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OZET

TURKIYE'DEKI Paenibacillus larvae
GENOTIPLERININ TESPIT EDILMESI VE FARKLI
PROPOLISLERIN BU GENOTIPLER UZERINE
ANTIMIKROBIYAL ETKISI

Aygiin SCHIESSER
Doktora, Biyoloji Bolimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Nevin KESKIN
Temmuz 2014, 106 sayfa

Dinyada insanlar tarafindan en cok yetistirilen faydali bécek, Avrupa bal
arisi Apis mellifera L.’dir. Bal arisi Urlnlerinin ve arilar tarafindan saglanan
polinasyonun dliinya ekonomisindeki payl oldukca buydktir. FAO
istatistiklerine goére 2012 yilindaki bal Uretiminin degeri 679,12 milyon
dolardir. Ayrica, bircok bitkinin meyve ve tohum olusturmasi, arilarla

polinasyona baghdir.

Dinya capindaki koloni sayisinin, 2012 yilinda 79,9 milyon oldugu tahmin
edilmektedir. Dinya gapinda, koloni sayisinda meydana gelen dlsus, ciddi
ekonomik kayba neden olmaktadir. Yetistirilen an populasyonlarini
etkileyen; zararlilar, patojenler, pestisitler, iklim ve vyetersiz aricilk

uygulamalan gibi bircok faktér bulunmaktadir.

Bu faktorlerden en 6ldirici olanlarindan biri Amerikan Yavru Curtklagu
(AFB) Hastaligi etkeni Paenibacillus larvae'dir. Paenibacillus larvae, bal

arilarini etkileyen gram pozitif ve spor olusturan bir bakteridir. Direngli AFB



suslarinin artmasi ve balda kalinti olusturmasi nedeniyle tedavi amaci ile
antibiyotik kullanimi yasaklanmistir. Bu nedenle, bilim adamlan ile ar-ge

firmalan AFB tedavisi icin dogal bilesikleri bulma cabasindadir.

Bu doktora calismasinda, araziden toplanan o&rneklerden Paenibacillus
larvae suslan izole edilmis ve rep-PCR genotiplendirme yontemi ile
genotipleri belirlenmistir. 14 propolis ekstraktinin, 26 P. larvae izolatina

karsi antimikrobiyal aktivitesi test edilmigtir.

Genotiplendirme cgalismalarn sonucuna gore, TUlrkiye izolatlarinda iki farkl
genotip (ERIC I and ERIC II) tespit edilmistir. Sonuclar, tim propolis
ekstraktlarinin P. larvae’ye karsi farkli derecelerde antimikrobiyal etkisinin
oldugunu godstermektedir. Ozellikle, sirasiyla Artvin, Mugla ve Bursa propolis

orneklerinin oldukca ylksek etki gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, genotiplendirme c¢alismalan ile AFB epidemiyolojisinin
anlasilmasi ve hastalikla savasmada yeni stratejiler belirlenmesine isik
tutulmasi amacglanmaktadir. Ayrica propolisin, oldukca tehlikeli an
hastaliklarindan biri olan AFB icin alternatif bir tedavi yontemi olabilecegi ve
bu bilgiler 1siginda koruma, yonetme ve tedavi programlari gelistirilebilecegi

disunidlmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apis mellifera L., Amerikan Yavru Carakliga,

Paenibacillus larvae , Genotipleme, Propolis



ABSTRACT

DETERMINATION OF Paenibacillus larvae
GENOTYPES IN TURKEY AND ANTIMICROBIAL EFFECT OF
DIFFERENT PROPOLIS AGAINST THESE GENOTYPES

Aygiin SCHIESSER
Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Nevin KESKIN
July 2014, 106 pages

The European honey bee Apis mellifera L. is the most commonly managed
useful insect in the world. Products of the honey bee and pollination with
honey bees have great share within global economy. According to FAO stats
global value of honey production was 679,12 million USD in 2012. Also, fruit

or seed set of many plants depend on honey bee pollination.

The total number of managed honey bee colonies worldwide was estimated
to be 79,9 million in 2012. Decline in colonies all over the world cause
serious economic loss. There are several factors affecting the managed
honey bee populations like pests, pathogens, pesticides, climate and poor

beekeeping techniques.

One of the most lethal of these factors is Paenibacillus larvae, the agent of
American Foulbrood disease. Paenibacillus larvae is a gram positive and
spore forming bacteria that affects honey bee larvae. Due to increase of

resistant AFB strains and residue problem in honey, it is restricted to use



antibiotics for treatment. Therefore, scientists and Research & Development

companies are seeking for natural compounds for AFB remedy.

In the doctoral research, Paenibacillus larvae strains were isolated from field
samples and their genotypes were determined by rep-PCR genotyping
method. 14 propolis extracts were also tested for their antimicrobial activity

against to 26 isolates of P. larvae.

According to genotyping studies, two different genotypes (ERIC I and ERIC
IT) were identified within Turkish isolates. Results showed that, all propolis
extracts have antimicrobial effect against to P. larvae in different grades.
Especially, Artvin, Mugla and Bursa propolis samples have shown higher

effect respectively.

In conclusion, genotyping will provide new perspectives to understanding
of epidemiology of AFB disease and identify new strategies against it. Also,
propolis could be an alternative treatment for the most dangerous disease
of honey bee and in accordance with these data, protection management

and treatment programs could be created.

Keywords: Apis mellifera L., American Foulbrood, Paenibacillus larvae,

Genotyping, Propolis
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1. GIRIS

Insanlar tarafindan en cok yetistirilen ve en fazla ekonomik éneme sahip
olan bdcek tiirti bal ansidir. Insanlarla bal arilarinin iligkileri cok éncelere
dayanmaktadir. Paleolitik cag ve oncesinde firsatgl avcilikla bal elde
etmeye baslayan insanlar zaman iginde arilari kovan iginde yetistirmeyi
ogrenmislerdir.  Aricithgin  baslamasiyla birlikte; an  hastaliklar,

yetistiriciler icin sorun haline gelmistir.

Bal ile propolis, an sitd, polen, arn zehri ve balmumu gibi diger an
artnlerinin verimini dogrudan etkileyen ar hastaliklari, hem bilim
adamlarinin hem aricilarin hem de devlet yetkililerinin oldukga ilgisini

cekmektedir.

Ulkemiz, farkli dénemlerde ciceklenen oldukca fazla sayida balli bitkiye
sahip olmasi ve sahip oldugu iklim kosullari nedeniyle aricilik agisindan
oldukca blyuk bir avantaja sahiptir. Ancak arici hareketlerinde tam etkin
kontrolin yapilmamasi, hastalik etkeni patojenlerde direng artisi,
epidemiyolojik calismalarin azligi, hastaliklarin kontrol edilememesi ve
hastaliklarla micadelenin dizgin sekilde yapillamamasi lGlkemiz aricihgi

icin dezavantaj olusturmaktadir.

Bes milyonu asan kovan sayisiyla, dinya siralamasinda 2. olan tlkemiz;
75.000 ton bal Gretimi ile 4. sirada yer almaktadir. Kovan sayisi ile 2.
ancak bal Uretiminde 4. sirada yer almasi, kovan basina bal veriminin
diger Ulkelere gore daha diislik olmasindan kaynaklanmaktadir [1]. Verim

dusUkligundn baslica etkeni ise arl hastaliklanidir.



2. GENEL BILGILER

Apis mellifera L. Hymenoptera (Zar kanathlar) ordosu, Apidae familyasi,
Apinae alt familyasi ve Apis cinsine dahildir. 1758 yilinda Carolus
Linnaeus tarafindan Apis mellifera L. olarak adlandinlan bal arnlari,

bombus arilar ve ignesiz arilarla ayni familyaya baghdir [2].

Boceklerin ilk ortaya cikisi, 300 milyon yil kadar dnce Karbonifer cagina
rastlamaktadir. Bal arlarinin baglh oldugu Hymenoptera takiminin
muhtemel atalar, yaklasik 200 milyon yil énce evrim geciren ve gelisen
yirtici esek arilandir. Arilanin ise yaklasik 100 milyon yil kadar énce orta
Kretase’de gelistigi gorular. Cicekler genis zaman periyotlarn boyunca
Ozelleserek hareketli tozlastiricilara bagimh hale gelmislerdir. Cigeklerin
tozlagsmasi icin basta arilar olmak Uzere bécekler cok 6nemli hale gelmis,
bdcekler ve bitkilerin birbirlerine muhtag olmalar dolayisi ile evrimleri de

paralel olarak gerceklesmistir [3].

Apis mellifera L. Avrupa, Orta Dodu ve Afrika’da dodal olarak yayilim
gOstermektedir. Farkl habitatlarin gerektirdigi cesitli ekolojik ve klimatik
durumlara karsi adaptasyon, 24 alt tirin olusmasina neden olmustur. Bal

arilan, ayrica insanlar tarafindan diinyanin her tarafina tasinmistir[4].

Insanlarla bal arilarinin iliskileri cok éncelere dayanmaktadir. Paleolitik
cag ve oOncesinde firsatcl avcilikla bal elde etmeye baslayan insanlar
zaman icinde arilan kovan iginde yetistirmeyi 6¢grenmislerdir. Israil’de
bulunan M.0 10.000 yihna ait antik ar kovanlarn, an yetistiriciliginin
Neolitik cagin ilk zamanlarindan beri var oldugunu ortaya koymaktadir [5,
6].

Bal arisi; bas, toraks (gogis) ve abdomen (karin) olmak lzere 3 temel
vucut kismindan olusur. Bas Uzerinde yerlesen goézler, antenler ve

beslenme yapilan olarak proboscis (dil) ile mandibula (geneler) bulunur.



Proboscis, sivilari emmede, mandibula ise poleni ezmek ve balmumunu
sekillendirmek igin kullanilmaktadir. Anilarin tg¢ basit (ocelli), iki bilesik
olmak Uzere bes g6zi bulunur. Bilesik gbzler ommatidia adi verilen
bireysel olarak 1sig1 duyarh yilzlerce hiicreden olusmustur. Bu yapilar
aracihgiyla gozler rengi, i1siga ve glnesin ultraviyole isinlarindan yon

bilgisini algilar [3, 7].

Toraksa bagh Gg cift bacak bulunur. Uzerindeki 6zel yapilar ve killarla
bacaklar arinin kendisini temizlemesine, polen toplamasina ve tasimasina
yardimci olur. Isci arilarin arka bacaklari, polenleri toplama ve tasimaya
uygun olarak 6zellesmistir. Arka bacadin ic kismini kaplayan killar polen
taraklarini olusturmaktadir. Arilar, adizlan ve bacaklar ile topladiklari
polenleri polen sepetine depolarlar. Toraks Uzerinde bulunan diger bir
yapl! ise spirakulumdur. Toraksta Ug cift olarak bulunan spirakulumlar,
solunum sisteminin disa acilan kisimlandir. Birinci gift spirakulum, trake

akarlarinin yerlesim yeridir [3].

Abdomen, arinin en 6nemli organlarini iceren kismidir. Sadece disi
arllarda bulunan ar ignesi, abdomenin ucuna yerlesmistir. Sadece
iscilerde bulunan balmumu salgi bezleri, abdomenin alt kenarinda; koku
bezi ise ignenin Uzerindedir. Igne, disi arillarin yumurtlama organinin
(ovipositor) bir degisiklige ugramasi sonucu olusmaktadir. Kralice arilar
ignelerini genellikle sadece rakip kraliceleri 6ldirmek icin kullanir. Batlin
bir igne yapisi; bir zehir kesesi, bir alkali bezi, birlesik alarm maddeleri
ile kaslar ve sertlesmis levhalardan olusmaktadir. Sokma aninda ignenin
egrilmis olta seklindeki ucu deri icine yerlesir ve ar uzaklasirken zehir
kesesi dahil bitlin igne yapisi, arinin vicudundan sokilir. Kaslar,
yaklasik bir dakika sidreyle yeni cikan bu kesenin temel kenarini
pompalar, daha c¢ok zehri yaraya géndermek icin glic sarf eder. Sokma

bdlgesine, diger iscilerin de sokmasini saglayacak alarm kokulari birakilir

[3].



Bir kolonide isciler, kraliceler ve erkek arilar olmak Uzere Ug¢ an tipi
bulunmaktadir. Bir an kolonisinin en kalabalik dyeleri, steril (kisir)
disilerden olusan isci arnlardir; normal bir kovanda iscilerin sayisi yaz
ortasina kadar 40 000’e hatta daha fazlasina ulasir. Isci arlar erkeklerden

daha klgUktlr ve abdomenleri kraliceden daha kisadir [2].

Bal arilarinda partenogenez gorulur; kralice ve isci arlar doéllenmis
yumurtalardan cikarken, erkek arilar ise ddéllenmemis yumurtalardan
cilkmaktadir [2].

Yumurtalar, petedin yavruluk kismina birakilir. Yumurtadan 6nce larva
daha sonra pupa ve son olarak ergin arinin olusmasiyla tam metamorfoz
sireci tamamlanmaktadir. Larva, blyuk bir sindirim sistemi ile adeta
yiyici bir makine halindedir. Her bir larva, ginde 150-800 defa
beslenmekte ve besinci gline kadar kendi agirhidinin yaklasik 900 katini
kazanmaktadir. Larva, bu hizli gelisme icin 6 defa deri degistirmektedir.
Besinci deri degistirmede prepupa (6npupa) ortaya cilkmakta; son deri
dedistirme ise tam an cikisindan once olusmaktadir. Ileride isci ari
olacaklari énceden belirlenen larvalar, hipofaringeal bezler ve mandibular
bezlerinden Uretilen yavru bakim gidasi, polen ve bal ile beslenmektedir.
Ddéllenmis yumurtalardan cikan ve 6zenli bir sekilde sadece ari sutuyle
beslenen larvalar ise geliserek kralice ariya donusmektedir. Pupa
evresinde blyuk i¢ ve dis morfolojik degisiklikler, meydana gelmekte; bu
evrede bacaklar, kanatlar, abdomen ile bitin i¢ organlar ve kaslar
gelismektedir. Bu pupanin derisi ya da kutikulasi, son bir deri
degdistirdikten sonra yavas yavas kararir ve cikis icin ergin ari hazir hale
gelir. Bu yeni cgikan arn, kutikulanin ¢ok yumusak olmasi nedeniyle,
sertlesmesi icin ¢ikistan 3-4 saat 6nce kendi hicresinde kalir ve teneral
ari olarak adlandinhir. Teneral arilar sokamaz ve nispeten yumusaktir.
Yumurtadan ergin ariya gelisim ve dénlsim sureci kralice arida 16, isci
arilarda 21 ve erkek arilarda 24 giinde tamamlanmaktadir. Omdrleri yazin
40-60 gln, kisin ise 4-6 aydir [3].



