarinin Bakteriyal izolatlara Kars1 Antimikrobiyal Etkinlikleri

Calismada AFB siipheli 6rneklerden izole edilen tiim bakteriyal izolatlarin ¢esitli
bitki ekstraktlarina olan duyarliliklar1 “agar kuyucuk diffiizyon” yontemine gore test
edildi. Bu amagla tilkemizde yaygin bulunan 8’1 ¢igekli, 23’ii kara yosunu olmak iizere
toplam 31 farkli bitkiye ait sulu ve metanol ekstraktlari (700-750 pg/mL
konsantrasyonlarinda) test edildi (Sekil 27, Tablo 18).

Sekil 27. Bazi izolatlarm 12 farkli itki ekstraktlarina kars1 antimikrobiyal etkinlik
goriintiileri.
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Test edilen bitkilerin tiimiinde en az bir susa kars1 antibakteriyel aktivite gozlendi.
Geleneksel ve molekiiler yontemlerle Bacillus sp. ve Paenibacillus sp. olarak
tanimlanan suslarda bitki ekstraktlarina olan duyarliliklarinin az oldugu, ancak
Paenibacillus larvae olarak tanimlanan suslarda etkinligin daha iyi oldugu goézlendi.
Bitkilerin sulu ekstraktlari, metanol ekstraktralarina (metanol ekstrakt etkinliginin,
yosunlardansa c¢igekli bitkilerde daha iyi oldugu) gore daha diisiik antimikrobiyal
etkinlige sahip olduklar1 belirlendi. Antimikrobiyal etkinlik sulu ekstraktlarda 6zelikle
S. ruralis var. ruraliformis’de, metanol ekstraktlarda ise Thymus cilicicus, T. spicata ve

Clinopodium umbrosum’da en iyi olduklar1 belirlendi (Tablo 18).
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Tablo 18. Bitki ekstraktlarinin bakteriyal izolatlara kars1 agar kuyucuk yontemine gore antimikrobiyal etkinlik zon ¢aplari.

Bakteriyel (PB) izolatlar ve inhibisyon Zon Caplari (mm)

Bitki isimleri PBlal PBla2 PB1bPB1cPB2aPB2hPB2c PB2d PB3.3al PB3.2a PB3.1a PB3.2b2 PB3.3b PB3.3bl PB4 PB5a PB5b PB6a PB6b PB9a PB9b
*Thymus cilicicus >20 10 >25 7 >25 6 8 15 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
*T. spicata >20 16 >25 25 >25 20 8 22 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
*Clinopodium umbrosum  >20 - >25 - >25 - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
*Petrorhagia saxifraga 10 - 12 - 15 8 - 13 - - 10 15 - 10 14 20 20 20 25 - -
*Dichistidium capillosum ~ -* - - - - - 10 7 - - - 12 - - 15 20 >25 25 20 - 6
*Ziziphora clinopodies 12 - - 10 - - - ND - ND 15 - - 15 ND 22 >20 20 - -
*Sideritisli libanotica 15 - 100 4 12 - - - 20 >25 >25 20 20 15 18 18 >25 >p5¢ >25 10 -
**Gypsophila glandulosa 12 - 6 - 15 - - - 15 22 16 15 9 12 14 15 25 20 24 - 6
Polytrichum formosum - - - - - - - - 10 >25 >25 10 - 8 15 15 >25 >25 15 - -
P. commune 22 - 10 - 24 - 8 6 29 >25 >25 >25 >25 18 24 >25 >25 >25 >25 22 -
Calliergonella cuspidata 12 - - 8 12 - - - 15 >25  >25 10 6 20 15 15 >25 >25 15 - 6
C. lindbergii 24 - 20 - 26 6 - 6 20 >25  >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 30 14
Metzgeria conjugata 13 - 6 - - - - 6 176 >25 >25 18 12 - 160 16 >25 >256 >25 - -
Isothecium alopecuroides 6 - 6 - 10 - - 6 10 >25  >25 10 6 18 15 15 >25 >25 15 - 6
Eurhynchium striatum 8 6 25 10 25 - 6 8 - - 15 15 15 12 18 15 >25 25 25 - 10
Syntrichia calcicola 12 - - - - 6 - - 15 >25 >25 12 6 12 15 15 >25 >25 12 - 6
S. virescens - - - 6 - - 6 10 - - 15 15 12 12 15 15 >25 25 25 - 6
S. laevipila - - - -¢ 10 10 -¢ 12 - - - 15 - 6 15 25 18 25 25 - -
S. intermedia - - - - - - - - 15 6 8 12 - - 8 8 18 12 14 - -
S. ruralis var.ruraliformis - - - 10 - - 10 - ND¢ ) ND 12 - - 1006 ND® 200 256 20 - -
Tortella densa - - - - - - - - 10 >25 >25 10 - - 12 14 >25 >25 12 - -
T. tortuosa - - - - - - 6 6 ND - ND - - - 10 ND 12 15 - - -
T. humulis - - - - - - - ND - ND 12 - - 10 ND 25 18 10 - -
Grimmia orbicularis - - - - - - 20 - - - - 10 - - 15 15 >25 25 15 - 10
Grimmia alpestris - - - - - - 25 - 15 12 20 12 - - 15 30 >25 25 25 - -
Schistidium popillosum -$ ¢ - 7 - - - - ND - ND 12 - - 12 ND 18 >20 15¢ - -
S. trichodon - - - - - - - - ND - ND 10 - - 10 ND 22 24 18 - -
Diplophyllum taxifolium - - - - 10 8 - 10 - - 15 20 - - 15 10 >25 25 20 - 6
Leucobryumg glaucum - - - 6 - - - ND - ND 8 - - 12 ND 12 >20 15 - -
Dicranum majus 12 - - 12 - - - - ND - ND - - - 18 ND 18 >20 10 - -
Hedwigia ciliata - - - - - - - - ND - ND 10 - - - ND 22 12 15 - -

*Lamiaceae ve **Caryophyllaceae Familyalarma Ait Cicekli Bitki, Digerleri Yosun, (-): Etkinligi yok, (ND): Test edilemedi, (>): Biiyiik,
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Amerikan Yavru Ciiriikliigli hastaligi, ar1 larva hastaliklar1 igerisinde oldukca
bulasici, diinyanin her tarafinda yaygin olarak goriilen, 6nemli ve en tehlikeli bakteriyel
hastaliklarindan biridir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bu durum aynidir ve
bulasict hastaliklar arasinda bag siralarda yer almaktadir. Etken Gram pozitif bir bakteri
olan Paenibacillus larvae (White) oldugu ve enfekte larvalarin her birinde bir milyarin
lizerinde spor meydana getirebildigi bildirilmektedir. Zamaninda tedbir alinmazsa

koloninin 6liimiine, hatta tiim kolonilerin ve diger ariliklarin sénmesine neden olabilir.

