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OZET

Bal Arillarinda Deforme Kanat Virus, Siyah Kralice Hiicre Virus Ve Akut An
Felci Virus Enfeksiyonlarinin Reverz Transkriptaz-Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) Teknigi Kullanilarak Arastirilmasi

Bu ¢alismada, Burdur yoresinde aricilik isletmelerinden toplanan bal arilarinda Akut
ar1 felci virus (ABPV), Siyah kralige hiicre virus (BQCV) ve Deforme kanat virus
(DWV) enfeksiyonlarinin varligi/yayginligt RT-PCR metodu ile arastirildi. Burdur
yoresinde Ornekleme yapilan isletmelerden toplanan 31 oOrnekte viral etkenlerin
prevalanslar1 DWV %74,19 (23/31), BQCV %25,81 (8/31) ve ABPV %74,19
(23/31) olarak tespit edildi. Toplanan 6rneklerde morfolojik inceleme sonucunda
varroa paraziti de goriildii. Arastirmada, Burdur ilinde viral enfeksiyonlarin bal
arilarin1 enfekte ettigini, ABPV ve DWYV icin yiiksek prevalans oranlarinin oldugunu
gostermistir. Tez ¢alismasinda bu 3 virus (BQCV, DWV ve ABPV) Burdur ili i¢in,
ilk olarak goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Akut ar1 felci virus, Bal arisi, Deforme kanat virus, Reverz
Transkriptaz-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), Siyah kralige hiicre virus



ABSTRACT

Investigation of Deformed Wing Virus, Black Queen Cell Virus and Acute Bee
Paralysis Virus Infections by Using Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) Technique in Honey Bees

In this study, the presence/prevalence of acute bee paralysis virus (ABPV), black
queen cell virus (BQCV) and deformed wing virus (DWYV) infections were
investigated by RT-PCR method. The prevalence of viral agents was detected to be
DWV %74,19 (23/31), BQCV %25,81 (8/31) and ABPV %74,19 (23/31) in 31
samples collected from the sampling sites in Burdur region. Varroa parasites were
also observed in the collected samples. The study showed that viral infections infect
honey bees in Burdur province and have high prevalence rates for ABPV and DWV.
These three viruses (BQCV, DWV and ABPV) are first seen for Burdur province in
the this thesis.

Key words: Acute bee paralysis virus, Black queen cell virus, Deformed wing virus,
Honey bee, Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
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1. GIRIS

Aricilik, ilkemizde cok eski caglardan beri faaliyeti siirdiiriilen tarim
kollarindan biridir. Topraga bagl olmayip, topraksiz veya yeterli topragi olmayan
aileler i¢in alternatif ge¢im kaynaklarindan biri olmasi bunun en Onemli
nedenlerindendir (Silici, 2011). Ar siitii, bal ve polen gibi yiiksek besin igerikli
tiriinler beslenme, saglik ve sanayi agisindan da ¢ok kiymetlidir. Tozlasmaya katkisi,
tarimsal iiretim ve ¢igekli bitkilerin ¢esitliligi igin kritik 6neme sahiptir. Ayrica bu
durumun doganin korunmasinda faydasi vardir (Mullapudi ve ark., 2016).

Olusturdugu katma deger ile aile ve iilke ekonomisine katki saglar.

Diinyadaki ar1 kolonisine, bal iiretimine ve bal mumuna baktigimizda; 2005
yilinda ar1 kolonisi varligi 74.276.465 adet olup 2017 yilinda %22,5 oraninda
artmistir. FAO 2017 yili verilerine gore diinya koloni varligimnin %14,02’sini
Hindistan, %9,92’sini Cin, %8,56’sim Tiirkiye ve %7,99’unu Iran’da bulunan
koloniler olusturmaktadir. Bu da ariciligin seneler itibari ile mithim bir {iretim dal
olmaya basladigini gostermektedir. Bal {iretimi ise 2005 yilinda 1.413.662 ton olup
2017 yilinda %31,62 oraninda artmigtir. FAO 2017 yili verilerine gore diinya bal
tretiminin  %29,18’ini  Cin, %6,15’ini  Tirkiye ve %4,1’ini ise Arjantin
olusturmaktadir. Diinyada koloni bazinda ilk sirada yer alan Hindistan bal iiretiminde
8. sirada goriiliir. Diinyadaki balmumu tiretimi 2005 yilinda 60.676 ton olup 2017
yilinda %30,27 oraninda azalmistir. FAO 2017 yili verilerine goére Diinya balmumu
tretiminin  %13,29’unu  Etiyopya, %11,68’ini Arjantin ve %10,38’ini Tiirkiye
olusturmaktadir. Diinyadaki bal verimi 2017 yilinda koloni basma 20,44 kg,
balmumu verimi ise 0,46 kg’dir. ki bin on yedi yili FAO verilerine gére diinya bal
veriminde koloni basmna 60,12 kg ile Cin ilk sirada goriiliirken, Cini 25,43 kg ile
Arjantin, 25,09 kg ile pesinden ABD gelmektedir. Iki bin on yediyili FAO verilerine
gore Diinya balmumu veriminde koloni basina 1,64 kg ile Arjantin ilk sirada yer
alirken, Arjantin’i 0,91 kg ile Etiyopya ve 0,61 kg ile Tanzanya pesin sira
gelmektedir (Anonim, 2019a).

Tiirkiye zengin bitki florasi ve uygun ekolojik sartlari ile aricilik is kolu igin

en uygun tilkelerden biri olup, bu potansiyelini kullanarak diinyada bal iiretimi ve



aricilik da baslica sdz sahibi iilkeler arasindadir. Ulkemizde 1999-2012 yillari
arasinda koy bazinda aricilik oran1 %5 azalmasina ragmen, 2012 yilindan itibaren
isletme bazinda yapilan degerlendirmede, 2013 yilinda aricilik isletme sayis1 79.934
iken 2018 yilina gelindiginde %2,37 oraninda artis gostererek 81.830 olmustur
(Tablo 1.1). Yine Tablo 1.1’de goriilecegi lizere 1999’dan 2018 yilina kadar
tilkemizde diizenli bir sekilde koloni sayisinda (ar1 kovani sayisi) artis sekillenmistir.
Yeni kovan sayisinda, balmumu ve bal iiretiminde 1999 yilindan bu zamana kadar
onemli bir artis kaydedilmistir. Bal liretimindeki bu yliikseliste, kovan sayisindaki
artigin yani sira, eski tip kovanlarla yapilan tiretimin yerini gittik¢e yeni tip kovanlara
birakmasi bdylelikle kovan basma verimin artmas1 nemli bir rol oynamaktadir. Iki
bin on sekiz yilinda yeni kovan sayist 1999 yilina gére %91,1 artarken, eski tip
kovan sayis1 ise sadece %9,13 oraninda artig gostermistir. FAO’ya gore iilkemiz
aricilikta 2017 yili itibariyle 7,8 milyon civarinda koloni sayisi ile diinyada tigiincii, 4
bin ton balmumu ftiretimi ile Gigiinct, 114 bin ton bal tiretimi ile de ikincidir (Anonim,
2019a).

Ulkemizde ve diinyada nemli sayida bal aris1 populasyonu olmasina ragmen
ar1 viruslariyla ilgili bir hayli sirl veriler bulunmaktadir. Bu tez g¢alismasinda
mithim koloni kayiplarina sebep olan 3 viral hastalik etkenine karsi Reverz
Transkriptaz-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) teknigi ile Burdur ydresinde

viral sebepli ar1 enfeksiyonlarmin molekiiler olarak c¢alisiimasi hedeflenmistir.



Tablo 1.1. Yillara gore Tiirkiye’de aricilik yapan koy ve kovan sayisi ile bal ve

balmumu tretimi (Anonim, 2019b)

Yillar  Aricilik Aricilik Yeni Eski Toplam Bal Ton  Balmumu
yapilan koy  yapan kovan  kovan kovan ton
sayisi (adet)  isletme (1000 (1000 (1000
sayi1sl adet) adet) adet)
(adet)
1999 22.447 - 4.136 186 4.322 67.259 4.073
2000 22.571 - 4.068 200 4.267 61.091 4.527
2001 22.606 - 3.931 184 4.115 60.190 3.174
2002 22.423 - 3.981 180 4.161 74.554 3.448
2003 22.110 - 4.098 191 4.289 69.540 3.130
2004 22.133 - 4.237 163 4.400 73.929 3.471
2005 22.550 - 4.433 157 4.590 82.336 4.178
2006 22.305 - 4.705 147 4.852 83.842 3.484
2007 21.560 - 4.690 135 4.826 73.935 3.837
2008 21.093 - 4.751 138 4.889 81.364 4.539
2009 21.469 - 5.210 129 5.339 82.003 4.385
2010 20.845 - 5.466 137 5.603 81.115 4.148
2011 21.131 - 5.862 149 6.011 94.245 4.235
2012 21.307 - 6.191 156 6.347 89.162 4.222
2013 - 79.934 6.458 183 6.641 94.694 4.241
2014 - 81.108 6.888 193 7.081 103.525 4.053
2015 - 83.467 7.526 223 7.749 108.128 4.756
2016 - 84.047 7.679 221 7.900 105.727 4.440
2017 - 83.210 7.797 194 7.991 114.471 4.488
2018 81.830 7.904 203 8.107 107.920 3.987

*Aricilik yapan koy sayist 2013 yilindan beri "Aricilik yapan igletme sayis1" olarak degistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bal Arisi Viruslarimin Genel Ozellikleri

Arilarda hastalik yapan viruslarin biiyiik ¢cogunlugu kiibik simetrili ve pozitif
polariteli tek iplikli RNAviruslar oldugu belirlenmistir (Mc Menamin ve ark.,2018).
Ancak ¢ubuk benzeri morfoloji (arilarin filament6z virusu) ve anizometrik morfoloji
(kronik ar1 felci virusu) de az da olsa bazi ar1 viruslarinda goriilmektedir (Doganay

ve Aydin, 2017).

Viruslar yumurta, larva, pupa ve yetigkinler de dahil olmak iizere bal arisinin
farkli yagam evrelerini (Sekil 2.1) enfekte eder ve saglhigini 6nemli dlgiide etkileyerek
yasam siirelerini  kisaltabilirler (Chen ve Siede, 2007). Bu sebeple, viral
enfeksiyonlar1 tanimlamak, onlarla miicadele etmek ve onlardan korumak 6nemlidir

(Anderson, 1990; Benjeddou ve ark., 2001; Evans, 2001; Hung ve ark., 1996).
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Sekil 2.1. Ariin yasam (biyolojik) dongiisti (Anonim, 2019c)

Bal aris1 viruslan tagidiklart niikleik asit bakimindan incelendiginde biiyiik
cogunlugunun RNA tasidigr gorilmistir (Mc Mahon ve ark., 2015). Sadece iki
DNA niikleik asidi tasiyan virus familyasina ait etken arilarda enfeksiyoz olarak

tanimlanmustir (Bailey, 1976; Bailey ve ark., 1981D).