Bal anlari, yaklasik 4 km’ye kadar ugabilmektedir. Arilarin bu kadar uzun
mesafeler kat edebilmesi ve kovan iginde ¢ok sayida bireyin bulunmasi,
onlar gesitli hastaliklara karsl hedef haline getirmekte ve bu hastaliklarin
cok genis alanlara yayllmasina yol acmaktadir. Ayrica kovan igi
sicakliginin 30-37 9C’de sabit tutulmasi bircok patojenin gelismesine

uygun ortam hazirlamaktadir [8, 9].

Bal arilarinin, bal ve diger an Grlnlerini Gretmelerinin yani sira, uguslar
esnasinda, hem yabani hem de tarimsal dederi olan bitkilerin
polinasyonunu saglamalari nedeni ile sahip olduklar ekonomik énem, bu

hastaliklarin dogurdugu kaybi arttirmaktadir [10-13].
2.1. Bal Arisi Yavru Hastaliklari

Saglikh kolonilerde yavrulu petekler, aralarinda bosluk olmayan, birbiriyle
siki bir sekilde badlantili yavru gozlerinden olusmaktadir. Petedin orta
kismindan kenarlara dogru neredeyse bitlin gozler isci arl yumurta, larva
ve pupalarini igerir. Tum isci an petek goézlerinin kapaklar ayni renkte ve
konveks yapidadir. Erkek ar gozleri dis kenarlarda, blylk ve disa dogru
kapakli bir gériinimdedir. Kralice ari gozleri ise petegin alt kisminda, disa
dogru uzanan bir ylzik biciminde yer alir. Bunun aksine, hastalikh
kolonilerde; petek gézler arasinda bosluklar bulunmaktadir. Ayrica, petek

gozlerinin kapaklan koyu renkte, delikli ve ice ¢dkik gérinimdedir [9].

Yavru bal arilarinda gorilen hastaliklar, Amerikan Yavru Curukliga (AFB),
Avrupa Yavru Carukluga (EFB), Kireg Hastaligi, Tulumsu Yavru Curidkligu
ve Tas Hastaligi’dir [3]. Bunlardan AFB ve EFB bakteriyel, Kireg ve Tas

fungal, Tulumsu Yavru ClriklGga ise viral etkenli hastaliklardir.
2.1.1. Amerikan Yavru Ciirikliigi

Amerikan Yavru Curukligu, bal arisi larvalarini etkileyen bakteriyel bir

hastaliktir. Etkeni gram pozitif, fakultatif anaerob ve spor olusturan bir



bakteri olan Paenibacillus larvae'dir. Tedavi edilmediginde hastalik,

cogunlukla koloninin ¢ékmesi ile sonuglanmaktadir.

Kisaca AFB olarak adlandirilan Amerikan Yavru Carukligu aricihk
sektorinde ok blyuk kuresel ekonomik kayiplara neden olan, en tehlikeli
arl hastaliklarindan biridir. Oldukga bulasici bir hastaliktir ve aricilik
malzemeleri, kovan materyali, isci arilar ve kralice an ile kolayca diger
kovan ve ariliklara bulasabilir [14]. Tium dinyada oldukga genis bir alana
yayllmistir [15]. Bulasimin édnlenmesi amaciyla, kontrol énlemleri alinan

cogu arilikta koloniler yakilmaktadir.

Hastalik etkeni olan bakteri ilk kez 1906 yilinda hastalikli ve 6lmus
larvalarda White tarafindan tanimlanmis ve vejetatif formunun sahip
oldugu basil seklinden dolay! Bacillus larvae olarak adlandiriimistir.
Amerikan Yavru Curtkliga adi, Philips tarafindan, hastaligin ilk
kesfedildigi yerin Amerika olmasindan dolay! kullaniimistir [16]. 19901
yillarda, gelisen molekliler ydntemlerle taksonomik olarak yeniden
incelenen Bacillus sinifi dnce 5 gruba ayrilmig; ardindan icinde AFB
etkeninin de bulundugu Uglncl grup Paenibacillus adi verilerek ayr bir

cins olarak siniflandinimistir [17, 18].

Daha sonra Paenibacillus larvae ile 1950 yilinda Katznelson tarafindan,
yine hasta bal arisi larvalarindan izole edilerek tanimlanan Paenibacillus
pulvifaciens'in ayni cins icinde yer aldigi belirlenmis; Paenibacillus larvae
larvae ve Paenibacillus larvae pulvifaciens olarak iki alt tire aynlmistir.
10 yil iginde gelisen tekniklerle yapilan yeni calismalar sonucunda iki alt
tar birlestirilerek, Paenibacillus larvae adi altinda tek tlr olarak
siniflandinimistir [19, 20].

Son yillarda, standart hale getirilmis yeni tekniklerin gelistirilmesi ile farkh
P. larvae suslarn arasindaki ayrimin yapilabilmesi mimkun hale gelmistir.

Bu ayrim AFB’nin epidemiyolojik calismalar icin oldukca dnemlidir [21].



P. larvae suglarinin ayriminda glnumuize kadar kullaniimis ve halen
kullanilmakta olan birgcok teknik bulunmaktadir. Son vyillara kadar
kullanilan yéntemler, hlcre ve koloni morfolojisinin incelenmesi; SDS-
PAGE ile tUm bakteriyel proteinlerin analizi veya biyokimyasal profilin
cikarilmasi gibi fenotipik 6zellikleri temel almaktadir [19, 22-25]. Ancak
son 10-15 yilda genetik analizleri temel alan yéntemler daha cok ilgi
cekmektedir. Restriksiyon endonlkleaz fragment kaliplar, pulsed-field
elektroforezi, AFLP (amplified fragment length polymorphism) analizi gibi
yontemler kullanilarak P. larvae’nin genetik cgesitliligi dederlendirilmeye
calisiimistir [19, 26-29]. Kullanilan yontemler arasinda, en kesin ayrimi
yapmasl ve tim laboratuarlarda esit sekilde sonu¢ vermesi nedeni ile en
cok tercih edilen yontem Repetitif elementlerin PCR amlifikasyonu (rep-
PCR) olmustur [30, 31]. Bakteri genomunda, rastgele dagdiimis (¢ set
repetitif element bulunmaktadir. Bunlar, enterobakteriyel repetitif
intergenik konsensus (ERIC) elemanlari, repetitif ekstragenik palindromik
(REP) elemanlan ve boxA, boxB ve boxC'yi iceren Box elemanlaridir.
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin genotiplendirmesinde faydal
olabilecek bu elemanlari amplifiye eden primer ciftleri, bircok calisma ile
rapor edilmis ve onaylanmistir [30, 32]. Rep-PCR ydntemi oldukca yaygin
olarak kullanilmaktadir [22, 31, 33-37]. Rep-PCR ydntemi ile yapilan
calismalarda kullanilan primer c¢iftine goére farkli genotip gruplan
olusmaktadir. Bu yontemde, en kullanish olan primerler ERIC1R-
ERIC2'dir. Bu primer cifti ile Paenibacillus larvae 4 farkli genotip
olusturmaktadir (ERIC I, II, IIT and IV) [19]. Bunlardan ERIC I ve II
gecmisteki alt tlr P. larvae larvae'yi temsil ederken; ERIC III ve IV P.

larvae pulvifaciens'i temsil etmektedir [14].

P. larvae genotip ERIC I en yaygin gorilen genotiptir. ERIC I, hem Avrupa
hem de Amerika’da bulunmaktadir. ERIC II ise sadece Avrupa kitasi ile
sinirh bir yayilhm goéstermektedir. ERIC III ve ERIC IV, onlarca yildir
toplanan arazi 6érneklerinde tespit edilmemistir; ancak birkag izolat kaltdr

koleksiyonlarinda saklanmaktadir [14].
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Genotipik 6zelligi, P. larvae’nin olusturdugu enfeksiyonda onemli etki
gostermekte ve kovanlardaki ya da arnliklardaki multi-genotip
enfeksiyonlar daha karmasik halde goérinebilmektedir. Enfeksiyon
olusumu ve Kklinik semptomlarin ortaya c¢ikma hizinda farkhliklar,
gbstererek tespit ve teshisi daha zor hale getirebilir [38, 39]. Genotipe
bagli virulans farkliliklarindan en 6énemlisi ERIC I ve ERIC II’ nin larvayi
oldirme suresidir. ERIC I ortalama 12 ginde larva 6limline sebep
olurken ERIC II, 7 gliinde larvalarin lmesine sebep olmaktadir [40]. ERIC
I, II, III ve IV genotiplerinin bircok farkh karakteristik 0zelligi
bulunmaktadir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Paenibacillus larvae genotiplerinin  karakteristik
Ozellikleri[14]

Tur [19] Paenibacillus larvae

Onceki Alttir[20] P. |. larvae P. I. pulvifaciens
ERIC genotipleri ERIC I ERIC II ERIC III ERIC IV
Patojenik, AFB semptomlari  + + + +

LT100 ~12 gun ~7 gun ~7 gln ~7 gln

Pigmentli koloni morfolojisi - -
CSA’da hemoliz - -
Mannitol fermentasyonu - +
Salisin fermentasyonu + -

Paenibacillus larvae’nin vejetatif formu 2,5-5 ym boyunda, 0,5-0,8 pm
eninde; spor formu ise 1,3 yum x 0,6 uym boyutlarindadir. Gram pozitif
olan Paenibacillus larvae’nin vejetatif formu Gram boyama ile mor renkte
boyanirken; karbol fuksin ile boyanan sporlarin duvarlan kirmizimsi-mor
renkte olmaktadir. Boya almayan spor merkezleri seffaf géorinmektedir
[9, 41, 42] (Sekil 2.1.).



(a) (b) (c)

Sekil 2.1. (a) Paenibacillus larvae’'nin vejetatif formu; (b) Paenibacillus
larvae 'nin vejetatif-spor gecis formu; (c) Paenibacillus larvae’nin spor

formu [9]

Beslenme sirasinda larvalara bulasan sporlar sindirim sistemine gecerek
barsak limeninde hizla vejetatif forma déntsmektedir. Barsak limeninde
gelisen bakteriler, Salgiladiklar proteazlar ve toksinler sayesinde énce
peritrofik matriksi daha sonra ektraseliler matriks ve hicre-hicre
baglantilarini parcalayarak orta badirsak  epitel hicrelerine
yerlesmektedir. Vejetatif hicreler, epitel hicrelerinin lizize ugramasinin
ardindan, hemosdle gecerek hemolenf icinde hizla c¢ogalmaya
baslamaktadir [40, 43]. Larva, hlcrelerin parcalanmasi ve enfeksiyon
sonucunda prepupa evresinde Olmektedir [44, 45]. Hastaligin ilk
safhasinda larvada renk degdisikligi gozlenmektedir. Larvanin inci beyazi
rengi once acik kahverengiden koyu kahverengine dogru bir renge
dénusir. ilerleyen safhalarda bu renk siyah-kahverengine dénismektedir
[9]. Hastaligin son asamasinda, P. larvae, 0li larvay! yapiskan iplikgik
haline gelene kadar glrutmektedir. Bu yapl daha sonra kuruyarak icinde

milyarlarca spor barindiran pulsu bir hale donustr [14] (Sekil 2.2).

Son yillarda yapilan protein ve genom analizleri ile patojenitenin nasil

olustugu daha detayh bir sekilde anlasilmaya calisiimaktadir. Yapilan
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calismalar, P. larvae'nin cesitli toksinler ve proteazlar Urettigini
gbstermekle birlikte tam olarak etki mekanizmasi anlasilamamistir [40,
46, 47].

Ortabarsakta sporlarin germinasyonu

. Vejetatif hiicrelerin

orta barsakta proliferasyonu

.
XJJ3ew y1Jodad .

Larva besini ile
sporlarin sindirilmesi

Ortabarsak
epiteli

P.larvae o ®

sporlart ® o

Tam enfeksiyon siresince
sporulasyon devam eder

Ortabarsak
epiteli

XMIBW HOLIS

P. larvae, peritrofik matriks ve epitel
bariyerini yikarak hdmosele gecer

Koloninin ¢okmesi Larva 8limi
ERIC | LT100 - 12 gln
ERIC 11 LT100 - 7 gln

Bakteri, larvanin tiim viicuduna yayilir

Sekil 2.2. P. larvae enfeksiyon mekanizmasi [40].

Paenibacillus larvae’nin patojenitesi oldukga fazladir. Bir gunlik larvayi
10 spor bile enfekte edebilmektedir. Larva blyludlikce enfeksiyon igin

gerekli spor sayisi artmaktadir [15, 42, 48].

Hastaliklh yavru gézlerde tipik belirtiler olusmaktadir. Bunlardan en
onemlisi saglikli peteklerin aksine yavru gozlerin siki ve bir bitin halinde
olmamasi, aralarda bos gdzlerin bulunmasidir. Kapali yavru gézlerinin de
renkleri koyulasmakta; kapaklarn delikli ve ice ¢dkuk bir hal almaktadir.
Hastaligin sonraki safhalarinda larva yapiskan ve ipligimsi bir hal almakta
ve 20-25 mm’ye kadar uzayabilmektedir (Sekil 2.3.). Hastalikh peteklerin

diger bir tipik ozelligi ise, tutkalimsi kot bir kokusu olmasidir [9].
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Codunlukla temizleme 0zelligi fazla olan baska bir deyisle hijyenik
davranisa sahip kolonilerde, kovan temizliginden sorumlu olan isgi arilar,
hastalikli larvalan tespit edip kovan disina atmaktadir. Ancak genellikle
larva petek goz icinde kalmakta ve bir slire sonra kuruyarak petek gézun

dip kismina yapismaktadir [42, 49].