Calismada AFB  hastaligit  siipheli petek Orneklerinde AFB  etkeni
mikroorganizmalarin izolasyonu, identifikasyonu (geleneksel ve molekiiler), etken
bakterilerin antimikrobiyal duyarliliklart ve bu hastalik etkenine etkili bitki
ekstraktlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla Rize ve Samsun’dan temin edilen
toplam 9 6rnek labaratuvara ulastirildi (Tablo 9). Orneklerin yalnizca birinde saf kiiltiir
seklinde tek bir sus izole edilirken, 6’sinda (%66,6) 2-3 farkli Paenibacillus sp. stipheli
etken izole edildi (Sekil 18). Orneklerden ikisinde ise herhangi bir bakteriyel izolat elde
edilemedi. Bu iki 6rnegin AFB diye temin edilmesine ragmen herhangi bir bakteri
kolonisi gozlenmemesi bu Orneklerin zirai ilaga maruz kaldigi kanisini ortaya
koymustur. AFB hastalig1 bildirimi zorunlu bir hastalik olmasi, bildirimden sonra
hastalikli kovanlarin yakma zorunlulugu ve saglikli kovanlarin da 3 ay hareket
kisitlamas1 getirilmesi nedeniyle aricilar tarafindan bildirilmemektedir. Bu da 6rnek
sayimizin az olmasma neden olmustur. Calismamizda AFB siipheli olarak temin

edildiginden 6rneklerde %66,6 AFB etkeni bakteri izolasyonu gerceklesmistir.

Yasar vd. (2002), Karadeniz Bolgesi’nde bulunan bal arist kolonilerinin Yavru
Ciirtikliigii bulasiklik oranimin %18.33 oldugunu bildirmislerdir. 2002-2007 yillar1
arasinda yapilan ¢alismada Breziya’nin farkli bolgelerinden toplanan bal, petek ve polen
orneklerinden elde edilen 80 izolat analiz igin se¢ilmis ve sonu¢ olarak 77 susun P.
larvae oldugunu, fakat 3 susun yetersiz sonu¢ gosterdigini bildirmislerdir (Chagas,
2012). Hatay yoresinde yapilan bir arastirmada 2003 yili Eylil/Ekim tarihleri arasinda
11 ilge ve 51 kdyde 89 aricinin toplam 5730 kolonisi 6nemli ar1 hastalik ve parazitleri

yoniinden incelenmistir.  Arastirmada Hatay yoresinde bulunan bal arisi
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kolonilerinin %38’nin Varroa paraziti, %0,22 nin Yavru Ciiriikliigii hastaligi, %0,01 nin

ise Kireg hastaligi ile bulasik oldugu belirlenmistir (Sahinler ve Giil, 2005).

Antunez vd. (2004), Uruguay’da, iilke genelinde (2001-2002 yillar1) alinan
toplam 103 bal orneginin, %73’iinde (0,5-819 cfu/g araliginda) Paenibacillus larvae
sporlarinin varligini bildirmislerdir. Pohorecka ve Bober (2008), 2005 ve 2007 yilinda
yaptiklar1 calismada 242 AFB siipheli 6rnegin %56’sinda P. larvae pozitifligini
bildirmiglerdir. Yalginkaya, (2008) tarafindan yapilan c¢alismada ise 2006-2007 yillar
ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde Adana’da 97 yavrulu petek ve 3880 ergin bal aris;
Hatay’da 88 yavrulu petek ve 3520 ergin ar1 6rnegi toplanmistir. Yapilan laboratuvar
analizleri sonucunda, ergin ar1 6rneklerinde Varroasis, Nosemosis tespit edilirken, il ve
ilgelerin tiimiinde Yavru Ciiriikligli hastaliklart  gozlenmistir. Tim O6rneklerin
incelenmesi sonucunda, %29 oraninda AFB ve %19 oraninda Avrupa Yavru Ciirikligi

oldugu bildirilmistir.

Hatay yoresinde 2010-2011 yilinda yapilan bir diger calismada, alti degisik
kislatma alaninda 30 farkli ariliktan kis salkimi erken bozulan kolonilerde paraziter ve
bakteriyel patojenlerin arastirllmistir. Otuz farkli ariliktan aliman 900 koloninin
tamaminda Varroa destructor’a (%100), 90’ninda Nosema sporlarma (%10) ve 72’sinde
Amerikan Yavru Ciriikliigli hastaligi etkeni olan P larvae’ya (%8) rastlanildigi
bildirilmistir (Muz vd., 2012). Ayoub vd. (2013), Irak’ta 7 farkli bolgeden aldiklari
toplam 80 ornekten 13 (%16,2)’tinde P. larvae’yr belirlemislerdir. Tiirkiye sinirindan

alian orneklerde i1se %33 oraninda hastalik etkeni gozlemislerdir.

Calismada elde edilen izolatlarin geleneksel yontemlerle karakterizasyonu igin
cesitli kaynaklardan (Holt ve Krieg, 1984; Koneman vd. 1997; Bilgehan 2004;
Shimanuki ve Knox, 2000; Vallat vd., 2012; URL-10) yararlanilarak bir dizi morfolojik,
fiziksel (Tablo 10) ve kimyasal (Tablo 11) testleri yapildi. Izolatlatlarin tiimiiniin Gram
pozitif 6zelligi ve spor konumu belirlendi. Spor konumuna gdre 2’sinin sentral, 5’inin
terminal, digerlerinin ise subterminal oldugu gézlendi (Sekil 19). Izolatlarn %57’si
hareketli ve %100’iiniin 40 °C’de lireme yetenegine sahip oldugu gozlendi. Yalnizca bir

sus (PB2d) 55°C’de tireme 6zelligine sahiptir.
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P larvae suslar1 i¢in belirtilen kaynaklarda katalaz negatif fakat oksidaz testi
hakkinda bilgi verilmemistir (Tablo 6) ancak; verilerimizde tiim suslarda oksidaz pozitif
olarak gozlendi (Tablo 11). Buna ragmen katalaz testi suglarin 12’sinde pozitif olarak
belirlenmistir. Suslarin nisasta hidroliz testine (Sekil 20) bakildiginda yanlizca iki
(PBlal ve PB2d) susta pozitif oldugu gozlendi. P. larvae nitrat indirgenmesi testi
degisken olarak bildirilmekte olup izolatlarin tiimiinde pozitif olarak belirlendi. P,
larvae ve P. alvei arasinda ayirt edici bir 6zellik olan dehidroksiaseton tiretimi ve Voges
proskauer testlerine bakildiginda suslarin yanlizca ikisinde (PB2c¢ ve PB3.3al)
dehidroksiaseton iiretimi negatif oldugu (Sekil 21), bes izolatta Voges proskauer testi
pH 6,0’nin istiinde degisken oldugu gozlendi (Tablo 11). Gerek morfoloji gerekse
biyokimyasal test sonuglar1 kaynaklarda (Holt ve Krieg, 1984; Koneman vd. 1997,
Bilgehan 2004; Shimanuki ve Knox, 2000; Vallat vd., 2012; URL-10) belirtilen

sonuclarla uyumlu oldugu tespit edildi.

Paenibacillus tanisinin geleneksel yontemlerle yapilmasinda karbonhidratlardan
asit liretme testi onemli bir test olarak bilinmektedir (Krieg ve Holt, 1984). Bu amacla
calismada glukoz, maltoz, laktoz, trehaloz, ksiloz karbohidratlar1 kullanilarak izolatlar
test edildi. P. /larvae mannitol, glukoz ve trehaloz kullanip asit {iretirken; arabinoz ve
ksiloz’u kullanamaz ve sonucta asit tiretemez (Tablo 6, Tablo 11, Sekil 22). Suslarin
ikisinde (PBla2, PB3.2b2) glukoz negatifligi gozlenirken tiimiinde Trehaloz pozitifligi
belirlendi. PB3.3bl susunun test edilen tiim sekerleri hidroliz edebildigi belirlendi.
Calismamizda da 6 adet susun laktoz pozitifligi (PB1b, PB2a,PB2c, PB2d, PB3.3b ve
PB4) gosterdigi, dolayisiyla laktoz fermente edebilen operon sistemine sahip oldugu,

laktozdan glukoz ve galaktoz iiretebildigi belirlendi.