2.2. Bal Anis1 Viruslarinin Siniflandirilma Diizeni

Viruslar bal arilarimin farkli yasam evrelerinin sagligini olumsuz yonde
etkileyen potansiyel risk faktorlerinden birisidirler (Chen ve Siede, 2007; Tentcheva
ve ark., 2004; Tantillo ve ark., 2015). Bal aris1 kolonilerini etkileyen viral hastaliklar
aricilik endiistrisinde 6nemli ekonomik zayiata yol agar (Ball ve Bailey, 1997;
Berthoud ve ark., 2010; Mc Mahon ve ark., 2016; Natsopoulou ve ark., 2017).
Simdiye kadar literatiirlerde 24 adet bal aris1 virusu rapor edilmistir (Shumkova ve
ark., 2018). Bunlarin disinda Garigliany ve ark., 2018 yilinda Moku virus’u; 2019

yilinda da Levin ve ark., VOV-1 etkenini bal arilarinda rapor etmislerdir.

Bu viruslarin sadece 2 tanesi DNA virusu (Filamentdz virus, Apis Iridescent

virus) digerleri ise RNA virusudur.

Yapilan calismalarda 6zellikle aricilikta ¢cok agir kayiplara neden olan alt1
adet virus belirlenmistir (Shumkova ve ark., 2018). Bu viruslar sirasiyla; deforme
kanat virusu (DWYV), akut ar1 felci virusu (ABPV), kronik ar1 felci virusu (CBPV),
sacbrood virusu (SBV), kasmir ar1 virusu (KBV) ve siyah kralige hiicre virusu
(BQCV) dur.

2.3. Bal Anis1 Viruslarimin Patogenezi

Viral replikasyonu saglayan hedef hiicrelerin, replikasyona iliskin niceleyici
verilerin ve hastalik sirasinda viral genomun durumu, virusun gergekten litik, persiste
veya latent enfeksiyona sebep olup olmadigini bulmak i¢in bilinmesi gerekir.
Hastaligi tamimlayan serolojik ve fizyolojik parametrelerin yoklugunda, sadece
boceklerde goriilen semptomlar belirgin morfolojik veya davranigsal farkliliklara ve
sonunda Olime sebep olur. Art viruslari nadiren gorsel olarak kolayca tespit
edilebilen semptomlara sebep olur. Bu semptomlar covert (gizli) enfeksiyonlar
olarak siniflandirilabilir. Nadiren, bu viruslar, konak¢ilarinda siklikla antikor bazl
tespit yontemleri ile kolayca saptanabilen yiiksek oranda virus titrelerinin eslik ettigi
semptomlara (titreme, sakatlik, ugmama, 6liim) sebebiyet verir (Aubert ve ark.,
2008).



Viral enfeksiyonlar olusum sekillerine gore litik enfeksiyon, persiste

enfeksiyon, latent enfeksiyon veya transformasyon ile sonuglanabilir.

2.3.1. Litik enfeksiyon

Litik enfeksiyonlar, virusla enfekte olan hiicrenin pargalanmasi ve yogun
miktarda virus sagilimi ile son bulur. Organizmada ise, klinik bulgular olustuktan
sonra hastalik genellikle sonlanir ve virus tamamen eradike edilir. Bu tip

enfeksiyonlar bazi olgularda latent hale gegebilir (Doganay ve Aydin, 2017).

2.3.2. Persiste enfeksiyon

Persiste enfeksiyon, enfekte hiicrelerde uzunca bir siire az miktarda virus
mevcudiyetinin devamlilifi sonucunda sekillenir. Enfekte olan hiicre yasamina
devam eder veya az sayida hiicre enfekte olur, bu nedenle virusun yayilmasi
stnirhidir, bdylece hiicre 6liimii, net hiicre kayb1 olmadan yeni hiicrelerin iiretimi ile
dengelenir. Yani etken konakg¢1r immun sistemini ¢okerttigi igin organizma ile virus

arasinda bir denge olusmustur (Aubert ve ark., 2008).

2.3.3. Latent enfeksiyon

Latent enfeksiyon modelinde viral genom, konak hiicre genomuna entegre
olur veya bir ekstra kromozomal epizom olarak saklanir. Viral gen transkripsiyonu
neredeyse tamamen kapanir ve sadece sinirh sayida gecikmeyle alakali transkript ve

protein tretilir, ancak olgun virus partikiilleri tespit edilmez (Aubert ve ark., 2008).

2.3.4. Transformasyon

Transformasyonda viral antijenler hiicrenin 6liimsiiz bir karakter almasina yol
acarlar. Immortalizasyon olarak isimlendirilen bu durum tiimér hiicrelerinin

gelisimiyle son bulur (Doganay ve Aydin, 2017).

Art  viruslarmmin  doku  tropizmi  konusu  virus-reseptér molekiiler

mekanizmalar1 heniiz biitiiniiyle aciga cikarilamamustir.  [nvitro ortamlarda



cogaltilamayan bu viruslara 6zgii hiicre hatlar1 gelistirilme ¢aligmalar1 hizla devam

etmektedir (Goblirsch ve ark., 2013; Ju ve Ghil, 2015).

Arilarda viral etkenlere bagli olarak belirgin (overt) ve gizli (covert)
enfeksiyonlar gelisir. Overt enfeksiyon, genellikle dogrudan enfekte olmus ve duyarl
kisiler arasinda yatay olarak veya konagin disina devam edebilen bulasici partikiiller
yoluyla iletilir. Belirgin enfeksiyonlar, akut ve kronik enfeksiyonlardir. Akut
enfeksiyonlarin, kisa stirede 6liimle sonuglanabilecek klinik belirtileri vardir. Kronik
enfeksiyonlarda hastalik semptomlari ara sira veya uzunca bir siire goriliir. Kronik
enfeksiyonlar, konagin émrii boyunca viruslari siirekli iretmesine Ve yasam evresini

virusla birlikte siirmesine sebep olur (Aubert ve ark., 2008).

Covert enfeksiyon (subklinik enfeksiyon) modelinde ise viicutta virus
partikiilleri veya viral niikleik asit tespit edilmesine karsin hastaliga iliskin hicbir
klinik bulgu goriilmemektedir. Bu durum genellikle latent ve persiste enfeksiyon
seklinde ortaya cikar. Vertikal yolla nakledilen bu tiir viral enfeksiyonlar nesillerce
aktarilabilir. Ancak virusla enfekte olan bu asemptomatik bireylerde degisik dis
faktorlerin etkisiyle belirgin enfeksiyon tablosuna gegis gozlenebilir (Mc Menamin
ve ark., 2018). Klinik semptom olmaksizin virusun taginmasi hastaligin yayilmasinda
mithim bir kaynak olusturur ve epidemiyolojik olarak biiyiikk nem arz eder (Chen ve
Siede, 2007).



2.4. Bal Arnis1 Viruslarinin Bulasma Yollar:

Viruslarin koloni i¢inde ve koloniler arasinda bulagsma yollar1 horizontal ve
vertikal bulagma (Sekil 2.2) olarak ikiye ayrilir. Horizontal bulagma arilar arasinda
gerceklesirken, vertikal bulasma direkt etkenin anneden yumurta yoluyla yavruya
iletilmesi seklinde gergeklesir. Horizontal yolla bulagmada, kralige arilarin diskisi

onemli rol oynar (Chen ve ark., 2006b).

Vertical Bulasma
EE EEEEEEEEEEEEEEEEER
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Sekil 2.2. Arilarda horizontal ve vertikal bulagsma yolu (Chen ve ark., 2006a)

Kralige ar1 birey olarak enfeksiyona yakalanmasi durumunda, yumurtalariyla
virus sacarak yeni gelisecek kusaklarin enfekte olarak dogmasina neden olabilir

(Chen ve ark., 2006a).

Erkek arilar sperma ile virus yayarak dollenen yumurtalarin enfekte olmasina
ve bu yiizden yeni gelisecek kusagin enfekte olarak dogmasina neden olabilirler.
Diger taraftan ciftlesme yolu ile de erkek arilar kralice ariy1 enfekte edebilirler ve

yumurtalarin enfekte olarak olugmasina sebep olabilirler (Chen ve ark., 2006a).



Ergin isci arilar Ozellikle horizontal yolla bulasan viruslarin siirekliligi ve
kolonide yayilmasi agisindan &nemli rol oynarlar. Ergin arilar arasindaki virus
bulagsmasi direkt temas ile gergeklesebilir (Chen ve ark., 2006a; Doganay ve Aydin,
2017).

Arilarda gorillen yasam sikluslart hastalik bulagsma dongiisiinde pasif
konumdadir. Tohumlanan yumurtalar virusu baba veya anne esey hiicrelerinden
alabilirler. Larva asamasinda ise is¢i arilardan hastalik bulasmasi s6z konusu olabilir.
Pupa asamasindaki yavrularda varroa vektor gorevi gorebilir ve buna bagh olarak
ergin arilardan virus aktarilabilir. Bu donemde enfeksiyon bulunan petek gozlerinden

temas yolu ile is¢i arilara virus bulagmasi gerceklesir (Chen ve Siede, 2007).

Ar1 parazitlerinin birgok bal aris1 virusunun bulastirilmasinda vektor olarak
rol oynadigi bilinmektedir. Parazitlerin ar1 hemolenfinde tekrarlanan beslenmeleri,
arinin omriinii kisaltmakta ve ar1 kolonilerinin birka¢ yil icinde sonmesine sebep
olmaktadir (De Jong ve ark., 1982; Korpela ve ark., 1992; Kovac ve Crailsheim,
1988; Weinberg ve Madel, 1985; Yang ve Cox-Foster, 2005). Bazi durumlarda
parazitin virusu tasidig1 direkt olarak gosterilememis olsa bile kolonide s6z konusu
parazitin goriilmesi durumunda enfeksiyon bulgularinin meydana geldigi veya
siddetlendigi bilinmektedir (Tantillo ve ark., 2015). Bu da paraziter enfestasyonlar ile

viral enfeksiyonlar arasinda dogru bir orantinin oldugunu gostermektedir.

Arn Ustlinde beslenen parazitler kiitikula tabakasina zarar vererek viruslarin
organizmaya girisi i¢in bir yol agabilirler (Chen ve ark., 2006a). Parazitler hemolenf
ile beslenmelerine bagl olarak arinin immun sisteminin ve direncinin zayiflamasina
sebep olurlar. Bu durumda kolonide asemptomatik olarak bulunan viruslar akut

hastalik belirtileri olustururlar (Bowen-Walker ve ark., 1999).