Petek go6zin tabaninda bulunan larval kalinti, icerdigi milyarlarca spor

nedeniyle oldukga tehlikelidir. Kovan icindeki sporlarin 65-70 yil kadar

yasayabildikleri tespit edilmistir [9].

(a) (b)

Sekil 2.3. Hastalikli petek gériinim (a) Ipligimsi larval kalinti; (b) Delik
kapakli yavru g6z[50]

Ergin arilar, hastalikla enfekte olmamalarina ragmen hastaligin yayilimi
acisindan oldukga blylik 6dneme sahiptir. Ergin arilar Gzerlerinde yogun
miktarda spor tasiyarak bakterilerin bulasiminda rol almaktadir. Ayrica
yapilan calismalarla heniz klinik olarak belirti géstermeyen kolonilerde
bile ergin arilardaki sporlardan hastaligin varliginin tespit edilebildigi

goéralmuastar [51].

Arn hastaliklarinin iki bulasim sekli vardir. Bunlardan biri, ana kovandan
ogula bulasma yolu olan dikey bulasimdir. Diger bulasim yolu olan yatay
bulasim ise kovanlar arasinda ve ayni kolonideki bireyler arasinda

gerceklesmektedir. Amerikan Yavru Curtkligld hastaligi, bu iki bulagim
11



yol ile de bulasabilir. P. larvae ayni koloni icinde ergin arilar araciligiyla
larvadan larvaya; bir koloniden digerine; hatta ana koloniden odula
bulasabilir [52, 53]. Hastalik, bu dogal bulasim yollar disinda aricilarin
yanlis teknikler uygulamasi ve steril olmayan malzemeler kullanmasiyla
oldukca hizli bir sekilde yayillmaktadir. Hastalikh kovanlardaki peteklerin
saglkl kovanlara aktarilmasi; arilarin, hastalikh ya da 6lmis kolonilerin
baliyla beslenmesi ve uygun kosullarda sterilize edilmemis hazir
peteklerin kullanilmasi, P. larvae’ nin kovandan kovana, arliktan ariliga

hizla bulasmasina yol agmaktadir [16, 54].

Hastaligin tanisi, cesitli mikrobiyal ve molekiler yontemler kullanilarak
larvalardan, peteklerden, baldan ve ergin arilardan yapilabilmektedir. En
yaygin olarak kullanilan yéntem, hastalik stphesi tasiyan vyavrulu
peteklerden alinan o6rneklerin laboratuvar ortaminda mikrobiyolojik
olarak incelenmesidir. Bu inceleme sonucunda elde edilen bakteriler
Uzerinde mikroskobik ve biyokimyasal testler uygulanilarak kesin tani
konulmaktadir. Son yillarda PCR uygulamalar ve ELISA testleriyle kesin
ve hizli bir sekilde P. larvae’ nin varligi tespit edilebilmektedir [9, 23, 44,
55-571].

2.2. Amerikan Yavru Ciiriikliigii Tedavi ve Miicadele Yontemleri

Amerikan Yavru CurUkligd hastaliginda, hastalik etkeninin sporlu bir
bakteri olmasi, tedavisini ve tedavi sonrasi mucadelesini
zorlastirmaktadir. Hastalikla miicadelede kiltirel ve mekanik yéontemler,
sentetik antibiyotiklerle tedavi yontemleri ve bitkisel yaglarla tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Ancak, en etkili yéontem eradikasyon yani

icindeki anlarla beraber tim kovan materyalinin yakilmasidir [58].
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2.2.1. Kiltiirel YOntemler

Hastalikli kovanlardan alinan ergin arilarin temiz kovanlara silkelenmesi
en yaygin kullanilan kulttrel ydontemdir. Hastalikli petekler imha edilerek,
yeni kovandaki kralice arinin, temiz petekler Gzerinde yeniden yavru
yapmasl tesvik edilmektedir. Bu ydntem, hastaligin tamamen tedavi
edilmesini saglamazken, kolonideki spor yodunlugunu azaltmaktadir
[42]. Yapilan calismalar, bu yédntemin yeni kovanlara aktarilan kolonilerin

hayatta kalma oranini ve siresini arttirdigini gostermistir [59, 60].

2.2.2. Kimyasal Yontemler

Amerikan Yavru Curikligd’ nG tedavi edebilmek icin c¢ok sayida
antibiyotik kullanilmistir. Sdlfatiazole ile Oksitetrasiklin ilk kullanilan
antibiyotikler olup, Linkomisin, Monensin ve Tilosin ise en etkin
antibiyotiklerdir [61].

Antibiyotiklerin kullanimi iki énemli sorunu birlikte getirmektedir. Bunlar;
bal ile diger ani Urlnlerinde kalinti birakmasi ve bakterilerin antibiyotiklere
karsi direng¢ kazanmasidir. Bu sebeplerden dolayr Avrupa Birligi

Ulkelerinde antibiyotik kullanimi yasaklanmistir [61-63].

2.2.3. Dogal Yontemler

Antibiyotiklerin getirdigi sorunlar, son vyillarda arastirmacilan alternatif
yollar bulmaya yo6nlendirmistir. Bunlardan en etkilisi de AFB tedavisinde
antibakteriyel etkiye sahip olan bitkisel yaglarin kullanilmasidir. Ticari
kekik, tibbi kekik, biberiye, sitrus, okaliptlis yaglarinin ve baz bitki
ekstraktlarinin etkili oldugu gesitli arastirmalar sonucunda goérilmektedir
[58, 64-68]. Ayrica propolisin AFB lzerine antibiyotik etkisiyle ilgili

calismalar da yapilmistir [69, 70].
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Son vyillarda Paenibacillus larvae’nin biyokontroliyle ilgili arastirmalarda
cesitli bakterilerin etkili oldugu bulunmustur. Ozellikle, bal arisi
mikroflorasinda bulanan laktik asit bakterilerinin antagonistik etki

yaparak P. larvae’nin (remesini inhibe ettigi gérilmektedir [71-73].

Ulkemizde yapilan bircok calisma, Amerikan Yavru Curiklugi’niin Tirkiye

genelinde var olan bir hastalik oldugunu goéstermektedir [74-80].

Amerikan Yavru Curikliga ile koloni diizeyinde micadele etmenin ve
yayllmasini 6nlemenin en etkili yolu hastalikli kolonilerin kullanilan
malzemelerle birlikte imha edilmesidir [42]. Ancak, Ulkesel capta hastaligi
anlamak ve karsi koymak icin epidemiyolojik calismalar yapiimali ve

sonuclar dogrultusunda 6nlem alinmalidir [81].

Bu mucadele ve alternatif tedavi yéntemleri arasinda propolis lzerinde
durulmasi gereken bir an Grinudur. Biyoaktivitesi ve AFB Uzerine etkisi
ile ilgili yetersiz arastirma olmasi; bu konuyu ilgi c¢ekici hale
getirmektedir. Bu tez calismasi ile propolisin AFB Ulizerine etkisi daha

detayl olarak arastiriimaya calisiimistir.
2.3. Propolis

Propolis, adaclarnin kabuklarindan, bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden
salgilanan maddelerin bal arillan tarafindan toplanarak, kendi salgilarn ile
birlestirmeleri sonucunda olusturduklan yapiskan bir maddedir [82].
Arilar, propolisi kovan ici temizligin ve yaltimin saglanmasinda
kullanmaktadirlar. Kovan iginde, bakteri ve funguslarin dislk insidansta
olmasinin sebebi olarak propolis goridlmektedir. Ayrica, propolis dis

etkenlere karsl da bariyer olusturmaktadir[83].

Arillarin, patojenik mikroorganizmalara karsi en dnemli koruyucusu olmasi
nedeniyle propolis, eski caglardan beri insanlar tarafindan ilag olarak
kullanilmaktadir [84-86].
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Propolisin, antibakteriyel, antifungal ve antiviral 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Bunun yani sira, antienflamatuar, antidlser, lokal

anestetik, hepatoprotektif, antitimor gibi biyoaktivitelere sahiptir [86].

Propolisin bitkisel kaynadgi onun kimyasal cesitliligini belirlemektedir.
Propolisin kimyasal icerigi, toplanma boélgesinin lokal bitki ortusu ile
alanin cografik ve iklimsel 6zelliklerine baghdir. Propolisin kimyasal
iceriginin  dikkat c¢eken cgesitliligi  6zellikle tropikal bolgelerde
gb6zlenmektedir [87, 88].

Gunumuzde propolis bircok alanda kullanilmaktadir. Ilag ve besin destedi
olarak kullanilmasinin yanisira birgok kozmetik ve bakim urGninin de
iceridinde  bulunmaktadir.  Propolis, vyaralarin iyilesmesi, doku
rejenerasyonu, yaniklarin tedavisi, nérodermatit, bacak lseri, sedef
hastaligi, uguk ve dermatofitlere karsi etkilidir. Propolisin romatizma ve
burkulma tedavileri icin de piyasaya sunulmus formdilasyonlar
mevcuttur. Dis hekimliginde, kokainden 5 kat daha etkili bir anestetik
oldudu iddia edilmektedir. Dis macunlarinin icine katilarak, dis eti iltihabi,
dudak iltihabi ve mukoza iltihaplarina karsi gargaralarda kullaniimaktadir.
Kozmetikte de ylz kremi, merhem ve losyon seklinde yerini almistir.
Avrupa’da propolisli Grin kullanimi Amerika’dan daha yaygindir; ancak
Amerikan sadlik-yiyecek madazalarinda propolis, kapsil olarak

satilmakta ve dis macunlarinda kullaniimaktadir [83].

Propolisin kovan iginde anestetik ve dldurlcl etki gosterdigi bilinmekte
ve an hastaliklarina karsi etkisi arastinlmaktadir [89]. Amerikan Yavru
Clriklugu etkeni Paenibacillus larvae, Kireg hastaligi etkeni Ascosphera
apis ve Varroasis etkeni Varroa destructor’ a karsi sirasiyla antibakteriyel,
antifungal ve akarisidal etki gosterdigi cesitli arastirmalarla tespit
edilmistir [69, 70, 90, 91].
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2.3.1. Propolisin Tarihgesi

Propolis, eski Yunan’da pro; ©6n, giris ve polis; sehir anlaminda bal
arilarinin kovan savunmasi ile ilgili olarak kullaniimistir. Propolis ok eski
caglarda ilk kez Yunanlilar tarafindan kesfedilerek dogal antibiyotik olarak
[92], Yunanhlar ve Romalilar tarafindan deri apselerinin tedavisinde
kullanilmistir [93].

Propolisten insanoglu ¢ok eski zamanlarda yapistirici olarak ve catlaklari
kapatmak icin faydalanmistir. Tipta ise 0&zellikle antimikrobiyal
6zelliklerinden dolay! kullanimi yaygindir. Yunanca yazilmis olan “Historia
animalium” adli kitapta "mitys “ denilen yaralarin tedavisinde ve iltihabi
yaralarda kullanilan bir maddeden bahsedilmektedir. Bu maddenin
propolis oldugu dusinilmektedir. Kayitlara gore papiris kagidi yapiminda

kullanilmis ve “siyah mum?” olarak tanimlanmistir [94].

17. yuzyilda Stradivari, propolisi telli galgilarin cilasinda kullanmistir.
GlUndmuzde halen telli calgilar icin ve akordeonlarin tamiri igin
kullanilmaktadir [95]. Bunun disinda, etli yiyeceklerin saklanmasi iginde

propolisin kullanildigi bilinmektedir [96].

Propolisin kullanimina ait kayitlar M.O. 300‘lere dayanmaktadir ve
ginimuzde de yilzeysel ev ilaglarn olarak ve kisisel trlnler olarak, bagka
drinlere katilarak (dis macunu, beslenme destegdi vb.) kullanimi devam
etmektedir. CUnkU propolis antiseptik, antimikotik, bakteriostatik,
kanama durdurucu, spazmolitik, iltihap-6nleyici, anestetik ve antioksidan

Ozelliklere sahiptir [97].
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2.3.2. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis 15-25 °C arasinda mum kivaminda, bunun altindaki dustk
sicakliklarda kati-kirilgan, ylksek sicakliklarda (30-40 °C) ise yumusak
ve yapiskan bir yapidadir. 80 °C de ise kismen erimektedir [98].

Propolis, bitkisel kaynagina gore farkl renklerde olusmaktadir. Bu
renkler, sari, yesil ve koyu kahverengine kadar degisiklik géstermektedir
(Sekil 2.4 ve 2.5.) [92].

Sekil 2.4. Sari-yesil renkte ham propolis érnedi (Fotograf: Omiir Gengay
Celemli)
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Sekil 2.5. Koyu kahverengi ham propolis érnedi (Fotograf: Omiir Gencay

Celemli)

2.3.3. Propolisin Kimyasal Ozellikleri

Propolis, genel olarak %50 recine ve bitkisel balzam, % 30 mum, %10
esansiyel ve aromatik yadlar, %5 polen ve %5 organik kalintilar iceren

diger maddeleri icermektedir [99].

Propolisin ana bilesenlerinin cogunun kaynadi flavonlar, flavonollar ve

flavononlardir [84].

Propolisten izole edilen flavonoidler arinin propolisi topladigi bitki
kaynadiyla dogrudan ilgilidir. Farkli cografik bolgelere ait propolislerin

kimyasal igerigi cok degiskendir [100].

Farkli cografik lokasyonlara ait propolislerin, kimyasal igeriklerindeki
blyuk farklihklara ragmen, belirgin antibakteriyal ve antifungal aktivite
gosterdigi saptanmistir [101]. Bu calismalar farkli 6rneklerde, farkh

maddelerin kombinasyonun, propolisin biyolojik aktivitesi igin gerekli
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oldugunu go6stermektedir. Bu vyaklasimi gelistirmek icgin, propolis
orneklerinin cografik orijini ve biyolojik aktivitesi arasindaki istatistiksel
iliski, anlaml bir korelasyon igin arastinlmistir. Sonuglar, kimyasal
icerikteki kesin farkhliklara ragmen, farkli propolislerin benzer aktiviteye

sahip oldugunu gostermistir [102].