Geleneksel test yontemleri bakteriyal izolatlarin tanimlanmasinda uzun yillardir
kullanilan bir metottur. Bu testler bakterilerin karakterizasyonu ve tanimlanmas: yani
sira morfolojik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi agisindanda dnemlidir.
Calismamiz da bu amac1 benimsenmekte olup izole edilen Bacillus ve Paenibacillus sp.
tirlerinin karakterizasyonu ile tiir tanist yapilmistir. Calisma niimuneleri 80 °C’ye
maruz birakildigindan dolay1 yanlizca sporlu basiller izole edilmistir. Geleneksel
yontemlerle yapilan tiir tanisina gore 21 izolatin 15’1 (%71,4) Paenibacillus, 6’s1

(%28.6) ise Bacillus olarak cins diizeyinde tamimlanmis, Paenibacillus’larin 9’u
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(%42,8) Paenibacillus larvae olarak tanimlandi (Tablo 12). Ari, bal ve petek
orneklerinde yaygin olarak Bacillus sp. tlrleri rastlanmasi dogal olup AFB siipheli
orneklerde de benzer sekilde etken mikroorganizma yanisira Bacillus ve diger
Paenibacillus sp. tiirleri siklikla izole edilmektedir. Sosyal topluluk olarak yasayan bal
arillarinda (4pis mellifera) Onemli karakteristik oOzellige sahip bir bagirsak
mikrobiyotasina sahiptir. Bu nedenle bagirsak mikrobiyotasi, armin biiylimesinde,
gelismesinde, patojenlerin 6nlenmesinde ve g¢evreye uyum saglamasinda onemli rol
oynar. Yetiskin arilarda Gram pozitif, Gram-negatif ve Gram degisken bakter ile mantar

ve bazi durumlarda mayalar bulunmaktadir (Alippi vd., 2002; Buczek ve Glinski, 2003).

Rusenova ve Parvanov (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada 103 P. larvae
suslarinin tanimlanmas1 16S rRNA ve metalloproteinaz gen bolgesi karakterizasyonuyla
yapilmis, bir dizi biyokimyasal 6zellikleri incelemiglerdir. Suslari nitrati indirgeme,
mannitol ve salisin kullanimint yetenekleri goz Oniline alinarak 7 biyotip icine
dagitilmisti. P larvae suslarinin trehaloz metabolizasyonu %100 belirlenirken,
glukozun metabolizasyonu AB genotiplerde %90, ab genotiplerde ise %100 olarak
bildirilmigtir. Calismamizda da P larvae izolatlarinda trehaloz metabolizasyonu
timiinde pozitif olarak belirlenirken glukoz yanlizca 2 (%9,5) susta negatif olarak
gozlenmis. Bu sonu¢ izolatlarimizin da farkli genotiplere sahip oldugunu

diistindiirmekte olup bu konuda daha detayli ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Mikroorganizmanin (P. larvae) izolasyonu genellikle mikrobiyal tanimlama i¢in
altin standart olsa da, molekiiler tani, hastaligin klinik belirtileri gostermeden Once
erken saptanmasini izin veren ve zamaninda uygun kontrol Onlemleri alinmasini
saglayabilen Onemli bir metodtur. Bu nedenle molekiiler tani, mikrobiyolojik test
sonuclar1 arasinda kesin sonu¢ veren, dogrulayan ve giliven saglayan bir yontemdir.
Yapilan bir ¢aligmada bal orneklerin P. larvae, kiiltiir yontemleri ile % 57 gozlenirken

molekiiler yontemlerle % 91 gozlenmistir (Lauro vd., 2003).

Geleneksel yontemle yapilan tiir tanisinin molekiiler yontemle dogrulanmasi
amaciyla 16S rRNA gen bolgesi sekans analizi yapilip (Sekil 23-24) Gen Bank’ta var
olan diger bakterilerin genleriyle karsilagtirilarak yiizde benzerlikleri tespit edildi (Tablo

13) ve suslar %99-100 araliginda benzerlikle tanimlanarak filogenetik aga¢ olusturuldu
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(Sekil 25). izolatlarm 19’unun molekiiler tanimlamasi yapildi ve 9 izolatin (%47.4)
AFB etkeni olan Paenibacillus larvae oldugu tespit edildi (Tablo 14). Calismamizda
direkt hastalik etkeni olan orneklerde arastirildigindan dolay1 oran daha ytiksek gibi
gorilmekle birlikte diger ¢alismacilarinkine benzer oranlarda Paenibacillus larvae
varlig1 tahmin edilmektedir. PB4 6rnegi disinda 6 ornekte iki ve daha fazla (en fazla 6
izolat) elde edilmistir. izolatlarin molekiiler tanis1 bazilarinda ayni1 olmasima ragmen
geleneksel yontemlerle yapilan testlerde farkli 6zellikler tasidigi dolayisiyla farkli suslar
oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ ise ayni Ornekte birden fazla AFB etkeni susun
bulundugunu da gostermektedir. PB3 nolu 6rnekte 6 izolat elde edilmis bunlarin 4’1 P,

larvae iken 2’si Paenibacillus sp. olarak tanimlanmistir.

Geleneksel yontemle yapilan tiir tanisini ile molekiiler yontemle yapilan tiir tanisi
arasinda karsilastirma yapildiginda molekiiler yontemle tanimlanan 19 susun 14’

(%73.7) geleneksel yontemle ayni tanimlandigi gozlendi.

Tiirk ballarinin diinya piyasalarindaki yeri her gegen giin gelisme gdstermekle
birlikte bazi olumsuzluklar1 da beraberinde tagimaktadir. Bu olumsuzluklarin basinda,
balda veteriner ilaclarinin kalintis1 problemi gelmektedir ki ihracatta da dnemli engel
teskil etmektedir. Bal arilarinda goriilen cesitli hastaliklarin 6nlenmesi maksadiyla
kullanilan ¢esitli 1ilaglarin, bal O6rneklerinde kalinti problemine neden oldugu
bilinmektedir. Bu durum, iilkemizin 6zellikle Avrupa ve Amerika’ya bal ihracatinda ¢ok
onemli bir sorun olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sunay, 2006). Besin degeri olan
hayvanlarda, yasaklanmis veya tiiketimine yasal olarak miisaade edilmis antibakteriyel
ilaclari, bilingsizce ve suiistimal derecesinde kullanimi sonucunda halk sagligi
acisindan ciddi sakincalar olusturabilecegi anlasilmistir. Ozellikle gida degeri olan
hayvanlarda ila¢ kullanimi s6z konusu oldugu siirece et, siit, yumurta, bal gibi gidalarda
ilag kalintilarinin bulunmasimin énemi giincelligini koruyacaktir (Kaya, 2005). Ornegin
oksitetrasiklin (Saridaki-Papakonstadinou vd., 2006 ) ve kloramfenikol kalintis1 gibi
(Ortelli vd., 2004). Tetrasiklin grubu olan Oksitetrasiklin genis spektrumlu antibiyotik
olup degisik enfeksiyonlarda kullanilir ve hayvanlarda gelismeyi (biiylime hormonu)
tetikler. Kemik ve dis gibi kalsiyumca zengin organlara zarar verebilir. Gebe annelerin
veya 7 yasindan kiigiikk ¢ocuklarin bu ilaca maruz kalmasi durumunda ise dislerin

kahverengi lekelenmesine neden olur. Kloramfenikol, bakteriyostatik antimikrobial olup
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veteriner tipta sik kullanilan bir ilagtir. Ampisilin, penisilin tiirevi beta-laktam
antibiyotigi olup sigir, domuz, bal arilar1 ve kiimes hayvanlarinda yaygin kullanilan bir
antibiyotiktir. Eritromisin bir¢ok gram-pozitif organizmalara karsi etkili makrolid

antibiyotik olup insanlarda ve hayvanlarda kullanilmaktadir.