Parazitler beslenmeleri sirasinda bal arilarinin ergin, pupa ve larva gibi
degisik yasam sikluslarina tutunabilirler. Boylece eriskinlerde enfeksiyon
olusturmayan bir virusu, ergin arilardan yavrulara aktararak onlarda enfeksiyon

bulgular1 olusmasina neden olurlar (Bowen-Walker ve ark., 1999).



Bazi kosullarda ar1 kolonilerinde virus goriilebilmesine karsin  gizli
enfeksiyon olustugu ve hastalik semptomlarinin goriilmedigi belirlenmistir. Fakat bu
kolonilere parazitlerin girmesini ve yayilmasini takiben hem teshis edilebilen virus
miktar1 yiikselis gosterir hem de kolonide virusa dair enfeksiyon bulgular1 meydana
gelmeye baslar. Bu duruma ari-parazit sendromu (bee—parasitic mite syndrome) adi

verilir (Sammataro ve ark., 2000).

2.5. immunite

Bal arilari, birgok parazit ve patojen etkene karsi mekanik, fizyolojik ve
immiinolojik savunmalar gelistirmislerdir. Bu savunma sekilleri patojenlere direng
konusunda klasik yontemlerdir. Mekanik savunma, bir¢ok durumda mikroplarin
viicut i¢ine girmesini Onleyen bocek kiitikiiliinii ve epitel tabakalarini igerirken,
mikrobiyal savunma ise fizyolojik inhibitdrler, pH'taki ve bocek bagirsaginin diger

kimyasal kosullardaki degisiklikleri igerir (Evans ve Spivak, 2010).

Arilar bireysel bagisikligin yaninda koloni bulas riskini azaltmak i¢in sosyal
bagisiklik gosterirler (Cremer ve ark., 2007). Bu durumda kolonideki yiizlerce veya
binlerce ar etkilesime girdiginde koloni seviyesindeki sosyal bagisiklik tepkileri, ¢cok
hiicreli bir organizma i¢indeki kompleks humoral ve hiicresel bagisikliksistemlere

benzer ozellikler gosterir (Evans ve Spivak, 2010).

Arilardaki hijyenik davranisa baktigimizda; ergin arilar petek gozlerinde
goriilen hastaliklt ve parazitlenmis yavrulari temizler ve yuvadan c¢ikarirlar. Bu
hijyenik davranisi gosteren arilar, hastalikli yavru kokularina karsi asirt koku alma
hassasiyetine sahiptirler. Bu noroetolojik ¢alismalar, bireysel arilarin dogrudan
gozlemleri ile birlestiginde enfeksiyonlu yavrularin erken teshis edilmesinin

bagisiklik i¢in 6nemli oldugunu gostermistir ( Evans ve Spivak, 2010).

Bal arilar1 cesitli bitki reginelerinden elde ettigi propolisin  giiglii
hepatoprotektif, antitiimér, antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan o6zellikler
gosterdigi belirlenmistir. Baz1 ar1 irklar1 propolisi ¢ok az iiretirken, bazilar1 ise

regineleri ve propolisi yogun olarak iiretir ve kullanir. Ayn1 zamanda propolis kovan
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ici tedavide ve kovan dis1 hava sirkiilasyonun 6nlenmesinde dnemli gorev goriir

(Simone-Finstrom ve Spivak, 2010).

Bal aris1 kolonileri, gelisim asamalar1 ve yasamlari i¢in polene ve nektara
onemli 6l¢lide bagimlidir. Polen diyetlerinin kalitesi ve ¢esitliligi ar1 saghigini biiyiik
oOl¢iide etkiler. Gergekten de, hem ar1 fizyolojisinin hem de bir parazite toleransin,
polen diyetinin tiiriine bagl olarak degistigi, bu da sadece mevcudiyetinin degil, ayni
zamanda c¢evresel kaynaklarin Kalitesinin de miihim oldugunu gostermektedir.
Polenin protein ve amino asit igerigi bakimindan zenginligi, bagisiklik ve yavru

yetistirme agisindan da ¢ok mithimdir (Di Pasquale ve ark., 2013).

2.6. Bal Arilarinda Goriilen Viral Hastahiklarin Teshisi

Genel olarak degerlendirildiginde arilardaki viral hastaliklarin teshisi diger
canlilarda goriilen viral hastaliklarin teshisine gore oldukca komplikedir. Bunun
sebebi ar1 viruslarinin patogenezinde yaygin olarak goriilen gizli enfeksiyon
modelidir. Arilarda virolojik teshis yapilirken koloninin durumu (stres faktorleri,
yogunluk, koloninin giiclii veya zayif olmasi vb.) gbz oniline alinmali, aricilikta
gozlenen sira dist belirtiler takip edilmeli ve parazit enfestasyonlarinin varligr gibi

konulara dikkat edilmelidir.

Ar viruslarinin tespitinde enzime-linked immunosorbent assay (ELISA),
agar-gel immunodiffusion testi (AGID), western blotting (WB) ve elektron
mikroskobu kullanilmaktadir (Aubert ve ark., 2008). Ayrica giiniimiizde rutin
laboratuvar tanisi i¢in, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) virus niikleik asit tespitini
saglayan en yaygin yontemdir. Spesifik bal arisi viruslarimin bireysel ya da
multipleks tespiti i¢in bircok protokol tanimlanmistir. Canli ya da 6li arilar
laboratuvar arastirmalar1 i¢in en giivenilir ve uygun Ornekler olarak kabul

edilmektedirler (Chen ve ark., 2004).
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2.6.1. Akut An Felg¢ Virusu (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV)

Akut an felci virusu, ilk izole edildiginde tesadiifen bulunan bir etken
olmustur (Bailey ve ark., 1963). Diger RNA viruslart gibi ABPV’de siirekli olarak
yeni konak¢i ve vektorlere ihtiya¢ duymakta, bunlara adapte olmakta ve yeni
hastaliklarin olusumu i¢in potansiyel bir tehdit olusturmaktadirlar (Chanpanitkitchote
ve ark., 2018). Akut ar1 felci virusu, hastalik belirtisi goriilmeyen enfekte ergin
arilardan larval jolede (ar siitii) gelismekte olan larvalara veya varroa vektorleri
tarafindan pupalara ve larvalara iletilmektedir (Moore ve ark., 2015). Varroa
parazitinin beslenme siiresi ne kadar uzun olursa, iletilen virus miktarida o kadar ¢ok
olur (Genersch ve Aubert, 2010). Pupa doneminde ABPV ile enfeksiyon oliimle
sonuglanir. Gelismekte olan arilardaki etken ise koloninin sonmesine sebep olmakta

ve ABPYV ile etkilenmis koloni ayn1 donemde 6lmektedir (Sumpter ve Martin, 2004).

2.6.1.1. Etiyoloji

Etken Dicistroviridae ailesinin (De Miranda ve ark., 2010) Aparavirus
cinsinde yer alan RNA virusudur. Kiibik simetrili ve zarfsiz yapidaki etken tek
iplik¢ikli viral niikleik asit (ssSRNA) tasir (Valles ve ark.,2017b). Virion biiytikligi
30 nm civarindadir. Yaklasik 9.5 kb uzunlugundaki viral RNA, dicistroviruslarin
tipik 6zelligi olarak 2 tane bilgi kodlayan bolge (ORF-1,0RF-2) igerir. Disistronik
yap1 olarak adlandirilan bu genom bdlgelerinden 2 adet poliprotein sentezlenir. ORF-
1 sekansi helikaz, polimeraz ve proteaz kodlamasi yaparken ORF-2 35, 33 ve 24 kDa
biiyiikliigiinde kapsid proteinleri kodlar. Akut ar1 felci virus sekansi ile Plautiastali,
Drosophila C virus, Himetobi P virus ve Rhopalosiphum padi virus arasinda
benzerlikler oldugu tespit edilmis ve bunlar picornaviruslara benzer sekilde insekt
enfeksiyon meydana getiren RNA viruslar1 olarak tanimlanir (Govan ve ark., 2000).
ABPYV ile Israil akut felci virusu ve Kasmir ar1 virusu arasinda ¢ok yakin genetik ve

biyolojik benzerlikler bulundugu belirlenmistir (Joachim ve ark., 2010).

12



2.6.1.2. Epidemiyoloji

2.6.1.2.1. Bulasma

Akut a1 felci virusu felgli arillarin bas, beyin ve hipofarengal bezlerinde
yogun olarak bulunabilir. Hastalik belirtileri gosteren arilar diskilariyla da virus
sacarlar. Dogal kosullarinda virus, enfekte ergin arilarin agiz salgilariyla sagilir ve
geng arilara beslenme ile bulasir. Virustan etkilenen arilarda genellikle hastalik
belirtileri goriilmez. Bunlarda subklinik enfeksiyon sekillenir ve dokularinda daimi
artan miktarlarda virus tespit edilebilir. Subklinik enfekte arilar tiikiirik bezi
salgilariyla virus sacarlar. Bal aris1 kolonilerinde siklikla gériilen bu virus kolonilerin
ani c¢cokmesine neden olabilir ve parazitik akar olan V. destructor tarafindan
bulastirilir (Bakonyi ve ark., 2002). Varroa olan kolonilerde hem ergin hem de yavru
arilar arasinda bu virus cabuk bir sekilde yayilir. Aym sekilde 6liim olaylari da
varroa goriilmeyen fakat akut ar1 felci virusu ile enfekte olmus kolonilere kiyasla
daha fazladir. Ayrica ABPV ile Deforme kanat virusu (DWV)nun miks

enfeksiyonlar olusturdugu da belirlenmistir (Shumkova ve ark., 2018).

2.6.1.2.2. Cografi Dagilhim

Akut ar1 felci virusunun dogal konakgisi Apis mellifera‘dir. Fakat virus
Bombus arilarimida enfekte edebilir. Cogunlukla yaz sonu doénemler de meydana
¢ikar (Sumpter ve Martin, 2004). Enfeksiyon diinyada yaygin olarak goriilmekle
beraber 6zellikle Avrupa kitasinda ¢ok goriilir ve onemli kayiplara sebep olur

(Doganay ve Aydin, 2017).

2.6.1.3. Klinik Bulgular

Bu virus ergin ve yavru arilart enfekte edebilmesine kargin hastalik
semptomlar1 genellikle erigskinlerde goriiliir. Yiiksek dozda virus alimi larva
doneminde oOliimlere yol agar. Ancak diisiik dozda virusla enfekte ise larvalar
gelisimine devam ederek ergin ar1 olabilirler. Bu durumda subklinik enfeksiyon
devam eder ve ergin haldeyken hastalik semptomlar:1 gelisebilir (Bekesi ve ark.,

1999). Akut an felcine baglh semptomlar ve oliimler daha ¢ok varroa paraziti ile
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enfeste olan kolonilerde meydana gelir. Akut ar1 felci virusu ile enfekte olan eriskin
arillarda 5-6 giinliik inkiibasyondan sonra, felg ve titreme semptomlar1 goriiliir.
Kademeli olarak bazi arilarda renk koyulasmasi ve killarin dokiilmesi sekillenebilir.
Ugmayan bal arilar1 1-2 giin i¢inde oliirler (Maramorosch ve Shatkin, 2007). Bazen
enfeksiyon tiim kolonide gozlenmeden, ferdi vakalar halinde goriilebilir (De Miranda

ve ark., 2010).