Propoliste; vitamin Bi, Bz, Bs, C, E, nikotinik asit ve pantotenik asit
degisik miktarlarda bulunmustur. Propolisin bu bilesiklere ek olarak kil
kalintisi demir, kalsiyum, aliminyum, vanadiyum, strontiyum, manganez

ve silikon icerdigi de gosterilmistir [84].

2.3.4. Propoliste tanimlanan 6nemli bazi bilesikler

Propolisin farmakolojik olarak aktif bilesenleri alkol gibi orhanik
cozliculerde c¢o6zinen bilesiklerdir. En &6nemlileri flavonoidler, cesitli

fenolikler ve aromatiklerdir.

Alkoller: a- ve B-gliserofosfat, ari metabolizmasindan, gliserol mumdan

ve diger bilesenler kavak tomurcugu sizintisindan tlrevilenmektedir.

Amino asitler: Propoliste amino asit miktarlan cok dustktir. Propoliste

basit bir amino asit olan glutamik asitten tlrevlenen proglutamik asit
tanimlanmistir. Onemli bir propolis kaynad olan kavak tomurcuk
sizintilarinda ise hi¢c amino asite rastlanamamistir. Propoliste bulunan

amino asitin arilardan geldigi distinidlmektedir [103].

Alifatik asitler ve esterleri: Uzun zincirli asitler muhtemelen bal mumu

kaynakhdir. Kisa zincirli ugucu asit ve esterinin ise orijini bilinmemekle
birlikte, kavak tomurcuk sizintisindan geldiginden slphelenilmektedir
[103].

Aromatik asitler ve esterleri: Bir kaginin alerjen karsin, genellikle

antifungal ve antibakteriyel 6zellikleri bulunmaktadir [103].
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Flavonoidler: Insan vicudunda sentezlenemeyen, bitki

fitokimyasallandir. Flavonoidler alti gruba ayirmistir. Bu gruplar;
flavononlar, flavonlar, flavonoller, isoflavonoidler, antosiyaninler ve
flavanlardir [104]. Flavonoidler; bitkilerde UV-B radyasyonuna Kkarsi
koruma saglarlar. Flavanoller ve flavonlar insan beslenmesinde 6zellikle
onemlidir. Cunkl antioksidan olarak rol alirlar. Calismalar, flavonoid
tiketimiyle kanser riski ve kardiovaskiler hastaliklarin azaldigini
gbstermistir [105]. Birgok flavonoid, antimikrobiyal, antioksidan ve

antienflamatuar aktivitelere sahiptir [106].

Hidrokarbonlar: Bu bilesikler hem ar metabolizmasindan hem de kavak

tomurcuk sizintisindan tlrevlenmektedir [103].

Terpenoidler ve dider bilesenler: Ucucu C10 terpenoidler keskin

kokuludur. Bu kokularin propolisin keskin kokusuna neden olabilecedi
disintlmektedir [103].

20



3. MATERYAL-METOD

Yapilan calismada, Turkiye capindan hastalik stiphesi tasiyan larvali petek
ornekleri toplanarak Hacettepe Universitesi An Saglhi§ Laboratuari'nda
mikrobiyal, biyokimyasal ve molekller agidan incelenmistir. Tlrkiye'nin
farkl cografik boélgelerinden elde edilmis propolis 6rnekleri ise Hacettepe
Universitesi Palinaloji ve An Urlinleri Laboratuari'nda ekstrakt haline
getirilmis ve kimyasal analizleri yapilmistir. Tez calismasinda, elde edilen
Paenibacillus larvae izolatlaninin genotipleri belirlenmis ve Propolis

ekstraktlarinin bu izolatlar Gzerine antimikrobiyal etkisi karsilastirnimistir.

3.1. Hastahkh Yavrulu Peteklerin Toplanmasi

Ornekler, tez calismasi kapsaminda diizenlenen arazi calismalar ile
Tlrkiye'nin 7 cografi bolgesinden homojen dagilim goOsterecek sekilde
belirlenmis illerden toplanmis ya da bu illerdeki aricilar tarafindan
laboratuarimiza génderilmistir. Ornek toplama asamasinda Amerikan
Yavru CurGkligu stphesi tasiyan koloniler belirlenerek; bu kolonilerden
yavrulu petekler alinmistir. Toplam 112 6rnegin elde edildigi iller gizelge
halinde sunulmustur (Cizelge 3.1.). Illerin dadilimlan harita lizerinde

gosterilmistir (Sekil 3.1).
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Cizelge 3.1. Orneklerin Elde Edildigi Iller

1. Ankara 17. Kocaeli
2. Antalya 18. Manisa
3. Artvin 19. Mardin
4. Balikesir 20. Mugla
5. Bingdl 21. Ordu
6. Bitlis 22. Rize
7. Burdur 23. Sivas
8. Cankin 24. Tokat
9. Corum 25. Trabzon
10. Erzincan 26. Yozgat
11. Hatay 27. Bayburt
12. Isparta 28. Bartin
13. icel 30. I§dir
14, Istanbul 31. Karabiik
15. Kars 32. Dizce
16. Kastamonu
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@ ® e Ornek alinan iller

Sekil 3.1. Petek 6rnedi toplanan iller
3.2. Izolasyon ve Kiiltiirasyon

Ilk asamada, Paenibacillus larvae, hastalik sitiphesi tasiyan yavrulu
petekten izole edilmistir. Oncelikle, iki adet steril pamuk ekiivyon, 5’er
yavru gbze batinlip-gcikarilmis ve ekivyonlar 5 ml steril PBS (pH:7.2)
icinde yikanmistir. Daha sonra, vejetatif bakterileri elimine etmek
amaciyla 80 °C su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Her bir 6rnek igin
150 pl alinarak antibiyotikli MYPGP agara (Muller Hinton/Yeast extract/
Phosphate/Glucose/Pruvate Agar) (Cizelge 3.2.) inokulasyon yapilmistir
[107]. Daha sonra 37 %C’de 3-4 gin sire ile inklbe edilmistir [21, 108].

3.3. Mikrobiyal ve Biyokimyasal Analizler

Amerikan Yavru Curikliga tanisini koyabilmek amaciyla biyokimyasal ve
molekiler yontemler kullaniimistir. MYPGP agarda lremis olan bakteri

kltlirh oncelikle katalaz 6zelligi bakimindan incelenmistir.

Katalaz Testi: Bir damla %3’ lik hidrojen peroksit, 37 °C'de 3-4 gin

inklibe edilmis klltlirden lam Uzerine alinan bakteri 6rnedine damlatilir.
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Cogu aerobik bakteri, peroksiti su ve oksijene parcalayarak kopuk
olusumuna neden olur, fakat P. larvae bu teste daima negatif reaksiyon
vermektedir [9, 109].

Indol Testi: Triptofan bulunan bir besiyerinde Uretilen bakterilerin,
triptofani  hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadiklarini
belilemek amaciyla yapilan bir testtir (Cizelge 3.2.). Triptofanh
besiyerine inokllasyon yapildiktan sonra, 72 saat sliresince inkibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasi 0.2-0.3 ml kovaks ayiraci ilave edilir. Ust
kissmda kirmizi renk olusumu pozitif reaksiyonun, sari-kahverengi ise

negatif reaksiyonun goéstergesidir [110].

Metil Red Testi: Glukozun karnsik asit fermentasyonu ile kullanilip
kullaniimadigini tespit etmek amaciyla uygulanmaktadir. Glukoz fosfatl
sivl besiyerine ekim yapiimasinin ardindan 37°C’ de 24 saat inklibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasi, kiltiire metil red ayiraci damlatilir ve olusan
rengin kirmizi ya da sarn olmasina goére sonug belirlenir (Cizelge 3.2.).
Renk kirmizi ise bakteri fermentasyon sonucu organik asitler olusturmus
demektir ve test pozitiftir. Rengin sari olmasi halinde ise sonug negatiftir
[110].

Voges-Proskauer Testi: 37°C’ de 24 saatlik Glukoz fosfatli besiyerinde
Uremis kiltirden alinan bakteri 6rnegi Gzerine 0,6 ml %5’ lik a-naftol ve
0,2 ml %40" hk KOH damlatiip tlip calkalanarak (oksijenle temas
saglanarak) 10-15 dakika sonunda kirmizi rengin (+) olusup olusmadigi

incelenir [109].

Nisastanin Hidrolizi Testi: Nisastali besiyerinde 37 °C’de 1-2 gunluk
inkilbasyon sonucu nisasta hidrolizinin olusumu, besiyeri Uzerine iyodur
damlatilarak anlasiimaktadir. Nisastanin amilaz enzimine sahip
bakterilerce parcalanmasi sonucu iyodlr, besiyerinde mavi renk

olusturmamaktadir [109].
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Ekim vyapilan besiyerinde Ureme gosteren bakteri,

yapilarak Gram 0zelligi, hiicre ve spor morfolojisi acisindan mikroskobik;

koloni morfolojisi ve pigment olusturma 6zellikleri agisindan

makroskobik olarak incelenmistir [19].

Cizelge 3.2. Kullanilan besiyeri ve ayraclarin igerikleri

Besiyeri

Icerigi

MYPGP Agar

% 1,0 Muller Hinton Broth

%1,5 Maya ekstresi

%0,1 Sodyum piruvat (CH3COCOO Na)
%0,2 Glukoz

%0,3 Dipotasyum fosfat (KzHPO4)
%?2,0 Agar

%0,002 Pipemidik Asit

%0,001 Nalidiksik Asit

Triptofanl Besiyeri

%1 Tripton
%0,1 L-Triptofan
%0,5 Sodyum klorit

Glukoz Fosfatli Besiyeri

%0,5 Glukoz
%0,5 Dipotasyum fosfat (KzHPO4)
%0,5 Proteoz pepton

Nisastali Besiyeri

Nutrient agar
%0,4 Nisasta

Kovacs Ayraci

5 gr Paradimetilaminobenzaldehit
75 ml Amil alkol
25 ml Hidroklorik asit (HCI)

25

Gram-boyama




3.4. Identifikasyon

Amerikan Yavru Curidkligad tanisini koyabilmek amaciyla biyokimyasal ve
molekller yéntemler kullanilmistir. MYPGP agarda Ureme gdstermis,
katalaz negatif, Gram-pozitif 6zellikte ve strepto-basil formunda olan
kdltlrlerin kesin tanisi igin 16S rRNA gen bdélgesi igin spesifik primerler
secilerek PCR metodu kullanilmistir [21, 108, 111].

DNA izolasyonu: DNA izolasyonu igin, bakteri kilttirtinden alinan kliguk
bir koloni 50 yl DNaz icermeyen deiyonize su iginde sispanse edilerek 95
°C’ de 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra 13000 rpm’de 5 dakika

santrifij edilerek stipernatant kalip olarak kullaniimistir.

16 S rRNA PCR: PCRislemi 25 ul son hacimde (1 pl ANTP, 0,5 plQiagen
10X PCR buffer, 1 pl AFB forward primer, 1 yl AFB reverse primer, 0,25
Ml Qiagen HotstarTaqg 5 units/ul, 1 ul DNA kalip) Qiangen kit kullanilarak
yurdatdlmuastir. Kullanilan primer dizileri Cizelge 3.3'te sunulmustur. PCR

doéngulsu Cizelge 3.4.’de sunulmustur.

Cizelge 3.3. AFB Forward ve AFB Reverse primerler [111]

Primer 1 F 5-CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA-3’

Primer 2 R 5'- TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG-3’
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Cizelge 3.4. 16 S rRNA PCR asamalari

Aktivasyon 95 oC 15 dk 1X
Denatlirasyon 93 °C 1 dk

Annealing (Primerlerin baglanmasi) 55 °C 30 sn X30
Uzama 72 °C 1 dk

Son uzama 72 °C 5 dk 1X

Elektroforez: Elektroforez, 0,5 X TBE ile hazirlanmis %1,4 agaroz jel
kullanilarak yapilmistir. Ylritme asamasinda, 2upl 6X veya 1 pl 10X
yukleme boyasi ve 1 kb plus DNA ladder (GeneRuler 1 kb plus DNA ladder
1 kb plus 0,1 pg/pul) kullanilmig; her bir 6rnekten 10 pl yiklenmistir. 100
V 30-45 dk vydrutdlen jel, 15 dk Etidium bromur sollisyonu iginde

boyandiktan sonra incelenerek fotograflar cekilmistir [21].

3.5. rep-PCR Analizi ile Genotiplendirme

Her bir Paenibacillus larvae izolati, genotipleri acisindan incelenmistir. Bu
calisma, Genersch et al. 2006’da belirtilen protokol ve primerler temel
alinarak vyapilmistir [19]. Ancak, belirtilen protokolin laboratuvar
kosullarina tam olarak uyum saglamasi ve net sonuglar elde edilememesi
dolayisi ile farkh sicakhk ve icerik kombinasyonlari denenerek en iyi
sonuglar elde edilmeye galisiimistir. ProtokolU daha verimli hale getirmek

amaciyla lGzerinde bazi degisiklikler yapilmistir.

DNA izolasyonu: Kdultirden alinan bir bakteri kolonisi 200 pl steril
deiyonize su igerisinde stspanse edilerek 12.000rpm de 2 dakika santrifdj
edilmis; daha sonra stupernatant uzaklastirilarak pellet 150 pl InstaGene

Matrix ile tekrar slispanse edilerek, 56 °C’de 20 dakika inklbe edilmigstir.
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Inkiibasyonun ardindan yiiksek hizda vortekslenen tipler 100 °C’de 20
dakika bekletilmis; ardindan vortekslenerek 12.000 rpm’de 8 dakika
santrifij edilmistir. 25 pl final hacimde hazirlanan PCR igin, 5 pl
supernatant kalip olarak kullanilmistir [19, 21].

ERIC PCR: Bu asamada dncelikle makalede énerilen protokol takip edilmis
ancak net sonug alinamamistir. Daha sonra, protokol éncelikle, 51-59 °C
sicaklilar arasinda gradient PCR (Cizelge 3.5.-3.6.-3.7.); sonra da farkl
MgCl, miktarlan eklenerek (0-0,5-1-1,5-2ul /2,5 uM) gradient PCR
(Cizelge 3.8.-3.9.) yapilarak optimize edilmistir. Buna gére, MgCl> miktar
3 ul ve annealing sicakligi 52,4 °C olarak belirlenmistir [19, 21].