Calismamizin ikinci asamasinda, elde edilen izolatlarin, Gram pozitif panel
antibiyotiklere kars1 sahip olduklar1 antibakteriyal direng profillerinin tespit edilmesi
planlanmistir. Bu amagla secilen 12 farkli antibiyotik (Tablo 7) disk difiizyon
yontemiyle test edildi (Tablo 15, Sekil 26). Elde edilen zon ¢aplart EUCAST kriterleri
ile karsilastirilarak duyarli (S), orta duyarli (I) ve direncli (R) seklinde tespit edildi
(Tablo 16).

Sonuglar incelendiginde antibiyotik duyarliligi en giiglii ilaglarin Seftazolin,
Amoksisilin/Klavunat, Penisilin ve Ampilisin (%100) oldugu gozlendi. Direng profiline
bakildiginda sirasiyla Amikasin %57 (12), Eritromisin %38 (8), Gentamisin %33 (7),
Ceftazidim- Sefuroksim, Trimetoprim/Sulfametoksazol %24 (5), Kloramfenikol %14
(3) ve Tetrasiklin %10 (2) olarak belirlenmistir (Tablo 17). Ozellikle Tetrasiklin direnci
varligt 6nemli bulunmustur. Zira AFB hastaliginda tetrasiklin grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Tim test edilen antibiyotiklere karsi duyarl olan 2 (%9,5) susun (P,
larvae PB3.2b2 ve PB5b suslar1) var oldugu, bir susun (Paenibacillus sp. PB2a) ise
yanlizca eritromisine direncli oldugu, diger suslarin (%90,5) ise c¢oklu antibiyotik
direncine sahip olduklar1 belirlendi. Coklu antibiyotik direnci en az iki en fazla 4 farkl

antibiyotige kars1 oldugu gdzlendi.

Geleneksel ve molekiiler yontemlerle P. larvae (PB3.1a, PB3.2a, PB3.3al, PB4,
PB5a, PB6a, PB6b) olarak tanimlanan suslarin antibiyotik direng profiline bakildiginda
timiinlin sadece gentamisin ve amikasine direncli oldugu, yanlizca bir susun (PB4)
Trimetoprim/Sulfametoksazol orta direngli oldugu belirlendi. Bu veriler gostermektedir
ki P. larvae suslarinda heniiz AFB etkeni i¢in yasakli olmasina ragmen zaman zaman
kullanilan tetrasikline kars1 direncin heniiz diisiik (%10’larda) oldugunu gostermektedir.
Bu alanda daha c¢ok ¢alisma yapilip bu verilerin ortaya konmasi, aricilar arasinda
yasakli olmasma karsi kullanimi var olan bu antibiyotiklere olan ilgiyi azaltacag:

diistiniilmektedir.
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Eleoner vd. (2001)’e rapor ettigi calismada antibiyotik arasinda kloramfenikol
direnci siklig1 az gozlendigi, ancak yeni ¢alismalarda Paenibacillus sp. suslarinda bu
antibiyotige kars1 direncin arttig1 bildirilmektedir. Calismamizda kloramfenikol direnci
izole edilen ii¢ adet Bacillus sp. suslarinda gozlenirken, Paenibacillus sp. suslarinda
gozlenmemistir. Tiim bu verilere bakildiginda 6rnekleme sayimizin diisiik olmasiyla
birlikte bolgeden izole edilen suslarda heniiz antibiyotik direncinin ¢ok olmadig1 ancak
her bir susun iki farkli antibiyotige direncli olmasi da bunun bodyle kalmayacagi
sonucunu diisiindiirmektedir. Bu konuda daha fazla ¢alismalara gereksinim bulunmakta
ve P. larvae enfeksiyonlarindan korunmak i¢in sektdre sunulacak yeni antibiyotik etkili

dogal iiriinlerin arastirilmasi gerekmektedir.

Hatay’da yapilmis bir calismada aricilarin ar1  hastaliklarinin - kontrol ve
tedavisinde kullandiklar1 ilaglar1 tespit etmislerdir. Kolonilerideki Varroa paraziti
icin %45,3’niin Rulamit VA, %31’nin Mavrik, %15,3’nin Kenaz, %8,4’niin Perizin
kullandiklari, Yavru Ciriikligii hastaliklarina karsi, %47,3’nlin  Terramisin  ve
Neoterramisin, %43,5’nin Apimisin ve Apivesin kullandiklari, %8,6’s1nin ise her hangi
bir ila¢g kullanmadiklar1 belirlenmistir (Sahinler ve Gtil, 2005). Sirali ve Dogaroglu
(2005), Trakya bolgesinde yaptigi bir anket ¢alismasinda yavru ¢liriikliigline karsi ilag
kullanan  aricilarin %57,50’sinin ~ Eritromisin,  %30,66’sinin  Oxitetrasiklin
ve %1,36’smin da Oxitetrasiklin+tNeomisin etkili maddeye sahip ilaglarin kullanildigi

belirlenmistir

Evans ve Armstrong (2006), tarafindan arilarin florasinda bulunan direncli
bakterilerin bal arilaridaki pirimer patojen olan, P. larvae’ye kars1 durdurucu etkilerini
aragtirtlmiglardir. Sonu¢ olarak yararli ve simbiyot bakterilerin (Stenotrophomonas
maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus fusiformis, Bacillus cereus ve
Brevibacillus formosus) bocekler arasinda bireysel ve koloni seviyesinde patojenleri
engelleyici ozelligi oldugu gosterilmistir. Calismamizda da AFB etkeni bakteri
izolasyonunda benzer sekilde farkli, muhtemelen de patojen olmayan ii¢ adet Bacillus
sp. suslar1 izole edilmistir. Bu suslarda antibiyotik direnci bakildiginda iigiinde de ikinci
(sefuroksim) ve tigiincii (seftazidim) kusak sefalosporinlere direncgli olduklari, iki susta
(PB1a2 ve PB2b) ise ayrica protein sentezi inhibitorii olan kloramfenikol’e ve iki susta

(PB2b ve PB2c) da amikasin’e direngi tesbit edildi. Bu sonuglar antibiyotik direncinin
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varligimi ve antibiyotik kullanimi devam edilirse direncin artmasina neden olacagini

gostermektedir.

Ozkirnm vd. (2007)’e yaymladiklar1 bir arastirmada Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinden izole edilen Paenibacillus larvae larvae’nin farkli suslarinin, 6 adet
antibiyotige karsi duyarliligini aragtirllmigtir. Elde edilen sonuglar duyarliklik diizeyinin
cesitlilik gosterdigini gostermistir. En az aktivite gosteren antibiyotikler, azitromisin ve
tobramisin olmustur. Eritromisin orta derecede etkili bir antibiyotik olarak
tanimlanmistir. Rifampin, amoksisilin klavunolik asit ve siilbaktam ampisillin ise en
etkili antibiyotikler olarak saptanmistir. Ancak, rifampin tiiberkiiloz hastaligina karsi

kullanildigindan, bu bilesigin tarimsal alanda kullanilmas1 uygun degildir.