2.6.1.4. Teshis

Ergin arilar, larva veya pupa asamasinda dlen yavru arilart kisa zamanda
elime ettigi i¢in bunlarin dis muayene ile belirlenmesi olduk¢a giigtiir. Enfekte
kolonilerin tespitinde ELISA ve AGID gibi testler kullanilarak viral antijen teshisi
yapilabilir. ABPV’li kovanlarin durumunu tanimlamak i¢in virolojik teknikler
kullanilir. ABPV'nin kantitasyonu, hem bireysel hem de kolonide viral enfeksiyonu
ortaya koyar (Blanchard ve ark., 2007). Son zamanlarda ger¢ek zamanli RT-PCR
yontemleri, ar1 viruslarinin saptanmasi ve nicellestirilmesi i¢in gelistirilmistir. Ancak
RT-PCR uygulamalarindaki en 6nemli kisitlayic1 faktor bu hastaligin kolonilerde

cogunlukla subklinik goriilmesidir (De Miranda ve ark., 2010).

RT-PCR; RNA'nin once reverz transkripsiyonu (RT), ile cDNA’ya
(complementary DNA) doniistiiriilmesi ve ardindan PCR ile ¢ogaltmasidir. RT-
PCR'ye 6zgii reverz transkriptazlar, termostabil DNA polimerazlarina gore daha
hassas, degisken ve ayni zamanda daha diisiik sicakliklarda calisir. Bu nedenle,
primer baglanmanin 6zgiilliigii, enzimlerin zaman i¢indeki ve numuneler arasindaki
tutarlilign vs. gibi virus tespitinde giivenilirligin birgok 6nemli parametresi, RT-
PCR'nin reverse transkriptaz kismi ile tanimlanir. Bu durum kismen 1s1ya toleransh
reverse transkriptazlar her iki enzim igin tek bir tampon sistemi ile ¢oziiliir ve tiim
RT-PCR reaksiyonu bir yerde gergeklesebilir (Aubert ve ark., 2008).
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2.6.1.5. Miicadele

Akut an felci hastaliginin spesifik bir tedavi yontemi yoktur. Genellikle
subklinik goriilmesi nedeniyle viruslu kolonilerin eliminasyonu da pratik bir yontem
degildir (Doganay ve Aydin, 2017).

2.6.2. Siyah Kralice Hiicre Virusu (Black Queen Cell Virus, BQCV)

Siyah kralige hiicre virusu, deforme kanat ve sacbrood viruslarindan sonra en
fazla bulunan (yaklasik %80) bal arisi1 virusudur (Tapaszti ve ark., 2009). Bu virus
bal aris1 kralicesi larvalari ve pupalarinin 6limciil bir hastaliginin etiyolojik ajani
olup kralice pupalarinin bulundugu miihiirlenmis petek gozlerinde koyu renge sahip
ve Olmiis pupalarin bulunmasiyla kendini gosteren bir enfeksiyondur (Bailey ve

Woods, 1977).

2.6.2.1. Etiyoloji

Etken, Dicistroviridae ailesinin Triatovirus cinsinde yer alan bir RNA
virusudur (Spurny ve ark., 2017). Kiibik simetrili zarfsiz bir yapiya sahip olan virus
tek iplik¢ikli pozitif polariteli niikleik asit (ssRNA) tasir. Genom uzunlugu 8.5 kb
virion blyiikligi ise yaklasik 30 nm civarindadir. Etkenin, tek pargali genomunda 2
adet ORF bolgesinin bulunmasi dicistroviruslarin genel 6zelliklerini yansitir (Leat ve

ark., 2000).

2.6.2.2. Epidemiyoloji

2.6.2.2.1. Bulasma

Siyah kralige hiicre virusunun epidemiyolojisinde Nosema apis paraziti
vektor gorevi goriir (Allen ve Ball, 1996; Bailey ve ark., 1983; Berényive ark., 2006;
Tentcheva ve ark., 2004). Ayrica bulagma beslenme yoluyla veya kontamine gidalar
(Anderson, 2005) vasitasi ile de meydana gelebilir. Enfeksiyon zaman zaman is¢i ar1
larvalarinda da goriilebilir. Ancak is¢i ar1 larvalarinin daha az miktarda ve daha kisa
stireyle beslenmeleri sebebiyle etkenle karsilagsma olasiliklar1 zayif veya oldiriicii

dozda virusla karsilasmamaktadirlar (Benjeddou ve ark., 2001). Bu tiir is¢i ari
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larvalarinda asemptomatik enfeksiyon meydana gelir. Kralige arilarinin, bagirsak ve
ovaryumunda virus tespit edilebilir (Aubert ve ark., 2008). Ayrica enfekte erkek
artllarin spermalarinda virus tespit edilemezken, kralige arilarin yumurtalalarinda

etken tespiti miimkiindiir (Doganay ve Aydin, 2017).

2.6.2.2.2. Cografi Dagilhim

Avrupa'da cografi yayilmadan dolayr genetik c¢esitliliginin fazla oldugu
goriisii hakimdir (Shumkova ve ark.,2018). Tiirkiye’de siyah kralice hiicre hastaligi
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu virusun diger iilkelerde goriilen epidemiyolojisiyle
uyumlu olarak, Tiirkiye’de ki eriskin arilarda larvalara oranla daha yiiksek pozitiflik
saptanmistir (Giimiisova ve ark., 2010). Siyah kralige hiicre virusu, Nosema apis
parazitininde yaygin olarak goriildiigii haziran aylarinda ar1 kolonilerinde hastalik

olusturabilir (Bailey ve ark., 1981a).

2.6.2.3. Klinik bulgular

En yaygin fakat en az bilinen bal aris1 patojenlerinden biri olan siyah kralice
hiicre hastalig1 kralice larva ve pupalarin siyahlagmasina ve dlmesine neden olan bir
enfeksiyondur (Spurny ve ark., 2017). Virustan etkilenen yavrularda 6ncelikli olarak
sar1 renkli ve torba benzeri yumusamis bir deri goriiniimii meydana gelir. Virus ergin
arilarda ishale sebep olur. Pupalarda ise hizla ¢ogalarak yavrunun 6liimiine neden
olur. Petek gozlerindeki 6lii yavrularin koyu renk aldigi ve kahverenginden siyaha
dogru giden bir goriiniime biirlindiigli gézlenir. Ayn1 zamanda larva ve pupalarin
hiicre duvarinda siyahlagsma sekillenir. Enfekte ergin is¢i arilarda herhangi bir klinik
belirtiye rastlanmaz (Maramorosch ve Shatkin, 2007).

2.6.2.4. Teshis

Peteklerde koyu renge doniisen ve 6li kralice ar1 pupalarinin goriilmesi bu
hastaligin isareti olarak kabul edilir. Larva doneminde, yavrularda sarimsi torba
benzeri yapinin bulunmasi tulumsu yavru ¢iiriikliigii enfeksiyonuyla karistirilabilir.
Siyah kralige hiicre virusu Nosema apis ile enfekte ergin arilarda daha ¢abuk ¢ogalir

(Maramorosch ve Shatkin, 2007). Siyah kralige hiicre hastaligi ile tulumsu yavru
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clirtikligi miks enfeksiyonlar seklinde goriilebilir (Grabensteiner ve ark., 2007).
Deneysel enfeksiyonlarda siyah kralice hiicre virusunun larvalara verilmesi
sonucunda, uygulanan enfektivite testlerinde pozitif sonuglarin alindig1 bildirilmistir.

Hastaligin kesin teshisi molekiiler yontemlerle konulabilir (Reddy ve ark., 2013).

2.6.2.5. Miicadele

Siyah kralice hiicre hastaliginin 06zellikle nosema paraziti ile iligkili
olmasindan dolay1 parazitle miicadele edilmesi hastaligin kontrolii agisindan oldukca

onemlidir (Doganay ve Aydin, 2017).

2.6.3. Deforme Kanat Virusu (Deformed Wing Virus, DWV)

Deforme kanat virusu, diinya da yaygin olarak goriilen bal aris1 viruslarindan
birisidir (Allen ve Ball, 1996). Bu etken ilk olarak 1977 yilinda Misir’da saglikli
eriskin arillarda goriilmiis ve Misir ar1 virusu (EBV) adi verilmistir. 1982 yilinda
Japonya’da fiziksel deformasyon gosteren baska bir virus tespit edilmis ve etkenin
Misir ar1 virusu ile yakin serolojik iligkisi oldugu belirlenmistir (Allen ve Ball.,
1996). Hastalikta goriilen klinik semptomlardan dolayr bu virusa deforme kanat
virusu (DWV) ad1 verilmistir (Rortais ve ark., 2006).

2.6.3.1. Etiyoloji

Picornaviruslarin benzeri morfolojide olan virus 30 nm ¢apinda ve kiibik
simetrili bir viriona sahiptir (Lanzi ve ark., 2006). Tek iplik¢ikli pozitif polariteli
RNA(Lanzi ve ark., 2006; Maramorosch ve Shatkin, 2007) yapisindaki viral niikleik
asit yaklasik 10,1 kb uzunlugundadir. Etken Iflaviridae ailesinin Iflavirus cinsinde
smiflandirilmigtir.  Iflaviruslar, genomunda tek bir ORF bdlgesi tasimalariyla
dicistroviruslardan ayrilirlar (Valles ve ark., 2017a). Deforme kanat virusu, patojenik
acidan farklilik gosteren birbiriyle yakindan iliskili ti¢ sus igerir (Brettell ve Martin,
2017). DWV’nin kendisini i¢eren A tipi (Lanzi ve ark., 2006), kakugo olan B tipi
(Ongus ve ark., 2004) ve C tipi (DWV quasispecies) vardir (Mordecai ve ark., 2016).
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2.6.3.2. Epidemiyoloji

2.6.3.2.1. Bulasma

Varroa destructor deforme kanat virusunun ana vektoriidiir. Avustralya'da
yapilan bir calismada varroa icermeyen kolonilerde bu virus tespit edilememistir
(Roberts ve ark., 2017). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, DWV’nin yetiskin is¢i
arilarin 0mriinii kislama siiresinde kisalttigi ve koloninin parazit akar Varroa
destructor yikicisi tarafindan istila edilmesi durumunda bu enfestasyonla birlikte
ciddi sorunlara yol actigi belirtilmistir (Dainat ve ark., 2012; De Miranda ve
Genersch., 2010; Dietemann ve ark., 2012; Highfield ve ark., 2009;
Khongphinitbunjong ve ark., 2015; Martin ve ark., 2012). Parazit enfekte ari
tizerinden virusu hemolenften alir ve baska bir aridan beslenirken de aktarir. DWV
ar1 kolonilerinde hem vertikal hem de horizontal yolla bulasabilir. Vertikal bulasma
erkek arilarin spermasi ve kralige ar1 yumurtalar1 vasitasiyla gergeklesir. Horizontal
bulagma ise larva besinleri yoluyla olmaktadir (Chen ve ark., 2006a; Weinberg ve
Madel, 1985; Yang ve Cox-Foster, 2005).