Cizelge 3.5. ERIC primerleri [30]

ERIC1R 5 -ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3"

ERIC2 5" -AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"

Cizelge 3.6. Gradient PCR icerigi

25 ul reaksiyon

hacmi
*10x reaksiyon tamponu(1,5 ul MgClziceren) 2,5 pul
*2,5 uM MgCl» 1l
*250 pl ANTP (her birinden 10 ul) 1 pl
*10 pl primer Eric 1 1l
*10 pl primer Eric 2 1l
*0,3 unite Taq (stok 5 unite/pl) 0,25 pl
*H20 13,25 pl
*Instagene Matrix ile elde edilen érnek 5 ul
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Cizelge 3.7. Gradient PCR protokoli

Aktivasyon 95 oC 15 dk 1X
Denatlirasyon 94 °C 1 dk
Annealing 51-59 °C 1 sn X35
Uzama 72 °C 2,5

dk
Son uzama 72 °C 10 dk 1X

Cizelge 3.8. Sicaklik-Mg Gradient PCR igerigi

25 ul reaksiyon
hacmi

*10x reaksiyon tamponu(1,5 uyl MgClyiceren) 2,5 pul
*2,5 uM MgCl, 0-0,5-1-1,5-2ul
*250 pl ANTP (her birinden 10 ul) 1l
*10 pl primer Eric 1 1l
*10 pl primer Eric 2 1l
*0,3 unite Taq (stok 5 unite/ul) 0,25 pl
*H,0 13,25 pl
*Instagene Matrix ile elde edilen 6rnek 5 ul

Cizelge 3.9. Sicaklik-Mg Gradient PCR protokolU
Aktivasyon 95 0C 15 dk 1X
Denatlirasyon 94 0C 1 dk
Annealing 51,4-52,4-53,3 °C 1 sn X35
Uzama 72 °C 2,5 dk
Son uzama 72 0C 10 dk 1X
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Elektroforez: Elektroforez, 0,5 X TBE ile hazirlanmis %1,4 agaroz jel
kullanilarak yapilmistir. Yuritme asamasinda, 2ul 6X veya 1 ul 10X
yukleme boyasi ve 1 kb plus DNA ladder (GeneRuler 1 kb plus DNA ladder
1 kb plus 0,1 pg/ul) kullanilmig; her bir 6rnekten 10 ul ytklenmistir. 100
V 30-45 dakika yurutulen jel, 15 dakika Etidium bromtr soliisyonu iginde

boyandiktan sonra incelenerek fotograflari gekilmistir.

3.6. Kullanilan Propolis Ornekleri ve Araziden Toplanmasi

Tez calismasinda, Hacettepe Universitesi Biyoloji Bélumi Palinoloji
Laboratuari'nda ekstrakte edilmis ve GC-MS ile test edilmis 14 adet
propolis ekstrakti kullanilmistir. Deneylerde kullanilan propolislerin
ekstrasyonu ve GC-MS analizleri Dr. Omiir GENCAY CELEMLI tarafindan
yapilmistir.

Tum propolis drnekleri Turkiye'nin farkh bdlgelerinden, Eylll ayinda
toplanmistir (Sekil 3.2., Cizelge 3.10). Ornekler propolis tuzaklari
kullanilarak ya da kovanlarin kenarlarindan, dip tahtasindan ve cerceve

kenarlarindan celik bir spatula ile kazinarak alinmistir (Sekil 3.3-3.4).
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Sekil 3.2. Propolis 6rneklerinin toplandigi iller
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Cizelge 3.10. Toplanan propolis 6rnekleri

Ornek No | Ornekler
1. Bartin 1
2. Bartin 2
3. Artvin
4. Tekirdag 1
5. Tekirdag Pacal
6. Turkiye Pacal
7. Bursa
8. Rize
9. Kastamonu
10. Kirklareli
11. Ankara
12. Canakkale
13. Izmir
14, Mugla

Sekil 3.3. Propolis toplanan arilik rnedi (Fotograf: Omiir Gengay Celemli)
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(a) (b)

Sekil 3.4.Propolis toplanan (a)kovan ve (b) propolis tuzadi o6rnegi

(Fotograf: Omir Gencay Celemli)

3.7. Propolis Orneklerinin Ekstrakte Edilmesi

Donmus olarak saklanan her bir propolis 6rnegi ezilmis ve 1:3 (w/v)
oraninda %96" lik alkol icinde ¢ozUlmustlr. Karisim, agz sikica kapali bir
sise icinde 30 °C’deki inkUbatdrde iki hafta bekletilmistir (Sekil 3.5.).
Daha sonar, sipernatant iki kez Whatman (Maidstone, England) No. 4 ve
No. 1 filtre kagidindan stzUlmustir. Filtre edilmis haldeki sollisyon (1:10,
w/v) Propolisin etanol ekstrakti olarak tanimlanmis ve bu derisim
%100k konsantrasyon olarak kabul edilmistir. (Sekil 3.6) [87, 88].
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Sekil 3.5. Propolisin etanol ektrasyonunun hazirlanmasi (Fotograf: Omiur

Gengay Celemli)

Sekil 3.6. Propolis orneklerinin etanol ekstraktlari (Fotograf: Aygin
Schiesser)
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3.8. GC-MS Analizleri ve Propolislerin Ozellikleri

Propolis ektraktlarinin GC-MS analizlerinin yapilmasinda, Agilent GC
6890N Agilent (Palo Alto, CA, USA) ve kitle dedektdri (MS5973; Agilent)
kullanilmistir (Sekil 3.7.). Oncelikle, propolisin etanol icinde ¢bziilmesi ile
hazirlanan ekstraktlar, kuru hale gelene kadar alkoll ugurulmustur. Daha
sonra, 5 mg kuru madde 75 pl kuru piridin ve 50 pl bis (trimetilsilil)-
trifloroasetamid (BSTFA) ile kanstinlarak 80 80 ©°C'de 20 dakika
isitilmistir. Son  sUpernatant, gaz  kromotografisi ve kitle

spektrofotometrisi (GC-MS) ile analiz edilmigtir [98].

Organik bilesikleri tanimlama, NIST 98.L, Wiley 7n., Pest. Kutuphaneleri

kullanilarak, bilgisayar ortaminda yapilmistir.

Sekil 3.7. GC-MS cihaz (Hacettepe Universitesi Biyoloji Bélimu Palinoloji
Laboratuvari) (Fotograf: Omir Gengay Celemli)
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3.9. Antimikrobiyal Duyarliik Testi ile Propolis Ekstraktlarinin

Antimikrobiyal Etkisinin Saptanmasi

Bu calismada, propolis ekstraktlarinin Paenibacillus larvae izolatlarina
karsi antimikrobiyal etkisini tespit etmek amaciyla; antimikrobiyal
duyarhlik testlerinden, en vyaygin olarak kullanilan, “Disk diflizyon
metodu” tercih edilmistir. Propolis o6rneklerinin %100 ve %50’ lik
konsantrasyonlari ayri ayri denenerek, farklihklar karsilastinimistir.
%50’lik konsantrasyon %96°lik etanol ile dilie ederek hazirlanmistir.

Pozitif kontrol olarak 30 mg Tetrasiklin diski, negatif kontrol olarak ise

%96’k etanol kullanilmistir(Sekil 3.8)[21]. %100
%750
Pozitif
kontrol
Negatif
kontrol

Sekil 3.8. Disk difiizyon testi
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Disklerin hazirlanmasi: Hazir olarak alinan bos antibiyotik disklerine 14
farklh propolis ekstraktinin %100‘lik ve %50’lik konsantrasyonlarindan
10 pl eklenerek hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak hazir 30 mg’lik
Tetrasiklin diskleri temin edilmis; negatif kontrol igin bos disklere 10 pl

%96’lik etanol emdirilmistir.

Besiyerlerinin hazirlanmasi: Antibiyotik eklenmeden hazirlanan MYPGP
agar, petrilere 4 mm kaliniginda dokulmustar. Petriler bir slre
buzdolabinda bekletildikten sonra ylzeylerinde su damlaciklan

olmamasina dikkat edilerek test igin kullaniimistir.

Bakteri kultirlerinin hazirlanmasi: Paenibacillus larvae izolatlarr MYPGP
broth besiyerinde 37 °C’de 48 saat inklibe edilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Bakteri kilttrleri (Fotograf: Aygin Schiesser)
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Duyarlihigin tespiti: 48 saatlik kultlrler 6ncelikle Neubauer laminda
sayllmis ve yogunluk 1x10® CFU/mIl olacak sekilde ayarlanmistir. Alinan
0,1 ml kdltir MYPGP agar Uzerine yayma ekim teknigi ile inokile
edilmigstir. Kisa bir sire bekletildikten sonra besi yeri Uzerine diskler
yerlestirilmistir. Test her bir 6érnek igin, 2 kontrol halinde uygulanmistir.
Uygulamadan sonra petriler 37°C’ lik etlve ters sekilde yerlestirilmistir.
48 saatlik inkibasyonun ardindan zon caplan olgulmustir (Sekil 3.10)
[21].

—) mmm) "hibisyon
zon gaplan
48 h
37°C

W istatistik

Sekil 3.10. Disk diflizyon testinin uygulanmasi

3.10.Istatistiksel Analizler

Propolis o6rneklerinin antimikrobiyal etkisini saptamak ve etkinin
genotipler tUzerindeki anlaml farkhliklarini tespit etmek amaci ile One-
way ANOVA ve Duncan testleri uygulanmistir. Ayrica ortalama, standart
sapma, minimum ve maksimum dederlerini belirlemek icin deskriptif
analizler yapilmistir. Tim analizler icin IBM SPSS 21 programi

kullaniimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan arazi galismalar ile elde edilen 112 petek 6rnedi ve Paenibacillus
larvae genotiplerinin klltir koleksiyonu izolatlari Gzerinde calisiimistir.
Bu kultdrler Gzerinde mikrobiyal ve molekuler analizler yapilmis; sonuglar

istatistiksel testlerle degerlendirilmistir.

4.1. Mikrobiyal ve Biyokimyasal Analizlerden Elde Edilen

Sonugclar

Calisma kapsaminda laboratuvara getirilen petek o&rneklerinden
antibiyotikli MYPGP agar kullanilarak izolasyon ve kiltlirasyon yapilmistir.
MYPGP agarda dreme go6steren Kkiltlrlere biyokimyasal testler
uygulanmis ve Gram boyama yapilarak mikroskobik olarak incelenmistir

(Sekil 4.1-4.2). Biyokimyasal testlerin sonuclan cizelge halinde

sunulmustur (Cizelge 4.1.).

(a) (b)
Sekil 4.1. MYPGP agar Uzerinde pozitif Greme (a) Pigmentli (b)Pigmentsiz

koloniler (Fotograf: Aygln Schiesser)
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Sekil 4.2. Paenibacillus larvae Gram boyama preperati (Fotograf: Aygin

Schiesser-Edibe Ozmen)

Cizelge 4.1 Biyokimyasal Test Sonuclar

Bakteri ) Voges Nisastanin | Gram
Hastalik Katalaz | Indol | Metil Red .

tard Proskauer | hidrolizi ozelligi
AFB P. larvae | - + + - - +

4.2. Molekiiler Analizlerden Elde Edilen Sonuglar

Calisma, asamalar halinde yaratalmus ve her bir genotip 16S rRNA PCR

ve Rep-PCR yontemleri ile incelenmistir. Sonuclar, asadida sirasiyla

verilmistir.
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4.2.1. Paenibacillus larvae’nin 16S rRNA PCR sonucglari

Mikrobiyal ve biyokimyasal analizler sonucu AFB acgisindan pozitif olan
petek o6rnekleri tespit edilmis; bu 6rneklerden P. larvae izolatlan saf
kaltdr haline getirilmistir. Daha sonra bu kultlrlerin kesin teshisinin
yapilabilmesi amaci ile 16s rRNA gen bdlgesini temel alan PCR analizi
gercgeklestirilmistir. Spesifik primerler kullanilarak yuruttlen PCR sonucu
1000 kb buydkliginde bantlar olusturan ornekler pozitif olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3.) [21, 111]. Mikrobiyal ve molekiler analizlerin
sonuglarina gore 22 izolat P. larvae olarak teshis edilmistir (Cizelge 4.2.).
Pozitif orneklerin elde edildigi iller ve dadilimlarn harita (zerinde
gosterilmistir (Sekil 4.4.).

=T T A=1—0 1=

Sekil 4.3. 16S rRNA PCR sonucu a)06/04 b)07/04 ¢)31/10 d)
Paenibacillus larvae pozitif kontrol ATCC 9545 e)Negatif kontrol f) Qiagen
GelPilot 1 kb Plus ladder (Fotograf: Aygin Schiesser)
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Cizelge 4.2.Amerikan Yavru Curiikligi Agisindan Pozitif Ornekler

il Ornek no
1. | Ankara 06/04
2. | Ankara 06/14
3. | Ankara 06/26
4. | Antalya 07/04
5. | Corum 19/04
6. | Hatay 31/10
7. | icel 33/01
8. | Kars 36/01
9. | Kars 36/02
10, Kars 36/04
11.| Kastamonu 37/02
12| Kocaeli 41/06
13, Manisa 45/01
14, Mardin 47/01
15.| Ordu 52/15
16. Sivas 58/04
17. Bayburt 69/01
18.| Bartin 74/02
19/ 1gdir 76/12
20/ 1gdir 76/13
21/ 1gdir 76/14
22| Duzce 81/21
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Sekil 4.4. AFB slphesi tasiyan orneklerin toplandidi ve pozitif sonug elde

edilen iller

4.2.2. Rep-PCR ile Genotiplendirme Sonuclari

Genotiplendirme igin kullanilacak PCR protokolli, en verimli sonuclan elde
edilebilmek amaci ile revize edilmistir. Sicaklik ve Mg gradient PCR
uygulanarak optimum baglanma sicakligi ve MgCl.miktar belirlenmistir.
Buna gore Rep-PCR analizleri icin optimum baglanma derecesinin 52,4 °C
ve MgCl; miktarinin 3 pl olduguna karar verilmistir. Her bir genotipin
ayrimi, bu kosullarda yapilan PCR sonuclarina gdre yapilabilmistir.
Genotiplerin ayrimi Genersch et. al, 2006 [19] tarafindan belirlenen
spesifik bant olusumlan ile karsilastirilarak gergeklestirilmistir (Sekil
4.5.).
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Sekil 4.5. ERIC primerler kullanilarak rep-PCR ile genotiplendirme. Dort
ERIC genotipinin ayrimi icin 6nemli olan bantlar oklar ile gdsterilmistir (I:
ERIC I, II: ERIC II, III: ERIC III, IV: ERIC IV) [19].