Soundarapandian (2013)’e yaptig1 bir ¢alismada 13 antibiyotikten 11’ine direngli
olan Paenibacillus sp. susunun Tetracycline, Penicillin ve Kloramfenikol direng
genlerini tasidigt ve bu direng genlerini “Konjugatif Plazmid” aracilifiyla
aktarabildigini bildirilmislerdir. Calismamizda TE direnci olan suslarinda TE direng

geni tastyip tagiyyamaklarinin daha ileri ¢alismalarda belirlenmesi gerekmektedir.

Tirk Gida Kodeksi’ne gore ballarda siilfonamid tiirevi antibiyotik kalintisinin
bulunmasina izin verilen herhangi bir kalinti diizeyi verilmemistir. 2006 yilinda 22
farkli yoreden direkt aricilardan toplanan numuneler {izerinde sulfa grubuna ait 12 farklh
antibiyotik (Sulfaguanidine, Sulfanilamid, Sulfacetamid, Sulfadiazine, Sulfathiazol,
Sulfamerazine, Sulfmethoxypyridazine, Sulfadoxine, Sulfamethoxazol,
Sulfadimethoxine, Sulfaquinoxaline ve Sulfadimidin), tetra grubu antibiyotikler ve
strepto grubu antibiyotikler arastirilmistir. Sonug olarak {ilkemiz ballarinda rastlanan
sulfa grubu antibiyotik yalnizca sulfadimidin oldugu ve 2006 yilinin ilk yarisinda analiz
edilen 1714 adet numunenin sonucuna gore aricilarin %10’u halen sulfadimidin igerikli
antibiyotik kullandiklar1 goriilmiistiir. Strepto grubu antibiyotiklerde ise 2006 yilinin ilk
yarisinda analiz edilen 91 numuneden %5’inde 17,7 ppb’den yiiksek oranlarda
streptomisin  kalintisina rastlanildigini  belirtmislerdir. Aricilarin = %5-10’u  halen
streptomisin veya dihidrostreptomisin i¢eren antibiyotik kullanmaktadir ve ballarindaki

kalint1 miktar1 agir1 yiiksek (>200 ppb.) ¢cikmistir (Sunay, 2006).
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Erdogdu vd. (2011), 2007, 2008 ve 2009 yillarinda toplanan 536 bal 6rneklerinde
siilfanilamid, siilfadiazin, stilfatiyazol, siilfamerazin, siilfametazin, siilfametaksazol,
siilfadimetoksin kalint1 analizi gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 2
ornekte (ortalama) 102,45 pg/kg siilfanilamid, birinde 24,86 pg/kg siilfadiazin, 108’inde
597,34 ng/kg siilfametazin, 9’unda 25,01 pg/kg siilfametaksazol, 6’sinda 157,25 ng/kg
siilfadimetoksin kalintis1 tespit edilmistir. Orneklerin tiimiinde siilfanilamid ile kirlenme
sikligr %0,37, stlfadiazin ile kirlenme sikligi %0,19, siilfametazin ile kirlenme
siklig1 9%20,15, siilfametaksazol ile kirlenme siklig1 %1,68, siilfadimetoksin ile kirlenme

siklig1 %1,12 olarak bildirilmistir.

Pestisitler, genellikle bitkilere sprey, topraga piiskiirtme seklinde uygulanmakta,
ayrica tohum koruyucu olarak da yaygin bir sekilde kullanilabilmekte ve bodylece
bitkilerde kalint1 olusturabilmektedir. Pestisitlerin dogrudan uygulanmasi sirasinda veya
nektar, polen ve bitkilerdeki salgi balinda bulunan aktif pestisit kalintisi ile arilarda
zehirlenmelere neden olabilmektedir. Analizlerde 15 insektisit, 6 naftalen, 3 herbisit, 1
fungisit, 1 antiseptik/dezenfektan ve 1 adet bliylime hormonu tespit edilmistir. Sonug
olarak arilarda, peteklerde ve diger numunelerde saptanan pestisitlerin, arilarin
oliimlerinde onemli rol oynayabilecegi kanisina varimustir (Unal vd., 2010).
Calismamizda ele alinan iki (PB7 ve 8) ornekte higbir bakteriyel etkenin lirememesi

pestisit kullanilmis olma ihtimaline baglanmistir.

Bitkilerin tedavi amagla kullanilmalar1 ¢ok eski yillardan beri siiregelmektedir.
Diinya iilkelerinde oldugu gibi Ulkemizde de deneme yanilma ydntemiyle bulunmus,
halk arasinda sifali bitkiler olarak anilan bir¢cok bitki, hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Kirbag, 1999). Son yillarda antibiyotiklere direngli suslarin ortaya
cikmast ve dogal kaynakl ilaglarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin sentetik
ilaglarda dikkati ¢ekecek kadar ¢ok olmasi, bilim adamlarini dogal kaynakli ilaglari
arastirmaya itmistir (Diirger vd., 1999). Sifali bitkiler farkli olarak kullanilan
antimikrobiyal maddelerin etkili ve giiclii ilaglar olusturmada zengin bir kaynag1 temsil

ederler.

Ozellikle bitkilerin alkaloidleri énemli biyoaktif maddelerdir. Bu amagla tibbi

bitkilerin farkli boliimleri; kok, govde, yaprak, cicek ve meyve kullaniimaktadir.
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Bunlardan bazilar1 kiigiik miktarlar1 bazilari ise biiyiikk miktarlarda hasat edilir ve ilag
endistrisine ham madde olusturur. Bu nedenle ¢alismamizin son asamasinda AFB ya da
EFB etkenlerine kars1 dogal bitkisel iirlinlerin arastirilmasi planlandi ve bu amagla 31
farkli bitkinin hem sulu hem de metanol ekstraktlar1 arastirildi (Tablo 18, Sekil 27).
Yosun olan S. ruralis var. ruraliformis sulu ekstraktinin etkinliginin digerlerine gore en
iyl oldugu ancak metanol ekstraktlarinin ise etkinliginin diisiik oldugu goézlenmistir.
Metanol ekstraksiyonunda en iyi antimikrobiyal etkinlik 7hymus cilicicus ile T. spicata
ait oldugu ve test edilen tiim suslara etkinligin varligr belirlendi. Clinopodium
umbrosum, Sideritisli libanotica ve Gypsophila glandulosa tirleri ¢igekli bitki olup
metanol ekstraktlart secgici bir etkinlige sahip Paenibacillus sp. ve P. larvae suslarina
kars1 oldukca iyi sayilacak antibakteriyel etkinlik gézlenmistir (Tablo 18). Bu sonuglar
bal arilarinin normal viicut florasinda bulunan Bacillus suslarim1 etkilemeden hastalik
etkeni P. larvae ve digerlerini engellemede bir 151k olacag: diisiiniilmektedir. Ancak bu
konuda ¢ok sayida c¢alisma yapilmasi bu bitkilerin ekstraktlar1 saflastirilip etken

maddelerin belirlenmesi ve in vivo ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Bitki ekstraktlarindan Thymus tirleri ¢ok¢a calisilmig, antimikrobiyal etkinligi
varligr c¢esitli ¢alismalarda gosterilmekte, ancak icerigindeki toksik maddelerin
varligindan dolay1 kullanimda sikintilarin oldugu bildirilmektedir (Ultee vd., 2000;
Lambert vd., 2001; Ultee vd., 2002; Mevy vd., 2007). Calismamizda da benzer sonuglar
alimmig, bu cins bitki tiyelerine ait ekstraktlarin, en etkili ekstraktlar oldugu

belirlenmistir.