2.6.3.2.2. Cografi Dagilhim

Deforme kanat virusu yogun olarak Varroa destructor enfestasyonu
sekillenen kolonilerde goriilmektedir (Yue ve Genersch, 2005). Tiirkiye’de yapilan
calismalarda deforme kanat virusunun mevcudiyeti rapor edilmistir. Ana ari
yetistirme kolonilerinin yaklasik %50‘sinin bu virusla enfekte oldugu bildirilmistir
(Giilmez ve ark., 2009). DWV'nin Tayland'daki en yaygin bal aris1 virusu oldugu
(Sanpa ve Chantawannakul, 2009) ve varroa (Chantawannakul ve ark., 2006) ile
tropilaelaps akarlarmin (Khongphinitbunjong ve ark., 2015) istilasiyla sik1 bir sekilde

iligkili oldugu bulunmustur.

2.6.3.3. Klinik Bulgular

Enfekte kolonilerde semptomlarin meydana gelmesinde genellikle varroa
enfestasyonunun bulunmasina baglidir. Ar1  deformitesi, kusurlu uzantilar

(burusmusg/korelmis kanatlar), kisalmis abdomenler, agirlik azalmasi (De Jong ve
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ark., 1982; Schatton-Gadelmayer ve Engels, 1988) muhtemelen yasam siiresinde bir
azalma (Kovac ve Crailsheim, 1988) ve sonug olarak diizensiz yavru ve azalan ari
sayilar1 gibi koloni etkilerini igerir (Shimanuki ve ark., 1994). Hastaliktan etkilenen
arilarin yag hiicrelerinde de virus bulunmustur. Yag hiicreleri kralice arilarda
yumurtanin gelisiminde rol oynayan 'vitellogenin'(yumurta proteini) meydana getirir.
Bu sebeple enfekte kralice arilarin yumurtalarinin gelisimi zayif ve kontamine

olabilir (Fievet ve ark., 2006).

2.6.3.4. Teshis

Virusun teshisi i¢in real-time PCR (R-T PCR) ve RT-PCR yontemleri
uygulanabilir. Virusun diinya ¢apinda yogun bulunmasi ve kolonilerin biiylik bir
miktarmin subklinik-persiste enfekte olmasi nedeniyle kolonide V. Destructor
olmadiginda DWV enfeksiyonunda Kklinik semptom goriilmedigi veya konakgida
karakteristik bir etki yaratmadigt (De Miranda ve Genersch, 2010) fakat
ektoparazitik enfestasyon Varroa destructor tarafindan iletildiginde, morfolojik
deformasyona bunun sonucu olarak da dliime sebep olarak arilar tizerinde ¢ok yikici
etkilere sebep oldugu bildirilmistir (Gisder ve ark., 2009). Bu yiizden tam
konulurken parazit muayeneside yapilmali ve ona gore parazit Ornekleride

alinmalidir (Doganay ve Aydin, 2017).

2.6.3.5. Miicadele

Bu hastaligin arilarda sikga goriilmesi ve virusun hem vertikal hem de
horizontal yollarla bulagabilmesi sebebiyle enfeksiyonla miicadele ar1 kolonilerinde
oldukca zordur. Korumada parazit miicadelesinin yapilmas: olduk¢a Onemlidir

(Doganay ve Aydin, 2017).

Planlanan bu arastirmada, Burdur yoresinde bulunan 15 isletmeden toplanan
31 ornekte Reverz Transkriptaz-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi
kullanilarak siyah kralige hiicre virusu (BQCV), deforme kanat virusu (DWV) ve
akut ar1 felci virusu (ABPV) enfeksiyonlarinin varligi, yaygmligi ve kolonilerdeki
dagilim oranlar1 hakkinda bilgi edinilmesi amag¢lanmistir. Arastirma sonucunda, bal

arllarinda DWV, BQCV ve ABPV enfeksiyonlarinin varliklarinin/yayginliklariin
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belirlenmesi durumunda bu enfeksiyonlarla miicadele konusunda bilimsel
yaklasimda bulunulacaktir. Ayrica bu hastaliklarla ilgili olarak Tiirkiye de sinirh
sayida, arastirmanin planlandigi bolgede ise hi¢ calisma yapilmamis olmasindan

dolayi da literatiir bilgilerine de katki saglanacagi diisliniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Arastirmada Kullanilan Orneklerin Temini

Bu arastirmada Burdur yoresi arastirma alani iginde viral ar1 hastaliklarindan
ABPV, BQCV ve DWV’nin tespiti amaciyla Haziran-Eylil 2019 tarihleri arasinda
ornekleme yapildi. Burdur ve koylerinde (Karagal, Kumruca, Akyaka, Yazikdy,
Centik) bulunan 15 isletmeden 31 6rnekleme yapilarak ergin ar1 ve yavrulu petek

ornekleri soguk zincir altinda laboratuvara getirildi (Sekil.3.1).

Burdur ili bal aris1 koloni sayis1t TUIK 2019 yili verilerine gore 39.470°dir
(Anonim, 2019b). Arastirmada kullanilacak numune sayisinin belirlenmesinde
Erganig’e gore; %99,9 giiven seviyesinde, %90-95 giiven araligi, %5-10 hata payi ile
orneklem biiytikliigii 29-59 koloni olarak hesaplanmistir ( Erganis, 1993).

Sekil 3.1. Ar1 kovanlar yerlesim yerleri
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3.1.2. Pozitif Kontrol

Pozitif RNA Kkontrolleri, PCR’daki optimizasyonu elde etme amaciyla

[zmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisiinden temin edildi.

3.1.3. Arastirmada kullanilan Primer Ciftleri ve Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan primer giftleri Tablo 3.1’de gésterilmistir.

Tablo3.1. Ug virus icin kullanilacak primerler ve amplikon uzunluklar

Etken Primer Ciftleri Amplikon Yayin
Uzunlugu

DWV-F  TGGTCAATTACAAGCTACTTGG 269 bp Sguazza ve
DWV-R TAGTTGGACCAGTAGCACTCAT ark., 2013
BQCV-F CTTTATCGAGGAGGAGTTCGAGT 536 bp Sguazza ve

BQCV-R GCAATAGATAAAGTGAGCCCTCC ark., 2013
AlIV-F GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA 460 bp Sguazza ve
ABPV-R  ACTACAGAAGGCAATGTCCAAGA ark., 2013

Tez ¢calismasinda kullanilan malzemeler;

Ekstraksiyon Cihazi, Roche, MagnaPure, Germany marka ve i¢indeki kitler:

Magna Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit REF:03038505001.:
Wash Buffer |

Wash Buffer 111

Proteinase K

MGP

Lysis/Binding Buffer

22



Elution Buffer

Wash Buffer Il

PCR Is1 Dongii Cihazi: Techne TC-412, United Kingdom
Jel Elektroforez Cihazi: Thermo, USA

Jel Goriintiileme Cihazi: Vilber Lourmat, EEC.

Agaroz: Sigma, Kat No: A9539-100G, USA: 1/10 sulandirilmis TAE soliisyonu ile
% 1,5’luk hazirlandi.

TAE Buffer(10X) A4227,1000 Lot: 85012681 1/10 oraninda distile suyu ile
sulandirildu.

R0611 Thermo Scientific 6XxDNA Loading Dye lot:000531240

Plus Opti DNA Marker

Ethidium bromide: FisherBio Reagents 1%

Primerler: Oligonucleotide Data Sheet, Diagen, 06110 Ankara

One-Step RT-PCR Kiti: Grisp, Xpert One Step RT-PCR Kit GK64.0100 Portugal
PBS: CALBIOCHEM Lot: D00143018

3.2. Yontem

3.2.1. Caismada Kullamlan Orneklerin Hazirlanmasi

An isletmelerinde bal arisi kovanlarindan alinan ergin ve yavrulu petek
ornekleri (Sekil 3.2) soguk zincir altinda laboratuvara getirildi. Her biri 1 numune
olarak kabul edilen 15-20 adet erigkin ar1 ve yavrulu petek ornekleri gruplandirilda.
Ornekler steril bir havanda 4-5 ml antibiyotikli phosphate buffer saline (PBS) ile

ezilerek homojenize edildi. Daha sonra falkon tiiplere aktarilarak 4000 rpm’de 30
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dakika santrifiij edildi ve silipernatantlar niikleik asit ekstraksiyonu ig¢in steril

ependorflara aktarildi ve ekstraksiyon islemine kadar -80°C’de saklandi.

Sekil.3.2. Ar1 kovanindan 6rnek alim yontemi

3.2.2. Orneklerden Ekstraksiyon Hazirlanmasi

Homojenizat numunelerinden alinan siipernatantlar1 otomatik ekstraksiyon
cihazi (Roche, Magna Pure, Germany) prosediirene bagl kalinarak total niikleik asit
ekstraksiyonu segildi ve her bir art numunesi i¢in 200 ul olacak sekilde 31
stipernatant kullanildi (Sekil 3.3). Bu numunelerden elde edilen RNA 6rnekleri tekrar
kullanilincaya kadar -80°C’de saklanildi.
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Sekil 3.3. Orneklerden ekstraksiyon hazirlanmasi

3.2.3. RT-PCR ile Numunelerin Calisilmasi

Oncelikle High Pure Viral Nucleic Acid Kit 11858874001 Elution Buffer ile
prosediire uygun olarak 3 virus i¢in ayri primer konsantrasyonu (10 p/mol)
hazirlandi. One-Step RT-PCR Kit (Grisp, Xpert One Step RT-PCR Kit GK64.0100
Portugal) kullanildi. Ornek basina steril bir ependorfa; 12,5 ul Fast PCR Master mix,
Forward GSP (10 p/mol) ve Reverse GSP (10 p/mol) 1’er ul, 5 ul ekstrakte edilmis
RNA o6rnegi, 1,25 ul RTase Mix, 4,25 ul RNase-free water eklenerek karisim
hazirland1 (Tablo 3.2). Techne TC-412 cihaz1 ile etkenler ¢ogaltildi. RT-PCR,
reaksiyon evreleri ise Tablo 3.3’de verilmistir. RT-PCR sonucu elde ettigimiz
tirtinler, i¢inde etidyum bromiir bulunan %1,5’luk agaroz jelde 80-100 voltta 80

dakika yiirtitiilerek (Sekil 3.4) spesifik bantlar ultraviyole 1s1kta goriintiilendi.
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Sekil 3.4. Orneklerin agaroz jele yiiklenmesi

Tablo 3.2. RT-PCR metodu igin reaksiyon karisimi ve hacimleri

Karisim Hacim (ul)
Fast PCR Mastermix 12,5 ul
Forward GSP (10 p/mol) 1 ul
Reverse GSP (10 p/mol) 1ul

RNA 5ul

RTase Mix 1,25ul
RNase- free water 4,25ul
Toplam 25ul

Tablo 3.3. RT-PCR test reaksiyonunun evreleri, 1s1, zaman ve siklus kosullari

Evre Is1 Zaman Siklus
cDNA 45°C 10-15 dak. 1

IIk denaturasyon 95°C 3 dak. 1
Denaturasyon 95 °C 10sn 35
Baglanma 56°C 10 sn 35
Uzama 72°C 15 sn 35
Son Uzama 72°C 1 dak. 1
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada toplam 31 ckstraksiyonu yapilan RNA materyali, RT-PCR
yontemi ile DWV, BQCV ve ABPV niikleik asit varliklar1 bakimindan test edildi.
Elde edilen RT-PCR firiinleri %1.5’Iuk agoroz jelde 80-100 V’de 80 dakika siire ile
yiriitildi. RT-PCR’lardan elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3’de sunuldu.