Turkiye'den elde edilen 22 izolattan elde edilen verilere gore, ERIC III ve
ERIC IV genotipinde Paenibacillus larvae bulunmamaktadir. Tim izolatlar
ERIC I ya da ERIC II genotipindedir (Sekil 4.6). Elde edilen analiz
sonuglari gizelge ve sekil halinde sunulmustur (Cizelge 4.3) (Sekil 4.7.).
Ayrica, propolis ve petek 6rnedi toplanan lokasyonlar ile pozitif sonug elde
edilen ornekler, genotipleri belirtilerek harita Gzerinde gd&sterilmistir
(Sekil 4.8.).
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Cizelge 4.3. Rep-PCR ile Genotiplendirme Sonucglar

Il Ornek no  Genotip
1. Ankara 06/04 ERIC |
2. Ankara 06/14 ERIC I
3. Ankara 06/26 ERIC |
4. Antalya 07/04 ERIC |
5. Corum 19/04 ERIC I
6. Hatay 31/10 ERIC |
7. lcel 33/01 ERIC II
8. Kars 36/01 ERIC I
9. Kars 36/02 ERIC I
10. Kars 36/04 ERIC I
11. Kastamonu 37/02 ERIC |
12. Kocaeli 41/06 ERIC |
13. Manisa 45/01 ERIC I
14. Mardin 47/01 ERIC |
15. Ordu 52/15 ERIC |
16. Sivas 58/04 ERIC |
17. Bayburt 69/01 ERIC |
18. Bartin 74/02 ERIC |
19. Igdir 76/12 ERIC I
20. lgdir 76/13 ERIC |
21. lgdir 76/14 ERIC I
22. Duzce 81/21 ERIC |

44



bl@)]
Hee ]
~
Hee )
| -
3
O
-
) 2
/ =
©
/ g
A c
©
P
o
LN
e <
<




BEN . : a
@ @ @ e @ ® w
@ o
N ] \ w @ e"\‘ -
" W
] @ L4
A
W ® L
1] @
v
o
By \ w @
"3 : g @ Ornek alinan iller
o W
@

B Propolis alinan iller
e AFB Pozitif-ERIC I
» AFB Pozitif-ERIC II

Sekil 4.8. Genotiplerin Tlrkiye capindaki dagilimlar ve propolis alinan iller

4.3. GC-MS Analizlerinden Elde Edilen Sonuglar

Deneylerde kullanilan propolis ekstraktlarinin GC-MS analizleri yapiimis
ve icerikleri cizelgeler halinde dlzenlenmistir. Bilesiklerin toplam oranlan
yuzde halinde belirtilmistir (Cizelge 4.4). Tum propolisler, igerikleri
acisindan grafik tzerinde karsilastinimistir (Cizelge 4.5)
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Cizelge 4.4. Propolis ekstraktlarinin GC-MS analizine gore icerikleri
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Cizelge 4. 5 Propolis dérneklerinin kimyasal igeriklerinin dagilimlari

-

1 M2 W3 W4 H5 M6 H7 HS HO H10 W1l m12 m13 m14

Terpenler

Sinamik asitler ve
esterleri

Ketonlar

Karboksilik asitler ve
esterleri

Hidrokarbonlar

Flavonoidler

Eterler

Alkoller

Alifatik asitler ve
esterleri

Aldehitler

o
[6,]

10 15 20 25 30 35
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4.4. Antimikrobiyal Duyarlilik Testinden Elde Edilen Sonuglar

Calismada, Turkiye’'den elde edilmis 22 Paenibacillus larvae izolati ve tim
genotipler tGzerindeki etkinin belirlenebilmesi amaci ile 4 farkl genotipteki
kontrol izolatlan Uzerinde, kaynaklar farklh 14 propolis ekstrakti
antimikrobiyal etkileri acisindan incelenmistir. Disk diflizyon yontemi ile
uygulanan testlerden farkh sonuclar elde edilmis; zon c¢aplarinin
Olclilmesiyle elde edilen veriler her izolat igin ayrn ayn cgizelge haline
getirilerek sunulmustur (Sekil 4.9) (Cizelge 4.6.-4.31.). Pozitif kontrol
olarak 30 mg Tetrasiklin diski ve negatif kontrol olarak %96’lik etanol
emdirilmis diskler kullaniimistir. Pozitif kontrol, zon olusumu olmasi
acisindan, negatif kontrol olusmamasi acisindan deneyin dlzgln
islediginin gostergesi olarak kabul edilmis; aksi sonug¢ gosteren petriler

gbzard! edilerek deney tekrarlanmistir.

Sekil 4.9. Disk difliizyon ydéntemi uygulanan petriler
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Cizelge 4.6. Eric I genotipinde disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | Ericl
Propolis %100 %50

Test 1 Test2 |Testl |Test2
1 17 16 14 16
2 14 14 11 11
3 22 23 21 22
4 17 16 14 13
5 16 18 16 17
6 22 21 19 19
7 19 19 19 17
8 9 11 10 10
9 12 12 8 7
10 13 13 10 10
11 14 16 11 10
12 12 12 10 9
13 15 14 12 13
14 18 19 18 18
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Cizelge 4.7. Eric II genotipinde disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | EricII
Propolis %100 %50

Test 1 Test2 |Testl |Test2
1 12 13 13 13
2 11 12 10 10
3 21 21 16 16
4 10 11 11 11
5 11 12 13 13
6 14 14 15 15
7 10 10 15 15
8 9 10 5 5
9 10 10 5 5
10 7 8 6 5
11 12 13 6 6
12 12 13 6 7
13 7 8 7 8
14 10 11 10 12
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Cizelge 4.8. Eric III genotipinde disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae Eric III
Propolis %100 %50

Test1l |Test2 |Test1l Test 2
1 7 8 8 8
2 11 10 10 8
3 15 18 24 18
4 11 11 13 13
5 11 10 15 13
6 9 13 11 10
7 11 9 12 11
8 9 8 10 7
9 6 6 6 6
10 8 8 8 8
11 11 13 12 10
12 12 11 14 15
13 10 9 10 10
14 10 9 11 11
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Cizelge 4.9. Eric IV genotipinde disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | Eric IV
Propolis | %100 %50

Test1l |Test2 |Testl |Test2
1 14 12 13 14
2 19 20 22 19
3 25 27 33 32
4 14 11 22 19
5 21 21 28 28
6 28 28 20 20
7 28 24 14 22
8 12 9 9 7
9 6 6 7 6
10 12 9 7 9
11 16 13 7 11
12 18 18 9 9
13 15 9 11 7
14 14 13 9 10
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Cizelge 4.10. 06/04 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 06/04
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 16 17 18 18
2 13 14 15 16
3 20 21 20 19
4 14 15 17 16
5 15 15 20 17
6 20 21 18 19
7 16 17 10 18
8 11 11 8 10
9 10 10 8 8
10 13 13 13 13
11 13 14 15 16
12 12 12 10 10
13 14 15 16 16
14 18 18 19 19
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Cizelge 4.11. 06/14 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 06/14
Propolis | %100 %50

Test 1 Test2 |Testl Test 2
1 15 16 14 14
2 9 10 11 11
3 18 19 17 18
4 15 15 12 13
5 15 15 17 17
6 16 17 12 13
7 15 16 13 14
8 5 5 6 6
9 5 5 5 6
10 6 7 8 8
11 8 9 9 9
12 5 6 7 8
13 12 13 11 11
14 15 16 15 15
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Cizelge 4.12. 06/26 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 06/26
Propolis %100 %50

Test 1 Test2 |Test1 Test 2
1 17 18 16 16
2 18 18 12 12
3 21 22 18 19
4 20 20 14 14
5 13 14 15 16
6 16 17 18 19
7 17 17 17 17
8 15 15 8 9
9 13 13 7 8
10 13 14 11 11
11 14 14 12 12
12 14 13 10 11
13 18 17 13 14
14 18 19 17 17
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Cizelge 4.13. 07/04 izolatinda disk diftizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae |07/04
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 |Test1 Test 2
1 19 18 16 17
2 16 16 14 14
3 29 27 32 25
4 16 18 16 17
5 17 16 16 17
6 20 21 19 19
7 20 19 18 18
8 12 12 8 8
9 12 11 7 8
10 15 16 12 13
11 13 14 14 14
12 14 14 10 10
13 17 16 15 15
14 20 21 19 19
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Cizelge 4.14. 19/04 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 19/04
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 11 11 14 13
2 8 9 9 10
3 18 18 22 20
4 9 10 14 13
5 11 11 15 16
6 19 17 18 17
7 15 13 15 16
8 5 6 5 5
9 6 6 5 6
10 8 8 7 6
11 8 9 10 9
12 8 8 6 6
13 9 10 10 11
14 15 15 16 17
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Cizelge 4.15. 31/10 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 31/10
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 16 16 14 14
2 13 13 10 10
3 20 21 21 20
4 15 15 13 13
5 15 16 13 13
6 20 19 18 17
7 17 18 16 16
8 12 11 8 8
9 7 7 6 7
10 12 13 9 9
11 13 13 9 10
12 12 12 8 9
13 15 15 12 13
14 18 19 17 17
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Cizelge 4.16. 33/01 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 33/01
Propolis %100 %50

Test 1 Test2 |Testl Test 2
1 13 14 13 14
2 11 12 11 11
3 17 17 18 19
4 14 13 13 13
5 13 13 13 14
6 17 17 15 16
7 14 15 13 14
8 11 11 6 6
9 7 7 6 6
10 9 10 9 8
11 11 11 10 10
12 10 12 8 8
13 11 12 12 12
14 16 16 14 14

60



Cizelge 4.17. 36/01 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 36/01
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 13 14 13 13
2 12 12 12 12
3 16 17 18 16
4 13 13 13 13
5 13 14 13 14
6 15 16 17 17
7 14 15 12 12
8 5 5 5 6
9 5 6 5 5
10 6 7 10 8
11 8 8 10 10
12 5 6 8 9
13 12 13 11 11
14 15 15 14 14
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Cizelge 4.18. 36/02 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae 36/02
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 11 11 10 10
2 10 10 8 9
3 16 16 14 15
4 11 11 10 10
5 11 12 10 10
6 14 15 12 13
7 12 13 11 12
8 5 5 5 5
9 5 5 5 5
10 7 8 6 7
11 9 10 7 8
12 5 5 6 7
13 10 10 10 9
14 14 14 11 12
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Cizelge 4.19. 36/04 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 36/04
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 12 13 12 12
2 11 11 9 9
3 21 21 19 20
4 12 12 10 10
5 12 13 10 11
6 20 20 14 15
7 14 15 12 13
8 6 7 5 5
9 6 6 5 5
10 8 9 8 8
11 10 12 8 9
12 6 7 8 8
13 12 12 9 9
14 15 15 12 13
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Cizelge 4.20. 37/02 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae 37/02
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 18 18 16 16
2 16 16 13 14
3 26 27 20 20
4 17 17 15 15
5 17 17 15 16
6 23 23 19 18
7 19 20 17 17
8 14 14 8 8
9 11 12 5 6
10 15 15 9 10
11 16 15 12 13
12 15 15 9 9
13 16 17 14 15
14 20 19 18 18
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Cizelge 4.21. 41/06 izolatinda disk difiizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 41/06
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 17 17 14 15
2 14 15 11 12
3 19 20 23 23
4 15 15 13 13
5 15 16 13 13
6 18 18 17 16
7 17 18 15 14
8 12 12 8 9
9 10 10 8 8
10 9 10 11 12
11 13 14 11 11
12 13 14 11 11
13 14 14 12 12
14 17 18 16 17
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Cizelge 4.22. 45/01 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 45/01
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 12 12 13 14
2 10 10 10 11
3 17 18 21 19
4 11 12 10 11
5 11 12 12 13
6 14 14 19 19
7 13 13 13 13
8 8 9 5 5
9 5 6 5 5
10 10 10 8 9
11 10 10 9 9
12 9 10 5 5
13 11 11 10 11
14 13 14 15 15

66



Cizelge 4.23. 47/01 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae |47/01
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 16 17 15 16
2 15 15 12 12
3 21 21 21 20
4 16 16 15 14
5 16 16 15 15
6 18 18 20 20
7 16 17 18 18
8 10 10 7 8
9 6 7 6 6
10 14 15 11 11
11 13 15 11 11
12 13 13 8 8
13 15 15 13 13
14 18 17 16 16

67



Cizelge 4.24. 52/15 izolatinda disk diftizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 52/15
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 18 18 15 16
2 17 17 13 14
3 25 24 21 22
4 17 17 14 14
5 17 18 15 15
6 20 21 18 19
7 19 19 16 16
8 13 14 10 11
9 12 13 7 8
10 16 16 12 12
11 16 17 12 13
12 14 15 11 12
13 17 17 14 14
14 20 20 18 18
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Cizelge 4.25. 58/04 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 58/04
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 18 18 18 17
2 16 17 13 13
3 23 23 22 21
4 17 17 14 14
5 17 18 17 17
6 23 22 21 20
7 21 20 18 16
8 15 15 10 10
9 13 13 5 6
10 15 16 11 11
11 16 17 13 13
12 15 15 7 8
13 17 17 13 13
14 21 21 19 19

69



Cizelge 4.26. 69/01 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 69/01
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 17 18 15 16
2 18 14 11 11
3 21 21 18 19
4 16 17 13 14
5 17 17 15 15
6 20 21 16 16
7 18 18 15 16
8 12 13 6 6
9 10 11 5 5
10 13 14 10 10
11 13 14 10 11
12 13 13 9 9
13 15 16 13 13
14 19 19 15 16
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Cizelge 4.27. 74/02 izolatinda disk difizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 74/02
Propolis %100 %50
Test 1 Test2 |Test1 Test 2