Yosun ekstraktlarina genel olarak bakildiginda o6zellikle P. larvae suslarina
oldukea iyi etkilige sahip olduklar1 belirlenmistir (Tablo 18). Polytrichum formosum, S.
intermedia ve Tortella densa tiirlerine ait metanol ekstraktlar1 secici olarak P. larvae’ye

kars1 gii¢lii sayilacak etkinliklerinin varlig1 belirlendi.
Kloucek vd. (2008), in vitro olarak yaptiklari ¢alismada, Armoracia rusticana en

giclii aktivite belirlenirken Thymus vulgaris, Mentha piperita ve Satureja hortensis

bitkilerinin ugucu yaglar1 da giiglii etkinlige sahip ekstraktlar olarak bildirilmistir.
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Rada vd. (2009), farkli bitki ekstraktlarint P. larvae suslarina karsi inhibitor
aktivitesi i¢in test etmisler. Melia azadirachta, Cinnamomum verum ve Cymbopogon

citratus’a ekstraktlarini en etkili ekstraktlar olarak bildirmislerdir.

Gonzalez ve Marioli (2010)’a yaptiklar1 ¢alismada on bitkinin kaynatilarak
hazirlanan ekstraktlarindan 8’i, dort ayr1 yerden temin edilen P. /arvae suslarinin
bliylimesini inhibe ettigi, sadece O. vulgare ve T. vulgaris CS ve B-IV’nin aktivite
gosteremedigi belirlendi. Yedi bitkiden elde edilmis esansiyel yaglarin (4. satureioides,
Ch. ambrosioide, E. cinerea, M. verticillata, O. vulgare, T. minuta ve T. vulgaris gibi)
ve E. cinerea, M. verticillata tim P. larvae suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite

gosterdigi bildirilmistir.

Gende vd. (2010), tarafindan yapilan bir aragtirmada tetrasiklin hidroklorid ve
tarcinin (Cinnamomum zeylanicum Nees) esansiyel yagi Arjantinde izole edilen alti
farkli P. larvae’ya kars1t antimikrobiyal aktivitesi test edildi. Tetrasiklin hidroklorid
etkinligi tiim suslarda 2-6 pg/mL’de gozlenirken Cinnamomun etkinligi 25-66 ng/mL

araliginda belirlenmistir.

Roussenova (2011), yilinda yaymlanan bir arastirmada Paenibacillus larvae (15
adet saha susu ve iki tane referans sus BCCM/LMG 9820) kars1 onbir adet esansiyel
yaglarin antibakteriyal aktiviteleri, disk diffuzyon yontemiyle arastirilmistir. Yiiksek
aktivite Cinnamon, Thyme, Clove, Peppermint, Lemongrass, Sage ve Oregano, en
diisiik inhibe aktivite turuncgil esansiyel yaglar1 gostermis olup bunlar Mandarin ve

Grapefruit yaglaridir. Marjoram ve 7ea tree ise degisken aktivite sergilemistir.

Marghitas (2011), tarafindan yapilan ¢alismada Ocimum basilicum, Urtica dioica,
Thymus vulgaris, Achillea millefolium’un ekstraktlar1 elde edilerek P. larvae karsi test
edilmis ve Urtica dioica’da en etkili oldugu belirlenmistir. Boligon vd. (2013)’e yaptig1
bir aragtirmada, Rhamnaceae familyasina ait Scutia buxifolia bitkisinin antimikrobiyal
aktivitesi ait farklt Paenibacillus sp. susuna karsi test edilmistir. Tiim suslara karsi
antimikrobiyal aktivite varligi belirlenmstir. Tim suslar i¢cinde en az etkinlik P
larvae’ya gozlenmistir. Bu sonuglar da gostermektedir ki ¢aligmamizda oldugu gibi

fakli suslarin bitki ekstraklarina kars1 farkli diizeyde etkinligi bulunabilmektedir.
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Kuzysinova vd. (2013), iki farkli ¢gevreden alinan kovanlarindan izole edilen iki P,
larvae (CCM4488 ve PL02) suslarina karsi bir dizi bitki ekstrakti test edilmistir. P.
larvae PLO2 susunda yapilan testlerde Thymus vulgaris ve Origanum vulgaris’in etkili
oldugunu gozlenirken, Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum, Rosmarinum officinalis
ve Chamomilla recutita gibi esansiyel yaglarin ise hi¢ etki etmedigini
gozlemlemislerdir. P. larvae CCM4488 susu ise PL02 susu ile benzerlik gostermis fakat
PLO2 susun aksine Foeniculum vulgare ve Pimpinella anismu’a karsit duyarligi
oldugunu bildirilmistir. Calismamizda da benzer sonuglar alinmis olup tiim bitki

ekstraktlari test edilen tiim suslara kars1 ayn1 oranda etkili belirlenememistir.

Sonu¢ olarak bu calismada AFB siipheli oOrneklerde P larvea izolasyonu
gerceklestirilmis, geleneksel yontemlerle karakterize, molekiiler yontemle tanimlama
yapilmistir. Bu sonug bize ar1 hastaliklarinda AFB etkenlerinin var oldugunu, sektoriin
daha iyilestirilmesi ve aricilarin yeterince bilinglendirilmesi acisindan bu konuda daha
detayli calismalarin yapilmasi gerektigini gdstermektedir. Dogal ekosistemde yasiyan ve
hastalik sliphesiyle alinan ar1 (ve ar1 iiriinleri) 6rneklerinde, AFB etkeni olan ve olmayan
sporlu bakteriler izole edilmistir. Bu bakterilerde insanlarda Onemli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan 12 adet Gram pozitif panel antibiyotigine karsi test esilmis,
bazilarina karst 6nemli (%10-57) sayilabilecek diizeylerde direngli bulunmus, 6zellikle
coklu antibiyotik direncinin varligi, ekosisteme yayillmig diren¢ genlerini isaret
etmektedir. Ekosistemde yasayan arilarda bulunan sporlu bakteri florasinda antibiyotik
direncinin gézlenmesi, sadece aricilara mal edilmemesi gerekmektedir. Arilarin yasam
alanlarinda, yogun antibiyotik kullanim1 potansiyeline sahip olan insanlarin varlig
direngli bakteri populasyonlarmin olusumuna da sebep olmaktadir. Ayrica hayvansal
(balik yetistiriciligi, tavukguluk, vb.) tiretim ¢iftliklerinde de kullanilan antibiyotikler
dogal ortama yayillmakta ve ar1 florasina bulasmis olabilmektedir. Ar1 florasinda
antibiyotik diren¢li bakterilerin bulunmasi nedenlerinin arastirilmasi i¢in ¢ok daha

detayli ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Arilar ekosistemde dogal antimikrobiyal, anti tiimdr ve anti oksidan maddelerden
beslenmekte ve hastaliklara kars1 dogal direng gelistirebilmek i¢in hammaddelerle direk
olarak temas etmektedirler. Bir kisim hastaliklarini, bu sayede kendi kendilerince tedavi

edebilmektedirler. Bu agidan ¢alismamizda da ar1 iiriinleri temel kaynagi olan bitkilerin
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ar1 bakteriyel hastaliklarina ¢6ziim olabilir mi konusunda arastirma yapilmak istenmis,
31 farkl bitki ekstrakti antibakteriyel aktivite yoniinden taranmistir. Alinan sonuglara
bakildiginda bu bitkisel ekstraktlarin ar1 bakteriyel hastaliklarinda yararlanilabilecegi
sonucuna varilmistir. Ancak bu konuda daha detayli arastirmalarin (ekstraktlarin
kimyasal icerikleri, ariya, larvalara, bala ve insana etkileri), multididisipliner

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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5. ONERILER