8E9 110, 117125 13 147 15.16,. 1718 .19 20219223124 25 26) 27 28

- - D @ e

Sekild.1. DWV RT-PCR jel goriintiisii [ M: Marker,1-31: Materyaller, NK: Negatif
Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, PK1: Pozitif kontrol] (269 bp)

s ---”-“.m..m....-. -

Sekil 4.2. BQCV RT-PCR jel goriintiisii [M: Marker, 1-31: Materyaller, NK: Negatif
Kontrol, PK: Pozitif Kontrol] (536 bp)
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Sekil 4.3. ABPV RT-PCR jel goriintiisii [M: Marker, 1-31: Materyaller, NK: Negatif
Kontrol, PK: Pozitif Kontrol; PK1 Pozitif kontrol ](460 bp)

Burdur yoresindeki 15 isletmeden toplanan 31 6rnegin 23t DWV pozitif ve
prevalanst %74,19 (23/31), orneklerin 23’tinde ABPV niikleik asidi pozitif ve
prevalanst %74,19 (23/31), numunelerin 8’inde de BCQV niikleik asidi pozitif
bulundu ve %25,81 (8/31) prevalans orani tespit edildi (Tablo 4.1). Burdur ilinde
varroa parazitinin ve viral enfeksiyonlarin bal arilarini enfekte ettigi, ABPV ve DWV

icin yiiksek prevalans oranlarinin oldugu saptandi.
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Tablo 4.1. Burdur yo6resinden toplanan eriskin ar1 ve yavrulu petek humunelerinden
teshis edilen etkenler

Isletme Sira No/

An Irki Numune No DWV BQCV ABPV
1/ Italyan Irka 1. + - +
Italyan Irki 2. + + +
Italyan Irk1 3. - - +
2/ Mugla Irk1 4. + + +
Mugla Irki 5. + - +
3/ Italyan Irka 6. + + +
Italyan Irki 7. - - +
4/ Karniyol 1rki 8. - g +
Karniyol 1rk1 Q. . - +
5/ Ege Irki 10. + + +
Ege Itk 11. - - -
6/ Karniyol Irki 12. - - +
Ege Irki 13. + + +
7/ Italyan Irki 14. + + +
Karpat Irki 15. + - +
8/ Suriye Irk1 16. + - -
Suriye Irk1 17 + - -
9/ Suriye Irk1 18. + - +
Mugla Irki 19. + + +
10/ Mugla Irk1 20. + + +
Mugla Irki 21. + - +
11/ Karniyol Irk1 22. - - +
Karniyol 1rki 23. - - -
12/ Ege 1rk1 24. + - -
Ege Irki 25. + - -
13/ Karniyol 1rki 26. + - -
Karniyol 1rki 27. + - +
14/ Ttalyan Irki 28. + - +
Karpat Irk1 29. + - +
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Tablo 4.1. (Devam) Burdur yoresinden toplanan eriskin ar1 ve yavrulu petek
numunelerinden teshis edilen etkenler

Isletme Sira No/

An Irki Numune No DWV BQCV ABPV
15/ Belfast Irki 30. + - +
Belfast Irki 31. + - -

Toplam=15 Isletme 31 Numune Oran: %74,19 (23/31) DWV  %25,81 (8/31)
BQCV  %74,19 (23/31) ABPV

Toplam DWYV i¢in 23 adet pozitif drnegin 5’1 Mugla, 4’ii Ege ekotipi, 3’l
Suriye, 2’si Belfast, 5’i Italyan, 2’si Karpat ve 2’si Karniyol ar1 irklarinda dagilim
goriilmistir. BQCV igin 8 adet pozitif 6rnegin 3’1t Mugla, 2’si Ege ekotipi ve 3’ii de
ftalyan ar irklarinda dagihm goriilmiistiir. ABPV igin 23 adet pozitif 6rnegin 5’i
Mugla, 2’si Ege ekotipi, 1’er Suriye ve Belfast, 7’si Italyan, 5’s1 Karniyol ve 2’si
Karpat ar1 irklarinda dagilim goriilmiistiir (Tablo 4.2, Tablo 4.3, Sekil 4.4).

Tablo 4.2. incelenen ii¢ virusun ar1 irklarina gore prevalans dagilimi

Ariirka Ornek sayimn  DWV(+)% BQCV(+)% ABPV(+)%
Mugla 5 5/ %100 3/ %60 5/ %100
Suriye 3 3/ %100 - 1/ %33,33
Belfast 2 2/ %100 - 1/ %50
Italyan 7 5/ %71,43 3/%42,86 7/ %100
Karpat 2 2/ %100 - 2/ %100
Ege 5 4/ %80 2/ %40 2/ %40
Karniyol 7 2/ %28,57 - 5/ %71,43
Toplam 31 Ornek  23/%74,19 8/ % 25,81 23/ %74,19
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Tablo 4.3. Ornekleme yapilan kolonilerdegoklu enfeksiyon oranlari

Materyal DWV- DWV- DWV- BQCV- Tekli Enf.  Negatif
Sayisi BQCV- BQCV ABPV ABPV Enf.
ABPV

N=31 8(%25,81) - (%0) 9(%29,03) - (%0) 12(%38,71) 2(%6,45)

Enfeksiyon oranlari

Negatif Enf. [ o645

Tekli Enf. %38,71

BQCV-ABPV 0

DWV-BQCV 0

0 2 4 6 8 10 12

mDWV-BQCV-ABPV mDWV-BQCV mDWV-ABPV mBQCV-ABPV Tekli Enf. ® Negatif Enf.

Sekil 4.4. Kontrol edilen kolonilerde ¢oklu enfeksiyon oranlari
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Sekil 4.5. VVarroa parazitli ar1 6rnekleri

Arastirmamizda Burdur yoresindeki isletmelerden topladigimiz arilar
lizerinde varroa parazitinin mevcut oldugunu ve bazi arilarin kanatlarininda

deformasyona ugradigini gézlemledik (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Ornekleme yapilan bazi isletmelerdeki arilarda goriilen deforme kanat
goriintiileri
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5. TARTISMA

Bir hayvancilik dali olan aricilik, insanlik tarihinin en eski mesleklerinden
birisidir. Aricilik tarla, hayvancilik ve bag-bahge gibi tarim isletmeleri i¢inde ikinci
iiretim dali olarak yapilabilir. Ayn1 zamanda aricilik az biitge ile ¢cok kar saglayan bir

iiretim faaliyetidir.

An siitii, bal ve polen gibi yiiksek besin igerikli iirlinler beslenme, saglik ve
sanayi acisindan ¢ok kiymetlidir. Tozlagmaya katkisi, tarimsal {iretim ve ¢icekli
bitkilerin cesitliligi i¢in arilar kritik 6neme sahiptir. Tiirkiye zengin bitki florast ve
uygun ekolojik sartlar1 ile aricilik is kolu i¢in en uygun iilkelerden biri olup, bu
potansiyelini kullanarak diinyada bal {iretimi ve aricilikta baslica s6z sahibi iilkeler

arasindadir.

Diinyada 2005 yilinda ar1 kolonisi varligi 74.276.465 adet olup 2017 yilinda
%22,5 oraninda artmistir. Bu da ariciligin seneler itibari ile mithim bir tiretim dali
olmaya basladigin1 gostermektedir. FAO’ya gore iilkemiz aricilikta 2017 yili
itibariyle 7,8 milyon civarinda koloni sayisi ile diinyada tigiincii, 4 bin ton balmumu
tiretimi ile tglincii, 114 bin ton bal {iretimi ile de ikincidir (Anonim, 2019a). Bu
calismanin yapildig1 Burdur ilinde ise 39.470 koloni, 473 isletme ve yillik 468 ton
bal iiretimi ile iilke koloni varliginin %0,5°1 ve bal iiretim miktarinininda %0,4 tinii
karsilamaktadir (Anonim, 2019b); fakat Olglimii yapilamayan gezginci aricilar

sayesinde bu miktarin daha da ¢ok oldugu tahmin edilmektedir.

Gezginci ariciliktaki sorunlara baktigimizda; egitim yetersizligi, konaklama
alanlariin yetersiz ve altyapisinin olmayisi, ar1 hastaliklarinin yayilmasini 6nleyici
tedbirlere tam olarak uyulmamasi, giivenlik, damizlik ana ar1 eksikligi ve uyumu,
kislik toplanma alanlar1 ve cicekli bolgelerin koordinasyonundaki sikintilar gibi
cesitli sorunlar bulunmaktadir. Bu problemlerin hemen hemen tamamina yakinindan

sabit aricilarda muzdariptir.

Bundan dolay1 bal arilarinin sagliklarin1 korumak ve hastaliklar ile miicadele

etmek olduk¢a énemlidir. Ozellikle ar1 kovanlarinda sebebi agiklanamayan koloni

33



kayiplarinin oniline gecilmesi ve bu kayiplarin en aza indirilmesi diinyamizin

gelecegi ve devami igin sarttir.

Ar kolonilerindeki kayiplarda farkli faktorlerle beraber viruslarin da rol
alabilecegi diistiniilmektedir. Zira koloni kayb1 gozlenen populasyonlarda, paraziter
ve viral etkenlerle ayn1 anda enfekte olma oranlarmin diger patojenlerin beraber

bulunma oranlarina goére hayli fazla oldugu goriilmektedir.