1 14 14 16 17
2 14 14 13 14
3 19 19 20 21
4 16 17 15 15
5 15 16 16 17
6 15 16 17 17
7 22 23 16 16
8 19 19 10 10
9 18 17 9 10
10 13 13 13 13
11 18 18 13 14
12 9 10 13 14
13 19 20 14 15
14 10 10 17 16
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Cizelge 4.28. 76/12 izolatinda disk diflizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 76/12
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 13 13 14 15
2 10 10 8 8
3 21 20 18 17
4 10 11 12 11
5 12 12 13 13
6 15 15 17 17
7 13 13 15 15
8 7 7 5 6
9 6 6 5 6
10 9 10 6 6
11 9 9 6 7
12 8 7 5 6
13 10 10 10 9
14 13 14 16 15
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Cizelge 4.29. 76/13 izolatinda disk diftizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae |76/13
Propolis %100 %50

Test 1 Test2 |Testl Test 2
1 17 17 16 16
2 15 16 11 12
3 21 21 18 19
4 17 16 12 12
5 17 17 15 16
6 20 21 18 18
7 17 18 17 18
8 13 14 9 10
9 13 13 7 6
10 15 15 10 10
11 15 15 11 11
12 13 14 10 10
13 16 16 12 12
14 18 19 17 18
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Cizelge 4.30. 76/14 izolatinda disk diftizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae | 76/14
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 15 14 8 9
2 8 8 6 6
3 18 18 15 16
4 12 12 7 8
5 13 13 8 8
6 16 16 10 10
7 14 15 9 9
8 5 6 5 6
9 5 5 6 6
10 6 6 5 5
11 7 8 6 6
12 5 5 5 6
13 11 12 6 6
14 15 16 9 10
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Cizelge 4.31. 81/21 izolatinda disk diftizyon testi ile elde edilen zon

caplari (mm)

P. larvae |81/21
Propolis %100 %50

Test 1 Test 2 Test 1 Test 2
1 17 18 15 15
2 16 16 11 12
3 21 22 18 16
4 16 16 15 15
5 16 17 15 16
6 20 21 17 18
7 18 19 16 15
8 12 12 8 9
9 9 9 6 7
10 14 14 9 9
11 14 15 9 10
12 12 13 9 9
13 16 16 14 15
14 19 20 17 18
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4.5. Istatistiksel Analizlerden Elde Edilen Sonuclar

Tez calismasindan elde edilen verilerin analizinde, IBM SPSS Statistics 21
programi kullaniimistir. Genotipler, Izolatlar ve Propolisler arasindaki
farkliliklarin belirlenebilmesi icin minimum, maksimum, standart sapma
dedgerleri hesaplanmis; One-way ANOVA ve Duncan testleri
uygulanmistir. P<0,05 bulunan sonuglar arasindaki fark, istatistiksel

acidan anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 4.32. Genotipler agisindan inhibisyon zon c¢aplar

Standart
Genotip Minimum Maksimum Ortalama Sapma
ERIC I 5,00 28,50 14,9362  3,89928
ERIC II 5,00 63,00 11,1179 5,02275
ERIC III 6,00 21,00 10,6429  3,14129
ERIC IV 6,00 32,50 15,8214 7,40647

Cizelge 4.33. Genotipler acisindan inhibisyon zon caplarinin One-way
ANOVA testi ile karsilastiriimasi

Kareler Serbestlik Kareler
Genotip toplami derecesi ortalamasi F P
ERICI Gruplar arasi 4233,084 13 325,622 71,903 ,000
Grup igi 1711,821 378 4,529
Toplam 5944,906 391
ERIC II Gruplar arasi 3495,843 13 268,911 84,589 ,000
Grup igi 845,625 266 3,179
Toplam 4341,468 279
ERIC III Gruplar arasi 239,429 13 18,418 9,550 ,000
Grup ici 27,000 14 1,929
Toplam 266,429 27
ERIC IV Gruplar arasi 1264,357 13 97,258 6,282 ,001
Grup igi 216,750 14 15,482
Toplam 1481,107 27

P<0,05 oldugundan genotipler acisindan inhibisyon zonlari arasindaki

fark istatistiksel agidan anlamlidir.

76



Cizelge 4.34. Farkli genotiplerin propolise karsi duyarliliginin Duncan testi

karsilastiriimasi

Alt Grup
Genotip N a b
ERIC III 28 10,6429
ERIC II 280 10,9393
ERIC I 392 14,9362
ERIC IV 28 15,8214
P ,712 ,271

Cizelge 4.35. Izolatlar acisindan inhibisyon zon gaplari

Konsantrasyon | %100 %50

Inhibisyon Zon Capi Inhibisyon Zon Capi
Izolat Min(mm) Maks(mm) Ort£SS(mm)|Min(mm) Maks(mm) Ort£SS(mm)
ERIC I kontrol |10,00 22,50 15,86+3,65 |7,50 21,50 13,75%4,27
ERIC II kontrol 7,50 21,00 11,50+3,30 |5,00 16,00 9,96+4,02
cRIe T 6,00 16,50 10,1442,48 [6,00 21,00 11,1443,72
ERIC IV kontrol | 6,00 28,00 16,50+6,72 |6,50 32,50 15,1448,23
06/04 10,00 20,50 14,93+3,20 |8,00 19,50 15,07+3,80
06/14 5,00 18,50 11,71+4,85 |5,50 17,50 11,43+3,84
06/26 13,00 21,50 16,36+2,67 |7,50 18,50 13,67+3,56
07/04 11,50 28,00 17,10+4,24 |7,50 28,50 15,36+5,31
19/04 5,50 18 10,75+4,04 |5,00 21,00 11,82+5,05
31/10 7,00 20,50 14,75+3,60 (6,50 20,50 12,50+4,15
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33/01 7,00 17,00 12,64+2,87 |6,00 18,50 11,64+3,61
36/01 5,00 16,50 11,18+4,15 |5,00 17,00 11,46+3,63
36/02 5,00 16,00 10,18+3,55 |5,00 14,50 9,18+2,84

36/04 6,00 21,00 12,07+4,57 |5,00 19,50 10,28+3,81
37/02 11,50 26,50 17,43+3,80 |5,50 20,00 13,75+4,33
41/06 9,50 19,50 14,79+2,98 |8,00 23,00 13,18+3,79
45/01 5,50 17,50 11,25+2,83 |5,00 20,00 11,21+4,74
47/01 6,50 21,00 14,96+3,51 |6,00 20,50 14,42+4,49
52/15 12,50 24,50 17,39+3,04 |7,50 21,50 14,28+3,57
58/04 13,00 23,00 17,71+2,98 |5,50 21,50 14,25+4,77
69/01 10,50 21,00 16,00+3,11 |5,00 18,50 12,43+3,98
74/02 9,50 22,50 15,96+3,67 |9,50 20,50 14,68+2,87
76/12 6,00 20,50 11,18+3,75 |5,50 17,50 10,75+4,62
76/13 13,00 21,00 16,39+2,44 |6,50 18,50 13,25+3,83
76/14 5,00 18,00 10,86+4,58 |5,00 15,50 7,71£2,78

81/21 9,00 21,50 16,00+3,45 |6,50 17,50 12,96+3,81

Min: Minimum Maks: Maksimum Ort£SS: Ortalama+Standart Sapma
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Cizelge 4.36.

karsilastiriimasi

izolatlarin duyarliik diizeylerinin Duncan testi

Alt Gruplar
Izolat a b C d e
76/14 9,29
36/02 9,68 9,68
ngréfl 10,64 10,64
ngréf 10,73 10,73
76/12 10,96 10,96
36/04 11,18 11,18 11,18
45/01 11,23 11,23 11,23
19/04 11,29 11,29 11,29
36/01 11,32 11,32 11,32
06/14 11,57 11,57 11,57
33/01 12,14 12,14 12,14
31/10 13,63 13,63 13,6250
41/06 13,9821 13,9821
47/01 14,1964 14,1964
69/01 14,2143 14,2143
81/21 14,4821 14,4821
e
76/13 14,8214
06/04 15,0000
06/26 15,0179
74/02 15,3214
37/02 15,5893
e
52/15 15,8393
58/04 15,9821
07/04 16,2321
Sig. ,080 ,057 ,051 ,059 ,051
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Cizelge 4.37. Propolisler acisindan inhibisyon zon cgaplarinin
karsilagtiriimasi
Konsantrasyon | %100 %50

Inhibisyon Zon Gapi Inhibisyon Zon Capi
izolat Min(mm) Maks(mm) Ort£SS(mm) |Min(mm) Maks(mm) Ort£SS(mm)
1. Bartin 1 7,50 18,50  14,92+2,81 |8,00 18,00  14,17+2,45
2. Bartin2 1500 19,50  13,35%3,12 |6,00 20,50  11,48+2,78
3. Artvin 16,00 28,00  20,63+3,13 [14,50 32,50  20,00+3,76
4. Tekirdag 1 g 55 350,00 14,33+2,73 (7,50 20,50  13,29+2,52
5. lzlé;daé 10,50 21,00  14,73%2,60 |8,00 28,00  14,87+3,57
6. lg;':lye 11,00 28,00  18,35%3,59 |10,00 20,50  16,77+2,81
7. Bursa 10,00 26,00  16,58+3,63 |9,00 18,00  15,002,40
8. Rize 500 19,00  10,33%3,64 |500 10,50  7,38+1,88
9. Kastamonu |55 17,50  8,85%3,41 |500 9,50 6,27%1,19
to.Kirklareli 16 00 1600  11,21#3,27 [500 13,00  9,23%2,26
11.Ankara 7,50 18,00  12,62%2,90 |6,00 1550  10,31%2,39
12.Ganakkale 15450 1800  11,1043,55 500 14,50  8,75%2,32
13.1zmir 7,50 19,50 13,62+3,04 [6,00 16,00 11,75+2,44
14.Mugla 9,50 21,00  16,27£3,23 9,50 19,00  15,37+2,92
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Cizelge 4.38. Propolisler acisindan inhibisyon zon ¢aplarinin Duncan testi

ile karsilastiriimasi

Alt Gruplar

Propolis .
b C d e f g h [

3 20,31

6 17,55

14 15,81

7 15,78

5 14,79 14,79

1 14,54 14,54

4 13,80 13,80

13 12,68 12,68

2 12,41

11 11,46

10 10,22

12 9,92 9,92

8 8,86

9 7,56

Sig. 1,000 1,000 ,51 ,117 ,059 52 ,617  ,074 1,000

Istatistiksel analizlere gére 9 Duncan alt grubu belirlenmistir(P<0.05). En

etkili grup “a”, en az etkili olan ise “i” grubudur.

Cizelge 4.39. Etki dlzeyine gdre propolis alt gruplari

Duncan gruplari Propolis drnekleri
Artvin

Turkiye Pacal

Mudla, Bursa, Tekirdag Pacal, Bartin
Tekirdag 1

Izmir

Bartin 2, Ankara

Canakkale, Kirklareli

S|Q| ™ o|laQalo0o|T0| o

Rize

Kastamonu
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Cizelge 4.40. Farkli konsantrasyonlar agisindan inhibisyon zon c¢aplari

Konsantrasyon Minimum Maksimum Ortalama  Standart Sapma

%100 5,00 28,00 14,06 4,43

%50 5,00 32,50 12,47 4,53

Cizelge 4.41. Farkli konsantrasyonlar agisindan inhibisyon zon caplarinin

One-way ANOVA testi ile karsilastirimasi

Kareler Serbestlik Kareler

Toplami Derecesi  Ortalamasi F P
Grup igi 458,907 1 458,907 22,883 ,000
Gruplar arasi 14559,861 726 20,055
Toplam 15018,768 727

P<0,05 oldugundan konsantrasyonlar acisindan inhibisyon zonlari

arasindaki fark istatistiksel agcidan anlamlidir.
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4.6. Elde Edilen Sonuglarin Tartisiimasi

Bal arilari, dinya capinda oldukca blyluk ekonomik o6neme sahip
canlilardir. Bal ve balmumu Uretimi ile polinasyona olan katkilan bal
arilarinin dederini acikca ortaya koymaktadir. Avrupa bal arisi Apis
mellifera L., en gok yetistirilen an taradir ve tim kitalara goéturtlerek
yerlestirilmistir. Istatistiklere gére 2012 yilinda 679,12 milyon dolarlik bal
Uretilmis ve Ulkeler arasinda ticareti yapilmistir[1]. Bu pahada bal
Uretmek icin yaklasik 80 milyon kolonideki arilar, giceklerden nektar ve
polen toplamistir. Bir kovandaki 50-60 bin arinin, glinde yizlerce cigedi
ziyaret ettigi disunuldiginde, arilarin polinasyona olan katkisi da gozler
onldne serilmektedir. Bal arlari, farkl bitkileri ziyaret etme ve yaklasik
4,5 km capinda ucus yapabilme o6zelliklerinden o6tirli oldukca iyi
polinatérlerdir ve bazi Ulkelerde bu amacla koloniler, 6zel olarak tarim
alanlarina vyerlestiriimektedir. Tarnim Uritnlerinin  boyutu, kalitesi ve
miktar acisindan degerlendirildiginde; polinasyon sayesinde yaklasik
%10 ile %40 arasinda Uretimde artis oldugu bilinmektedir. Kiresel
boyutta boceklerle saglanan polinasyonun, Uretime vyillik katkisinin
yaklasik 212 milyar dolar oldugu disltnlilmekte ve bu miktarin tim
tarimsal dretimin %10’ unu kapsadigi gortlmektedir. Polinator
populasyonlarindaki dists, dogrudan tarimsal Gretimde azalmaya sebep
oldugundan, dinyadaki bal arisi kayiplari hem devletlerin hem de bilim
adamlarinin oldukca dikkatini cekmektedir. Son 10 vyildir, bal arnsi
kolonilerinde disUs gértlmekte; bu durum birgok proje kapsaminda ok
saylida bilim adami tarafindan arastirilmaktadir. Avrupa Birligi basta
olmak Uzere, birgok Ulke ydnetimi, kayiplarin 6éntne gecilebilmesi igin
stratejiler gelistirmeye calismaktadir. Su ana kadar yapilan galismalar
dogrultusunda, koloni kayiplarina etki eden birgok etken bulunmaktadir.
Bunlarin en ©nemlileri; patojenler, pestisitler, iklim degisiklikleri ile
yetersiz ve bilingsiz aricilik uygulamalaridir. Bu etkenler arasinda, en

blyuk zarara neden olanlardan birisi de Paenibacillus larvae'dir [11, 14].
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Paenibacillus larvae, oldukca bulasici bir bakteridir. Bu 6zelligi sayesinde,
hizla kovandan kovana, ariliktan ariliga gecebilmektedir. Spor olusturan
bir bakteri olmasi, olumsuz gevre kosullarina ragmen onlarca yil kovan
ortaminda canli kalabilmesine olanak vermekte ve ilag tedavilerinin zor
olmasina sebep olmaktadir. Amerikan Yavru Curiaklagu, bircok Ullkede
bildirilmesi zorunlu hastalik olup; korunma ve tedavi icin ¢ok fazla
secenek bulunmamaktadir. Antibiyotik kullanimi  birgok llkede
yasaklanmistir.  Antibiyotik  kullaniminin  yasaklanmasinin  baslica
sebepleri; antibiyotiklerin ¢ogunlukla spora etki edememesi ve sadece
belirtileri baskilamasi; bal ve diger arn Urinlerindeki antibiyotik
kalintisinin insan sagligini tehdit etmesi; antibiyotik kullanilan kolonilerde
larva canhligi orani ve ergin dmur uzunlugunun kisalmasi ve antibiyotige

karsi direngli izolatlarin ortaya ¢cikmasidir [14, 61, 112-114].