Ulkemizde aricilik tiim diinyada oldugu gibi biiyiik bir éneme sahiptir. Aricilik
Dogu Karadeniz Bolgesinde ise daha yogun bir sekilde yapilmaktadir. Aricilikla ugrasan
aile sayist ¢cok olmasma ragmen calismamizda yeteri kadar ornek toplanamamistir.
Bunun nedeni olarak aricilarin kovanlili problemlerini paylagmalarindan ¢ekimser
olmalaridir. Hala bazi aricilar kovanlarinda tehtit olusturan ve bulunmasi halinde ihbari
mecbur olan yavru c¢iiriikliigii hastaliklarini tespit ettikleri halde saklamakta ve kendi
¢oziimleriyle bu hastaliklar1 kovandan uzaklastirmaya ¢alismaktadirlar. Uzaklastirmaya
calisirken diger kovanlarada hastaliklar1 sigratmakta ve kaynak israfina neden
olmaktadirlar. Labaratuarimiza ulasan orneklerden cikan sonuglar bunu dogrulamakta
ve kovanlarda buna bagli olarakda petekde, larvada ve ar1 iiriinlerinde Amerikan Yavru
Ciirikliigli hastaligi etmeni olan Paenibacillus larvae’ya ve Bacillus cinsi bakterilere
rastlanilmistir. Bu sonuca gore Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin ilgili
birimlerindeki sorumlu kisiler, aricilik arastirma istasyonlari, bu konuda arastirma
yapmis bilim insanlari, aricilart hastaliklara karst bilinglendirmeli, kullandiklar alet ve

ekipmanlariin hijyeni konusunda egitimler, paneller diizenlemelidir.

Yavru Ciirikliigli Hastaligi’'na karst uygulanabilecek herhangi bir ilag ya da
antibiyotik kullanimi WHO tarafindan yasaklanmistir. Yasak oldugu halde bu hastaliga
kars1 aricilar 1srarla antibiyotik kullanmakta olduklari bilinmektedir. Bu hastalikla
miicadele icin ila¢ kullanimi disindaki yontemleri tercih etmeleri sorunun ¢oziimii
acisindan biiyiik Oonem tasimaktadir. Varroa gibi hastaliklarda ise yasal izni olan
antibiyotikler, aricilar tarafindan kullanilmas1 gereken dozunda kullanilmamakta ya da
hastaliklara kars1 devamli antibiyotikler tercih edilmektedir. Devamli antibiyotik
kullanimida arilarda kullanilan antibiyotiklere karsi direng olusturmakta, hem balda
hem de diger ari fiiriinlerinde kalintilara neden olmaktadir. Ozellikle kanath
hayvancilikta (tavuk, hindi vb.) kullanildig1 bilinen bazi ilaglarmn, aricilar tarafindan
kullantmiin kalinti sorunlarina yol actigi tahmin edilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada
hastalikli ar1 florasindan izole edilen sporlu basillere karsi, antibiyotik diren¢i olugsmus
oldugu belirlenmistir. Bu antibiyotikler Amikasin, eritromisin, gentamisin, ceftazidim,
sefuroksim, trimetoprim sulfametoksazol, kloramfenikol, tetrasiklin seklinde

gozlenmistir.
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Tiirkiye bitki ¢esitliligi acisindan oldukg¢a zengin bir lilkedir. Alternatif tip adi
altinda c¢esitli hastaliklara karsi bitkisel ilaglar ya da irlinlerin kullanimi yada
arastirtlmasi, son yillarda olduk¢a yayginlasmistir. Yapilan ¢alismalarda ortaya
c¢ikmaktadir ki ar1 hastaliklarina karsi, bitkisel ilaglarin denenmesi bir nebze de olsa
¢Oziim getirecegi yolundadir. Zaten bitkisel {irlinlerden {iretilen bala, bitki
ekstraktlarindan olusturulacak olan ila¢ ya da iiriinlin herhangi bir kalint1 sorununa yol
agmayacagi, insan saghgini etkileyemeyecegi diisiiniilmektedir. Hali hazirda piyasada
buna benzer bitkisel drlinler bulunmakta ancak yeterince ¢oziime katki
saglamamaktadir. Bu nedenle tiim diinyada bitkisel iirlinlerin tedavi veya destek tedavi
(fitoterapi) icin arastirmalari yapilmakta ve her gecen giin yeni bir iirlin piyasaya

surilmektedir.

Yavru ciirikligli etkenine karsi yaptigimiz bitki ekstakti denememiz (hem
metanol hem sulu ekstrakt) bize bunun olabilirligini gostermektedir. Bu bitki sayisi ve
cesitliligi artirthp gelistirilmeli, etken maddeleri saflastirip daha spesifik kullanima
sunulmali, bu ekstraktlarin ar1 ve insan metabolizmasi iizerine olum/olumsuz etkileri
detayli olarak arastirilmalidir. Zira aricilikta diinyada 6nemli yere sahip olan ililkemizde
ar1 6liimlerinin de yogun goriildiigii, verimin diisiik oldugu bir gergektir. Bunu 6nlemek
ve zarart daha aza c¢ekebilmek igin bu alanda ¢ok sayida calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen bilgiler 1s18inda dikkate sunulmasi gereken Oneriler;

1. Bilgi ve tecriibe olmadan siradan aricilik yapmak miimkiin degildir. Bilgi
ve tecriibeden yoksun olarak yapilacak aricilik neticesinde kazang yerine
kaynak israfi elde edilmis olunacaktir. Ariciliga baslarken, bolge, iklim
sartlari, bitki Ortiisi ¢ok iyi analiz edilmeli aricilik i¢in uygunlugu

belirlendikten sonra faaliyete baglanmalidir (Ordu TB, 2013).

2. Bolge ve iilke genelinde ar1 hastaliklar ile iligkili aragtirma merkezlerin
arttirtlmasi, bu alanda uzman kisilerin yetistirilmesi ve Aricilar Birligi ile
bu merkez/uzmanlarin daha fazla sorunun ¢6ziimiine yonelik ¢aligmalar

yapmalidir.
81



Oncelikle AFB ve EFB hastaliklarinin bildirimi zorunlu hastaliklar
listesinden ¢ikarilmast i¢in  yetkililerin daha detayli olarak
bilgilendirilmesi gerekmektedir. Hastalik gizlendik¢e aricilar arasinda
bilingsiz miicadele yontemleri ele alinmakta ve bulagin artmasina,

yayilmasina sebebiyet verilmektedir.

. An hastaliklar1 arasinda 6nemli yeri olan bakteriyel hastaliklarin hizh
teshisi yapilmali, iireticilere bulasin 6nlenmesi konusunda maddi ve bu

konuda arastirma yapan tliniversitelere de bilimsel destekler verilmelidir.

. Hastaliklara direngli ar1 irklarin islah1 ¢alismalar1 arttirilmali, direngli

irklar gelistirilmelidir.

. Bolge ve iilke genelinde bakteriyel ar1 hastaliklar1 insidans1 ve prevelansi
belirlenmeli, hastalik etkenlerinin yaygin oldugu boélgelerde giiclii ar1

wrklar kullanilmalidir.

. Bakteriyel (AFB, EFB vb.) ar1 hastaliklar1 daha detayli calisilmali,
mevcut veya muhtemel hastalik etkenleri belirlenmeli, etiyolojik

(sebeplerine yonelik) calismalar yapilmalidir.