Yapilan bu arastirma ile iilke aricilik faaliyetlerinde yer edinen Burdur ilinde
bulunanari kolonilerinde zararlara sebep olan 6nemli ti¢ ar1 virusunun molekiiler RT-
PCR tespiti yapild1, optimize edildi ve epidemiyolojik durumlari ortaya konuldu. Son
yillarda es zamanli, hizli ve ekonomik sonuglar alabilmek amaciyla bagvurulan
onemli teshis yontemlerinden birisi RT-PCR’dir. Bu teknik diger tespit yontemleri
ile karsilastirildiginda yiiksek spesifite ve sensitiviteyesahip olmasi ayni zamanda

kolay uygulanmasi nedeniyle avantajli bir teshis yontemi olarak goériilmektedir.

Arilarda hastalik yapan viruslarin biiyiik ¢ogunlugunun pozitif polariteli tek
iplik¢ikli RNA viruslar oldugu belirlenmistir (Mc Menamin ve ark. ,2018). Yapilan
caligmalarda Ozellikle aricilikta ¢ok agir kayiplara neden olan alt1 adet virus tespit
edilmistir (Shumkova ve ark., 2018). Bu viruslar sirasiyla; deforme kanat virusu
(DWYV), akut ant felci virusu (ABPV), kronik ar1 felci virusu (CBPV), sacbrood
virusu (SBV), kasmir ar1 virusu (KBV) ve siyah kralige hiicre virusu (BQCV) dur.
Bu tez ¢aligmasi insan sagligi, ekosistem ve diinya/Tiirkiye ekonomisinde dnemli yer
tutan aricilikta, en 6nemli viral hastaliklar durumundaki DWV, ABPV ve BQCV
enfeksiyonlarinin Burdur yoresinde durumlarinin ortaya konulmasi, hastaliklar ile
ilgili olarak sahada farkindaligin arttirilmasi ve bu hastaliklar ile alakali miicadele
stratejilerinin  gelistirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amacgla Burdur
yoresinde faaliyet gosteren 15 isletmeden alinan ar1 6rneklerinde DWV, ABPV ve

BQCYV varliklar1 aragtirilmistir.

DWYV, ABPV ve BQCV enfeksiyonlarinin, ADNS ve OIE gibi hastaliklar
bildirim sistemlerinde ihbar1 mecburi hastaliklar olmamalarindan dolay: {iilkelerin

epidemiyolojik durumlarinin degerlendirilmesinde zorluklar yasanmaktadir. Ancak
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bu viruslar ile alakali literatiir bilgileri incelendiginde, hastaliklarin diinyada yaygin
olarak goriildiikleri degerlendirilmektedir. Ulkelerin koloni kapasiteleri ve varroa
miicadele programlarima gore enfeksiyonlarin goriilme oranlarnn  farklilik

gostermektedir.

Deforme kanat virus, diinya da yaygin olarak goriilen bal arisi viruslarindan
birisidir (Allen ve Ball, 1996). Daha 6nce yapilan galismalarda, DWV’nin ergin is¢i
arilarin omriinii kislama siiresinde kisalttigi ve DWV enfeksiyonunun parazit akar
Varroa destructor yikicisi tarafindan istila edildiginde ciddi sorunlara yol agtigi
belirtilmistir (Dainat ve ark., 2012; De Miranda ve Genersch, 2010; Dietemann ve
ark., 2012; Highfield ve ark., 2009; Khongphinitbunjong ve ark., 2015; Martin ve
ark., 2012). Ar1 deformitesi, kusurlu uzantilar (burusmus/korelmis kanatlar), kisalmis
abdomenler, agirhk azalmasi (De Jong ve ark., 1982; Schatton-Gadelmayer ve
Engels, 1988) muhtemelen yasam siiresinde bir azalma (Kovac ve Crailsheim, 1988)
ve sonug olarak diizensiz yavru ve azalan ar1 sayilar1 gibi koloni etkilerini icerir

(Shimanuki ve ark., 1994).

Diinya’da DWV'nin varligina baktigimizda; Tayland'da en yaygimn bal arisi
virusu oldugu, (Sanpa ve Chantawannakul, 2009) varroa (Chantawannakul ve ark.,
2006) ve tropilaelaps akarlarinin (Khongphinitbunjong ve ark., 2015) istilasi ile siki
bir sekilde iligkili oldugu bulunmustur.Almanya’da yapilan bir ¢alismada, o bolgede
endemik olan bir varroa paraziti tiirii tarafindan istila edilen tiim alman arilari ile o
ana kadar varroanmn heniiz bildirilmedigi Isveg’ten getirilen isve¢ arilari
karsilastirilmistir. Alman arilarinda DWV niikleik asit %100 pozitif oran gosterirken,
isveg arilarinin ise sadece % 40'ina yakininda DWV pozitifligi tespit edilmistir. Ayni
arastirmada hastalik etkeni arilarin sadece toraks ve karin bolgelerinde degil, ayni
zamanda bas bolgesinde de goriildiigii rapor edilmistir (Yue ve Genersch., 2005). Ari
kolonilerinde kayiplarin yasandigi Urdiin’iin Aclun bélgesinde RT-PCR ydntemi
kullanilarak yapilan arastirmada, bu kolonilerde DWV’nin yliksek oranda bulundugu
belirlenmistir (Haddad ve ark., 2008).

Olagan dis1 yiiksek kis oliimleri ve hastalik belirtilerine sebep olan deforme

kanat virus, bir ¢ok iilkede RT-PCR yontemi kullanilarak ergin ve pupalarda yiiksek
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oranda tespit edilmistir (Antunez ve ark., 2006; Baker ve Schroeder, 2008; Gajyer ve
ark., 2014; Kubaa ve ark., 2018; Nielsen ve ark., 2008; Tentcheva ve ark., 2004).
Fakat Bulgaristan’da Shumkova ve ark., (2018) ar1 kolonilerinde deforme kanat virus
igin diistik prevalans orani rapor etmistir. Arjantin’in farkli iklim bolgelerinde bal
aris1 viruslarinin varligimi degerlendirmek iizere caligma yapilmis ve Orneklenen
kolonilerin %35’inde DWYV bildirilmistir. Bununla birlikte arilarin yaklasik %25'inde

ikili ve tiglii viral enfeksiyon goriildiigi belirlenmistir (Molineri ve ark., 2017).

Tirkiye’de ana ar1 yetistirme kolonilerinde yapilan bir caligmada, bu
kovanlarin yaklasik %50°sinin bu virusla enfekte oldugu bildirilmistir (Gililmez ve
ark., 2009). Karapinar ve ark., (2018) Van ilinde yaptiklar: ¢alismada arilarda yiiksek
koloni kaybina sebep olan DWV hastaligin1 %69,23 oraninda, bu kolonilerde varroa
parazitinin prevalansinida benzer sekilde yiiksek oranda tespit etmislerdir. Ege
Bolgesindeki ar1 isletmelerinde multipleks RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan
genis capli bir arastirmada arilardaki DWV hastaligi %25,2 oraninda belirlenmistir
ve Ozellikle bazi isletmelerde DWV hastalik semptomlarini gosteren veya yiiksek
koloni kaybinin goriildiigii populasyonlarda viral etkenlerin prevalanslarinin daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir (Cagirgan, 2018). Riistemoglu 2015 yilinda Hakkari
ilinden topladigi ari numunelerinde RT-PCR yontemi kullanilarak yaptigi ¢alismada
toplam 90 isletmede DWV prevalansini1 %23,3 oraninda rapor etmistir.

Deforme kanat virusunun diinya ¢apinda yogun bulunmasi ve kolonilerin
biiyiikk bir ¢ogunlugunun subklinik-persiste enfekte olmasi nedeniyle kolonide V.
destructor olmadiginda, DWV enfeksiyonunda klinik semptom goriilmedigi veya
konakg¢ida karakteristik bir etki etmedigi (De Miranda ve Genersch, 2010) fakat
etkenin ektoparazitik enfestasyon Varroa destructor tarafindan iletildiginde,
morfolojik deformasyona bunun sonucu olarak da oliime neden oldugu arilar

tizerinde ¢ok yikici etkilere yol actigi bildirilmistir (Gisder ve ark., 2009).

Bu tez calismasinda 15 aricilik isletmesinden alinan 31 6rnegin 23 tanesinde
(%74,19) DWV tespit edilmistir. Belirlenen bu prevalans oran1 gegmiste tilkemizde
yapilan bazi aragtirmalar ile paralellik gosterirken bazilarina gore ise yiiksek oldugu

gorilmiistiir. DWV prevalansinin yiiksek olmasiin nedeninin; bu bdlgenin gezginci
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aricilar icin gegcis bolgesi olusu, virusun varroa paraziti ile bulastig1 diistintildiiglinde
ornekleme yapilan bircok isletmedeki arilar iizerinde goriilen varroa yikicist ve

bununla miicadelenin tam olarak yapilmamasi oldugu degerlendirilmistir.

En yaygin fakat en az bilinen bal arisi patojenlerinden biri olan BQCV
yiiksek titrelerde kralige, larva ve pupalarin siyahlasmasina ve 6lmesine neden olan
bir hastaliktir (Spurny ve ark., 2017). Deneysel enfeksiyonlarda siyah kralige hiicre
virusunun larvalara verilmesi sonucunda, uygulanan enfektivite testlerinde negatif
sonuglarin alindig: bildirilmistir (Reddy ve ark., 2013). Siyah kralige hiicre virusunun
epidemiyolojisin de Nosema apis paraziti vektor gorevi goriir (Allen ve Ball, 1996;
Bailey ve ark., 1983; Berényi ve ark., 2006).

BQCV’nin diinyadaki bazi yayilim oranlarina baktigimizda, Uruguay’da ari
kolonilerinde RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan taramada BQCV nin prevalansi
%91 oraninda bulunmustur ayni zamanda bu arastirma Giliney Amerika’nin ilk
vakasi olarak rapor edilmistir (Antunez ve ark., 2006). Tentcheva ve ark., (2004)
ilkbahar, yaz ve sonbahar donemlerinde 36 arilikta, goriiniiste saglikli kolonilerden
toplamig olduklart ergin ar1 ve pupa Orneklerini Reverz Transkriptaz-PCR ile
amplifikasyona dayali tespit ¢alismasi yapmislardir ve bu kolonilerde BQCV
pozitifligini %86 olarak rapor etmiglerdir. Danimarka’da yapilan bir ¢alismada
(Nielsen ve ark., 2008) olagan dis1 yiiksek kig 6liimii goriilen kolonide BQCV varligi
ortaya konulmustur. Avustralya’da da ari kolonilerinde BQCV pozitifligi %65
oraninda tespit edilmistir (Roberts ve ark., 2017). Giiney Amerika kitasinda yer alan
Sili’de koloni kayiplarinin goriildiigii ilkbahar mevsiminde hastalik semptomlari
gosteren arilardan yapilan arastirmada BQCV enfeksiyonunun yiiksek oranda
bulundugu rapor edilmistir (Rodriguez ve ark., 2012). Ayni arastirmacilarin
(Rodriguez ve ark., 2014) yine Sili’de bir sonraki yillarda yaptiklar1 arastirmada
enfeksiyonun yaygimlhiginin (%10) azaldig: tespit edilmistir.