Bu sebeplerden dolayi, alternatif tedavi stratejileri gelistirilmeye
calisiimaktadir. Bu stratejiler tg farkli yonde ilerlemektedir: AFB’ye karsi
bireysel veya koloni dizeyinde direng gbésteren bal arisi irklarinin
yetistirilmesi; antagonistik bakteriler ile biyolojik kontrol ve son olarak
dogal antibakteriyel bilesikler ile tedavi ydntemleri. Bu amacgla birgok
bitkisel yag test edilmis; icerigindeki fenolik bilesikler ve alkoloidler
nedeniyle Paenibacillus larvae'ye karsi antibakteriyel etkiye sahip oldugu
gortlmuistar [58, 115, 116]. Bunun yani sira son yillarda, basta fenolik
bilesikler ve alkoloidler olmak Uzere bircok kimyasal madde iceren

propolisin, arl hastaliklarina karsi etkisi arastinlmaktadir [70].

Floral zenginligi agisindan Ulkemiz hem aricilik hem de propolis Gretimi
yonlinden c¢ok dederli bir kaynak durumundadir. Bircok alanda
denenmekte olan Tulrkiye propolisinin, Paenibacillus larvae'ye karsi
antibakteriyel etkisinin saptanmasi ve farkli genotipteki izolatlar
Uzerindeki etki derecelerinin belirlenmesinin, ariciligin ilerlemesi ve tedavi
stratejilerinin  gelistiriimesi acisindan o6nemli bir asama oldugu

distnidlmektedir.
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Bu amacla ydulritulen tez calismasindan elde edilen sonuclar gruplar
halinde incelenmis ve degerlendirilmistir. Buna gore veriler; genotipler,

izolatlar ve propolis ekstraktlarinin etki dereceleri agisindan tartisiimistir.

Calisma kapsaminda toplanan o6rnekler, mikrobiyal, biyokimyasal ve
molekiler analizlerle incelenmistir. Yapilan arazi calismalar sonucu
toplanan 112 larvali petek o6rnedinden 22 AFB pozitif sonug elde
edilmigstir. Bu peteklerden izole edilen Paenibacillus larvae’nin 13'Gnln
ERIC I, 9'sinin ERIC II genotipinde oldugu tespit edilmistir. Sonuclar
dederlendirildiginde; Tlrkiye genelinden toplanan drneklerin %83’ (i AFB
negatif; %10 ERIC I ve %7 ERIC II genotipinde olmak lUzere, %17’ si AFB
pozitif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.7.). ERIC III ve ERIC IV genotipinde
ornege rastlanmamistir. Elde edilen bu bulgu, literatlir ile de
desteklenmekte; onlarca yildir ERIC III ve ERIC IV genotipindeki
izolatlara kaltur koleksiyonu haricinde rastlanmamaktir [14]. ERIC I ve II
bal arisi larvalarinin enfeksiyonundaki en énemli genotiplerdir. Ozellikle,
virulanslan arasindaki farkliliklar Gzerlerinde arastirma yapilmasi
ihtiyacini ortaya c¢ikarmaktadir. ERIC II'nin ERIC I'den ¢ok kisa surede
larvanin 6limine sebep olmasi birey ve koloni dlizeyinde farkliliklara
neden olmaktadir. Bu bilgiler 1siginda, ERIC I ile enfekte kolonide
larvadaki enfeksiyon gelisimin daha yavas olmasi bireysel badisiklik
mekanizmalarinin daha etkin olabilecegini distndirmektedir. Aksine
ERIC II ile enfekte olmus kolonide, larva hizla 6lecegi, buna karsi koloni
dlizeyinde badisiklik mekanizmalarinin devreye girerek 6lU larvanin

uzaklastiriimasi saglanabilecedi diistinilmektedir [40].

Turkiye capindan elde edilen P. larvae izolatlan Uzerinde farkl propolis
ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi, genotipler acisindan
degerlendirilmistir. Ulkemizde sadece ERIC I ve ERIC II genotipinde
izolatlar bulunsa da; antibakteriyel etkinin tin genotipler Gzerindeki
etkisinin belirlenebilmesi amaci ile kiltir koleksiyonundan elde edilen
ERIC IIT ve ERIC IV genotipleri de kullanilmistir. Disk diflizyon testi ile
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olusan zon caplan istatistiksel acidan incelenmis; minumum, maksimum
ve standart sapma dederleri sunulmustur (Cizelge 4.32.). Genotipler
arasinda, propolise karsi duyarlilik dizeyinde fark olup olmadigi, One-
way ANOVA testi ile belirlenmistir (Cizelge 4.33.). Bu teste goére dort
genotip, propolise karsi istatistiksel acidan anlamli farklilikta (P<0,05)
duyarhlik géstermistir. Bu duyarlilik derecesinin belirlenmesinde Duncan
testi kullanilmistir (Cizelge 4.34.). Duncan testine gore, en duyarlidan en
az duyarliya dogru genotipler; ERIC IV, ERIC I, ERIC II ve ERIC III
seklinde siralanmaktadir. Ayrica, ERIC IV-ERIC I ve ERIC II-ERIC III
seklinde iki Duncan alt grubu olusturmaktadir. Duyarlilik dizeylerinin
farklilk go6stermesi, gelecekte tedavi olusturmak amach vyapilacak
calismalar bu durumun g6z 6nliine alinmasi gerekebilecedini; direnc-
duyarhlik durumuna goére farkli preperatlarin secilebilecegini ortaya

koymaktadir.

ERIC II' nin propolise karsi daha direncli oldugu gortlmekte ve ERIC I
genotipinin Tlrkiye'de daha yaygin olmasinin tlkemizdeki tedavi yollari
ve salgin olusturma potansiyeli acisindan nispeten olumlu bir sonug

oldugu dustnlilmektedir.

Bu calismada, izolatlarin duyarliliklar ayrica tek tek degerlendirilmistir
(Cizelge 4.35). Uygulanan Duncan testine gore, izolatlarin 5 alt grupta
duyarlilk gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.36.). Bu sonuglara gore
propolis ekstraktlarina karsi en direngli izolat Igdir'dan elde edilmis olan
76/14 numaral ornektir. Izolatlari, duyarlidan direncliye dogru
siraladigimizda; birinci alt grupta 07/04, 58/04, 52/15, ERIC IV kontrol,
37/02, 74/02, 06/26, 06/04, 76/13, Ericl, 81/21, 69/01, 47/01, 41/06
ve 31/10; ikinci alt grupta 33/01; Gglncl alt grupta 06/14, 36/01, 19/04,
45/01 ve 36/04; doérduncl alt grupta 76/12, ERIC II kontrol, ERIC III
kontrol ve 36/02 izolatlarnn ile besinci alt grupta 76/14 izolati
bulunmaktadir. Bu duyarlilik duzeyleri, genotipik 06zelligi ile ayni

dogrultuda olmakla birlikte farkh izolatlarin farkh duyarlilik derecesine
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sahip olabilecegi gorulmistir. Duyarhligi belirleyen en 6nemli 6zellik
genotip olsa da, hastaligin bulundugu c¢evre kosullari, uygulanan
kimyasallar vb. gibi bircok faktérin izolatlar arasinda farklilik
yaratabilecegi distnllmektedir. Farkli P. larvae suslarinin ayrimini
saglayan standart tekniklerin bulunmasi; AFB’nin epidemiyolojik
calismalar igin oldukca gereklidir. Bu sayede, salginlar, enfeksiyon
kaynaklari, salginlar arasindaki iliski, daha virulant olan suslar tespit

edilebilir; gerekli izleme, koruma ve tedavi stratejileri gelistirilebilir [14].

Tez calismasinda 14 farkh propolis ekstrakti antibakteriyel etkileri
acisindan dederlendirilmis; zon caplari, minimum, maksimum ve standart
sapma dederleri sunulmustur (Cizelge 4.37). Etki dereceleri Duncan testi
ile analiz edilmis (Cizelge 4.38.-4.39.); en etkiliden en az etkiliye su
sekilde siralanmistir: Artvin, Tlrkiye pacal, Mugla, Bursa, Tekirdag, Bartin
1, Tekirdag 1, Izmir, Bartin 2, Ankara, Kirklareli, Canakkale, Rize,
Kastamonu. Ormanlik alanlardan elde edilen propolislerin daha etkili
oldugu gorilmustir. Kimyasal icerikleri agisindan karsilastirildiginda, her
propolisin kendine has bir bilesime sahip oldugu goérilmektedir. Ayrica,
antibiyotik etki seviyesi ile icerigindeki spesifik herhangi bir madde ile
dogrudan bir iliski kurulamamistir. Ornedin en yiiksek etkiyi gésteren
Artvin propolisinde Karboksilik asitler, Alifatik asitler ve Ketonlar ylksek
oranda bulunurken; ikinci en etkili Tlrkiye pacal propoliste Flavonoidler
ve Alkoller yliksek oranda bulunmaktadir. Propolisin etkisinin, icerigindeki
tek bir maddeden ve direk olarak cografi orijininden ziyade bilesimindeki
maddelerin kombinasyonu ve etkilesiminden kaynaklandigi
disinilmektedir. Literatiirdeki diger c¢alismalar da bu durumu
desteklemektedir. Yapilan c¢alismalarda, kimyasal igerikteki kesin
farklihklara ragmen Avrupa ve Brezilya propolislerinin benzer aktiviteye
sahip oldugunu gostermis; bu propolislerin Orta Amerika propolisinden
daha ylksek antibakteriyel etkisi oldugu gosterilmistir [102]. Ayrica,
propolis ekstraktlarinin, antibiyotik ve antifungal ilaglarla da etkilesim

gosterdigi gérilmektedir [117, 118]. Ileriki calismalarla, etken maddeler
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tek tek izole edilip kontrolli olarak farkhh kombinasyonlarin etkisi
arastirilarak, tedavi icin etkin bir preperat haline getirilebilecegi

disinulmektedir.

Son asama olarak, propolislerin disk diflizyon testinde uygulanan farkh
konsantrasyonlarn karsilastinlmistir (Cizelge 4.40.-4.41.). One-way
ANOVA testine goére, %100 ve %50 konsantrasyon oranlarn arasindaki
fark istatistiksel acidan anlamli olsa da zon caplan arasinda ¢ok buyuk
fark olmadigi gorilmistir. Hatta baz 6rneklerde %50 konsantrasyonun
daha etkili oldugu dikkat cekmistir. Daha seyreltilmis olan bu disklerde
diftizyon orani daha fazladir. Bu durum, propolisin etki mekanizmasinin
hem icerigindeki etken madde miktari ile hem de kapladidi ylzey alani ile
dogru orantili olabilecedi sonucunu disindirmektedir. Olusturulabilecek
tedavi yonteminde bu 0Ozelligin g6z o©Oninde bulundurulmasi

gerekmektedir.

Tez calismasi literatlirdeki diger yayinlar ile karsilastirildiginda, bu alanda
cok fazla calisma olmadigi gorilmektedir. Propolisin  bircok
mikroorganizma Uzerindeki biyolojik aktivitesi Tlrkiye’de ve birgok
Ulkede arastinlmistir [119-125]. Cesitli gram pozitif ve negatif bakteriler
Uzerine antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir [117, 126, 127].
Ancak; propolisin AFB Uzerine etkisi ile ilgili birka¢c yayin bulunmaktadir
ve bu arastirmalar 6zellikle Brezilya propolisi tzerine yogunlasmistir. Bu
calisma ile Anadolu’dan elde edilen propolisin AFB (zerine etkinligi ortaya
konulmustur [69, 70, 128, 129, 130].

TOm dlnyada bilim adamlarn Amerikan Yavru Clridkligi’'ne karsi dogal
tedavi yontemleri aramaktadir. Ancak bu dodal Griin arayis! sirasinda,
urtndn kovan ile uyumu géz 6nidnde bulundurulmalidir. Propolisin, kovan
icinde dodgal bir malzeme olmasi, kéti koku olusturmamasi ve kalinti

birakmamasi bu agidan avantaj saglamaktadir. Ayrica, igerikleri ayni
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olmayan farkh orijinli propolis ekstraktlarinin déntstimla kullanilmasi ile

bakterinin direnc olusturmasi énlenebilecektir [87, 102].

Bu calismadan elde edilen veriler dogrultusunda, ileriki arastirmalarin
genotipler arasindaki ayrimlarin daha detayli olarak belirlenmesi ve
propolis ekstraktlarinin in vivo olarak kovan lzerinde denenmesi seklinde
olabilecegi yonlindedir. Henliz tam olarak aydinlatimamis bu konu
Uzerinde daha detayli calismalar yapilmali; propolisin, ilag haline getiriime

olasiliklari Gzerinde durulmalidir.
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