Cok sayida farkli etken mikroorganizmalar izole edilerek bunlarin
antibiyotiklere olan direng profilleri belirlenmeli, gerekirse ariciya etkene

yonelik antimikrobiyal tedavi onerilmelidir.
. Ulkemiz bitki ortiisiince ¢ok zengin olup bdlgesel ari hastaliklarina

coziim olabilecek fitoterapi etkenleri (antimikrobiyal etkili bitkisel

iirlinler) test edilmeli ve aricilarin hizmetine sunulmalidir.
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EKLER

EK-1. Bakteriyal izolatlarin 16S rRNA gen sekanslari

> Paenibacillus sp. PBlal
GGGTGAGTAATACGTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAA
ACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTCGGGAAAG
GCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
GGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTATGGAG
AGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGC
TCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAT
GCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCA
TTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGGGCTTCCCTTC
GGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAAT
GGCTGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCCTAAAAAG
CCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATT
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
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> Bacillus sp. PB1a2
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACT
TACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATC
GTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
CTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG
GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTA
AGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGG
GCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC

> Paenibacillus sp. PB1b
GTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTAATA
CCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTCGGGAAAGGCGGAGCAATCTG
CCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTC
ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
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CAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTATGGAGAGTAACTGTTCC
ATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCGGG
TCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAG
GGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGG
AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG
CAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACT
CTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACAAC
GGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTC
GGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCG
GATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCACG

> Paenibacillus sp. PB2a
TCCTGATGCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACGTAGGTAACCTGCCCTTA
AGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCT
CGCATGAGGGAGTCGGGAAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCT
ACGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGC
CAGGGAAGAACGCTATGGAGAGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGA
AGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGC

AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAG
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TCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGCGTGA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTTGATACCCTTGGTG
CCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTC
CTAGAGACAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTAACTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGA
GGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG
AATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT

> Bacillus sp. PB2b
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGA
AAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTG
CGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGC
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ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGC
TTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAAT
CCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGA

> Bacillus sp. PB2c¢
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGT
TCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACC
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG
CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAG
ATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
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CTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTA
GCCAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGC
GTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT

TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC

> Paenbacillus larvae PB3.1a
GCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTAATACCGGATAGCTG
GTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAACCTGTCACTTACAGA
TGGGCCTGCGGCGCATTAGCTGGTTGGTAGGGTAACGGCTTACCAAGGCGAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGCCCCTGGAGTGACG
GTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG
GTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCACTGGA
AACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGG
CCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGAT
ACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCC
TCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGAGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGGTGGGCACTCTAA
GATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAACGGG
AAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAGTTCGGA
TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGAT

CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
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> Paenibacillus larvae PB3.2a
GCAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTAATACCGG
ATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAACCTGTCAC
TTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTGGTTGGTAGGGTAACGGCTTACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGAT
CGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGCCCCTGG
AGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCG
CACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGG
TTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCA
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTG
ACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGAG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGGTGGGC
ACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTAC
AACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAG
TTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTC

> Paenibacillus larvae PB3.3al
CCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTAATACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCA
TGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAACCTGTCACTTACAGATGGGCCTGCG
GCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
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AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCA
AGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGCCCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAA
GAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGT
CTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCACTGGAAACTGGGAGA
CTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGC
CGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCCTCTGACCGGT
TTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGGTGGGCACTCTAAGATGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
GCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAACGGGAAGCGAAGGAG
CGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA
ACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGG

> Paenibacillus larvae PB3.2b2
CACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTA
ATACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAAC
CTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGG
CTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTG
CCCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCC

CGGTTCGCACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAAT
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TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGT
GTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGCCTTGACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGA
CAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGA
GGTGGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCGGTACAACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCG
ATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACA

> Paenibacillus sp. PB3.3b
ATACGTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCT
AATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTCGGGAAAGGCGGAGCAA
TCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGG
CTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTATGGAGAGTAACTGT
TCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCG
GGTCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTT
AGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA

AGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
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CTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCA
CTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACA
ACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGT
TCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG

> Paenibacillus sp. PB3.3b1
TACGTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACTCACGGAAACGTGGGCTA
ATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTCGGGAAAGGCGGAGCAAT
CTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGG
CTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTATGGAGAGTAACTGT
TCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAACCCGGGGCTCAACTCCG
GGTCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTT
AGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
AGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCA
CTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGTACA

ACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAATCCTAAAAAGCCAGTCTCAGT
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TCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCG

> Paenibacillus larvae PB4
AACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTAATACCGGAT
AGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAACCTGTCACTT
ACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGCTTACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGCCCCTGGAG
TGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGC
AGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCA
CTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTT
TCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTT
TCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGAC
ATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACAGAGGAGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGGTGGGCAC
TCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAA
CGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGATCTCAGTT
CGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG

> Paenibacillus larvae PB5a
ACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTAA

TACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAACC
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TGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGGC
TTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTGC
CCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCCC
GGTTCGCACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAATT
CCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTG
TTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GCCTTGACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGACA
GAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGAGG
TGGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTC
GGTACAACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCGAT
CTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT

> Paenibacillus larvae PB5b
GCTAATACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGG
CAACCTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTA
ACGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAA
GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTA
ACTGCCCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTG

CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
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GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCA
ACCCCGGTTCGCACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCT
AGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATT
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGA
CCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGCCTTGACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGG
GGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACG
CAGAGGTGGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACA
ATGGTCGGTACAACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAA
GCCGATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAAT
TGCTAGTAATCGCG

> Paenibacillus larvae PB6a
CACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTA
ATACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAAC
CTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTGGTTGGTAGGGTAACGG
CTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTG
CCCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCC
CGGTTCGCACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGT

GTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGC
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CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGCCTTGACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGA
CAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGA
GGTGGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCGGTACAACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCG
ATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG

> Paenibacillus larvae PB6b
CACGTAGGCAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTTGCGGAAACGTGAGCTA
ATACCGGATAGCTGGTTTCTTCGCATGAAGAAGTCATGAAAGACGGGGCAAC
CTGTCACTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAACGG
CTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTT
TTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAAGGAAGAACGGCCAGGGGAGTAACTG
CCCCTGGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGGGGCTCAACCC
CGGTTCGCACTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTAGGAGAGGAAAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGCCTATAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGT
GTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGCCTTGACATCCCTCTGACCGGTTTAGAGACAGACCTTTTCCTTCGGGGA
CAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCACGCAGA

GGTGGGCACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
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GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCGGTACAACGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCCAATCCTCAAAAGCCG
ATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC

> Paenibacillus sp. PB9a
GGCGGACGGGTGAGTAATACGTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACT
CACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTC
GGGAAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCT
AGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACG
CTATGGAGAGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAA
CCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAAC
ACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGG
GCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGT
TGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTACTACAATGGCTGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAA
TCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGA
AGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
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> Paenibacillus sp. PB9b
GGCGGACGGGTGAGTAATACGTAGGTAACCTGCCCTTAAGACCGGGATAACT
CACGGAAACGTGGGCTAATACCGGATAGGCGATTTCCTCGCATGAGGGAGTC
GGGAAAGGCGGAGCAATCTGCCACTTATGGATGGACCTACGGCGCATTAGCT
AGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACG
CTATGGAGAGTAACTGTTCCATAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATGTAAGTCTGGTGTTTAAA
CCCGGGGCTCAACTCCGGGTCGCATCGGAAACTGCGTGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAAC
ACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGACAGG
GCTTCCCTTCGGGGCAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGT
TGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTACTACAATGGCTGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCGAA
TCCTAAAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGA
AGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GG
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