Ingiltere, Hirvatistan ve Suriye iilkelerinde de RT-PCR ydntemi kullanilarak
yapilan arastirmalarda BQCV hastaliginin prevalansinin diisiik oranlarda bulundugu

bildirilmistir (Baker ve Schroeder., 2008; Gajyer ve ark., 2014; Kubaa ve ark., 2018).
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Ulkemizde BQCV enfeksiyonu ile alakali yapilan calismalara baktigimizda,
Glimiigova ve ark., 2010 yilinda RT-PCR teknigi ile ergin arilarda %21,42 BQCV
pozitifligi saptamiglardir. Oguz ve ark., 2017 yilinda Van yo6resinde yapmis olduklari
calismada Nisan ve Mayis aylarinda ornekledikleri arilarda RT-PCR teknigiyle ile
BQCV niikleik asit varligin1 %88,5 oraninda rapor etmislerdir. Ayni ilde yapilan
baska bir ¢alismada, 6rneklenen ar1 kovanlarinin %88,46'sinda (23/26) BQCV pozitif
belirlenmis ve etkenin sekans, filogenetik analiz sonuglarna bakildiginda
Genbank'tan elde edilen BQCV izolatlarina %94-100 oraninda benzerlik gosterdigi
ve varroa enfestasyon prevalansinin ise %89 oraninda oldugunu rapor etmislerdir. Bu
calismada, viral ve paraziter etkenlerin Van yoresinde bulunan bal arilarin1 enfekte
ettigini ve BQCV i¢in yiiksek prevalans oranlarinin bulundugu bildirilmistir
(Karapimnar ve ark., 2018). Ege Bolgesindeki ar1 isletmelerinde multipleks RT-PCR
yontemi kullanilarak yapilan bir arastirmada ise arilarda BQCV enfeksiyon orani
%25,2 olarak tespit edilmistir (Cagirgan, 2018). Riistemoglu’da 2015 yilinda
Hakkari ilinden topladigi ari numunelerinde BQCV pozitifligini %32,2 oraninda

belirlenmistir.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda Burdur yoresinden toplanan 31 ari numunesinin
8’inde (%25,81) BQCV niikleik asit varligi tespit edildi. Belirlenen bu BQCV
pozitiflik orani, calisma sahamiza yakin olan Ege Bolgesinde belirlenen oranla
(Cagirgan, 2018) birebir ortiismektedir. Arastirmamizda belirledigimiz DWV ve
ABPV enfeksiyonlarindan daha diisiik oranda BQCV pozitifliginin bulunmasinin
nedeni olarak bolgedeki ar1 kolonilerinde nosema enfestasyonunun olmamasi veya

diisiik oranda bulunmasina baglanmistir.

Aragtirmamizdaki diger viral ajan bal arist kolonilerinde siklikla goriilen
ABPV ise ani koloni ¢okmesine neden olabilir ve parazitik akar olan V. destructor
tarafindan bulastirilabilir (Bakonyi ve ark., 2002). Akut ar1 felci virusu, hastalik
belirtisi goriillmeyen enfekte ergin arilardan art siitii ile gelismekte olan larvalara
veya varroa vektorleri tarafindan pupalara ve larvalara tasimabilmektedir (Moore ve
ark., 2015). Varroa parazitinin beslenme siiresi ne kadar ¢ok olursa, iletilen virus

miktarida o kadar ¢ok olur (Genersch ve Aubert, 2010) Ayrica Yyapilan bir
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aragtirmada ABPV ile DWV’nin miks enfeksiyonlar olusturdugu da belirlenmistir
(Shumkova ve ark., 2018).

Diinya da bu konuyla alakali yapilan g¢alismalarda Cin’in Yunnan
Eyaletindeki dogu ar1 kolonilerinde ABPV varlig1i bulunamamis olmasina ragmen,
Sili’de ABPV varlig1 %2, Uruguay’da ise %9 oraninda rapor edilmistir (Antunez ve
ark., 2006; Rodriguez ve ark., 2014; Wang ve ark., 2016). Avrupa kitasinda yapilan
arastirmalarda (Nielsen ve ark., 2008; Tentcheva ve ark., 2004; Baker ve Schroeder,
2008; Gajyer ve ark., 2014) ise daha yiiksek oranlarda ABPV pozitifligi belirlenmis

ve ar1 kayiplarinin 6nemli nedenlerinden birisi olarak kabul edilmistir.

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan calismalarda ABPV enfeksiyonunun
varh@ degisik oranlarda rapor edilmistir. Ulkemizde ilk kez ABPV varligini,
Riistemoglu (2015) Hakkari’den topladigi ar1 6rneklerinde RT-PCR teknigi ile ortaya
koymustur (%2,2). Daha sonraki yillarda Cagirgan (2018) Ege Boélgesinde bulunan
ar1 igletmelerinden topladigi numunelerde ABPV prevalansim %3,6 olarak rapor
etmigtir. Karapmar ve ark., (2018) ise Van yoresinde bulunan ari kolonilerinde

yaptiklar1 taramada ABPV enfeksiyonunun varligina rastlamamslardir.

Aragtirmamizda RT-PCR uygulamalari sonucunda, Burdur ydresinden
topladigimiz 31 6rnegin 23’iinde (%74,19) ABPV niikleik asit varlig1 tespit edildi.
Calisma sirasinda belirlenen baz1 zayif pozitif 1s1malarin sebebi olarak numunedeki
virus titresinin disiikligiiniin sonucu olustugu kanaatine varilmistir. Tirkiye’de
yapilan diger calismalarla kiyaslandiginda bizim calismamizda ABPV oraninin
yiiksek olmasinin sebebi olarak kovanlarda yogun ar1 barindirilmasi, varroa
enfestasyonunun yaygin olusu ve Burdur yoresinin gezginci aricilar igin bir gecis
bolgesi olmasinin  enfeksiy6z etkenlerin  yayilmasmi arttirdigi  seklinde
degerlendirilmistir. Ayrica ABPV hastaliginin ar1 kolonilerinde genellikle yaz sonu
donemlerinde ortaya c¢iktigi bilinmektedir (Sumpter ve Martin, 2004). Bizde
calismamizda analizleri yapilan ar1  numunelerini  sonbahar ddneminde
topladigimizdan dolay1 yiiksek prevalans tespit etmemizde bu durumunda etkisinin

oldugu diisiiniildii.
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Sonug olarak, arilarda bu viruslarin olduk¢a yaygin oranda varliginin ortaya
konuldugu bu arastirmanin verileri dikkate alindiginda, s6z konusu hastaliklarin
Burdur yoresinde ar1 kovanlarinda sebebi agiklanamayan koloni kayiplarinin oniine
gecilmesi ve bu kayiplarin en aza indirilmesi bolge ve iilke ekonomisi agisindan

oldukga 6nemli olup, ciddi tedbirlerin alinmasi gerektigi kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Aricilik diinyada ekonomik olarak tarima ve tozlagsma vasitasiyla bitkisel
tiretime ve dolayisiyla ekosisteme yadsinamayacak katkilar saglar. Arilarin olmadigi
bir ekosistemde tarimsal {retiminde %47’lik bir disiisiin  goriilecegi
degerlendirilmektedir. Son zamanlarda diinyada gozlenen ve sebebi bilinmeyen
koloni kaybi olaylar1 biyolojik dengede sorun yaratacak gibi goriilmektedir. Bu
durum koloni varlig1 ile diinyada iiglincii sirada bulunan iilkemiz i¢in de tehdit
olusturmaktadir. Tiirkiye zengin bitki florasive ideal ekolojik sartlari ile aricilik is
kolu igin en uygun iilkelerden biri olup, bu potansiyelini kullanarak diinyada bal
tiretimive aricilik da baslica s6z sahibi iilkeler arasindadir. Bundan dolay1 bal
arilarinin sagliklarini korumak ve hastaliklar ile miicadele etmek olduk¢a dnemlidir.
Ozellikle ar1 kovanlarinda sebebi agiklanamayan koloni kayiplarmin 6niine gecilmesi

ve bu kayiplarin en aza indirilmesi diinyamizin gelecegi ve devami i¢in sarttir.

Bu tez ¢aligmasinda bal arilariin sagligi i¢in 6nemli tehdit olusturan {i¢ viral
etkenin Burdur yoresindeki ar1 kolonilerinde varligi/yayginligt RT-PCR yontemi
kullanilarak  arastirilmistir.  Calisma  sonucunda  boélgede  bulunanaricilik
isletmelerinde ABPV %74,19 (23/31), DWV %74,19 (23/31) ve BQCV %25,81
(8/31) oraninda tespit edilmistir. Bu veriler Burdur yoresindeki arilarda s6z konusu

hastaliklarin ilk kez ortaya konulmasi agisindan oldukca énemlidir.

Ulkemizde ve diinyada saglikli ar1 ve ar1 kolonilerinin mevcudiyeti gerek
dogal yasam gerekse insan sagligi acisindan olduk¢a Onemlidir. Bunun
saglanmasinda 6nemli kriterlerden bir taneside viral ajanlardan ari arilar ve koloniler
yetistirmektir. Bu nedenle bu hastaliklarla miicadele de dogru ve hizli teshis ile
koruma tedbirlerinin alinmasi gerekmektedir. Bu sayede bal arilariin sagliklarinin

korunmasi saglanarak gelecek nesillere ve ekosisteme katki saglanmis olunacaktir.

Tez aragtirmas1 sonucunda oldukca yiiksek oranlarda tespit edilen enfeksiyon
etkenlerinin ve diger viral etkenlerin bulasmasinda baslica rolii bulunan Nosema ve
Varroa parazitleriyle miicadele edilmesi gerektigi kanisina varilmistir. Bu maksatla

ar1 sagliginin korunmasi i¢in viral ve paraziter etkenlerin tarama programlar: birlikte
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yiirlitilmelidir. Ayrica hastalik etkenlerine karsi direngli ar1 irklarinin kullanilmast,
beslenme/barindirma kosullarinin iyi olmasi, sanitasyon ve hijyen kurallarina
uyulmasi ar1 saghginin korunmasinda goéz ardi edilmemesi gereken durumlardir.
Bunun yani sira aricilikla ugrasan kisilerin konu hakkinda diizenli egitilmeleri ve

bilinglendirilmeleri i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.
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