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OZET

EGE BOLGESI’ NDE VIRUS NEDENLi ARI HASTALIKLARININ
MULTIPLEKS POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU ILE ARASTIRILMASI

Amag: Bu ¢alismanin amac1 yedi 6nemli ar1 virusuna karsi rutin teshis laboratuvarlarinda
daha hizli sonug elde etmek i¢in multipleks RT-PCR (MRT-PCR) testinin gelistirilmesi
ve bu testi kullanarak Ege Bolgesinde bu yedi virus kaynakli ar1 viral hastaliklarinin tespit
edilmesidir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismanin ilk asamasinda Israil akut ar1 felci virusu (IAPV),
Deforme kanat virusu (DWV), Sacbrood virusu (SBV), Akut ar1 felci virusu (ABPV),
Siyah kralige hiicre virusu (BQCV), Kasmir ar1 virusu (KBV) ve Kronik ar1 felci virusu
(CBPV) teshisinde kullanilacak mRT-PCR metodu modifiye edilerek optimizasyonu
gerceklestirildi. Ikinci asamada Ege Bolgesi’ nin yedi ilindeki ar1 isletmelerinden ¢ok
asamali metot kullanilarak toplanan 6rnekler yedi virusa karsi gelistirilen mRT-PCR ile
test edildi ve pozitif bulunan numunelerin dizi ve filogenetik aga¢ analizleri yapildi.
Bulgular: Optimize edilen mRT-PCR metodu igin logio tabanli seri diliisyonlarda virus
kopya sayis1 2500 kopya/puL olarak tespit edildi. Ege Bolgesinde 6rnekleme yapilan
isletmelerde viral etkenlerin prevalanslart DWV % 25.2, BQCV % 20.7, ABPV % 3.6,
SBV % 2.7 ve CBPV % 1.8 olarak belirlendi. KBV ve IAPV ise tespit edilmedi.
Filogenetik analiz sonucunda bazi genetik benzerlikler ve farklilarin olustugu
gozlemlendi.

Sonug: Multipleks RT-PCR’ 1n yedi etkeni es zamanl olarak tespit etmesi ile ekonomik
kazan¢ ve zaman kazandirdigi, ayn1 zamanda testin duyarliliginin yiiksek oldugu ve rutin
analizlerde de bu testin kullanilabilecegi sonucuna varildi. Gelistirilen bu test metodu ile
Ege Bolgesi’nde 7 viral etkenin prevalansi belirlendi ve tespit edilen izolatlarin

filogenetik analizi yapilarak akrabalik dereceleri incelendi.
Anahtar Kelimeler: mRT-PCR; Bal aris1 viruslari; Prevalans; Filogenetik

A. Anil, CAGIRGAN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Kasim-2018



ABSTRACT

INVESTIGATION OF VIRUS-INDUCED BEE DISEASES IN AEGEAN
REGION WITH MULTIPLEX POLYMERASE CHAIN REACTION

Objective: The aim of this study was to develop a multiplex RT-PCR (MRT-PCR) test
to obtain faster results in routine diagnostic laboratories for seven important bee viruses
and to determine these seven viral virus diseases in Aegean Region using this test.
Material and Method: In the first stage of this study, the multiplex RT-PCR method was
modified and optimised to develop a fast diagnosis method for IAPV, DWV, SBV,
ABPV, BQCV, KBV and CBPV. In second stage, the samples collected from apiaries in
the seven provinces of the Aegean Region by choosing the Multi-Step Sampling Method
were tested by using multiplex RT-PCR and sequencing and phylogenetic tree analysis
of the positive samples were performed.

Results: Virus copy numbers were detected to be 2500 copy/ pl when logio serial
dilutions were performed for the optimized mRT- PCR method. The prevalence rates of
viral agents were found to be DWV (25.2%), BQCV (20.7%), ABPV (3.6%), SBV (2.7%)
and CBPV (1.8%) in the Aegean Region. KBV and IAPV were not detected. Some
genetic similarities and differences were observed at the end of phylogenetic analysis.
Conclusion: It is concluded that multiplex RT-PCR test can be used in routine analysis
because this method has a high level of sensitivity and achieves economic gain and time
due to detecting seven agents simultaneously. The prevalence of 7 viral agents was
determined with this test method in Aegean Region and phylogenetic analysis was

performed to determine the origin and relatedness of obtained isolates.

Key Words: mRT-PCR; Honey bee viruses; Prevalence; Phylogeny.
A.Anil CAGIRGAN (Ph. D. Thesis)

Ondokuz Mayis University - Samsun, November-2018



SIMGELER VE KISALTMALAR

ABPV : Acute Bee Paralaysis Virus / Akut Ar1 Felci Virusu
AGID : Agar-Gel Immunodiffusion

AlV : Apis Iridescent Virus

AKS : Aricilik Kayit Sistemi

ALPV : Aphid Lethal Paralysis Virus

AmFV : Apis mellifera Filamentous Virus

AMP : Antimikrobiyal Peptit

BLAST : Bacis Local Alignment Search Tool

BOH : Rate of Homogeneity

BQCV : Black Queen Cell Virus / Siyah Kralice Hiicre Virusu
BrBV : Brevicoryne Brassicae Picorna-Like Virus

BSL-2 : Biosafety Level-2

BSU : Basic Sampling Unit

CBPV 3 Chronic Bee Paralysis Virus /Kronik Ari Felci Virusu
CrPV : Cricket Paralysis Virus

CWwWv : Cloudy Wing Virus

DCV : Drosophila C Virus

DNA : Deoksiribonukleic Acid

DsRNA : Eksojen Cift Zincirli RNA

DWV : Deformed Wing Virus / Deforme Kanat Virusu
EBV : Misir Ar1 Virusu

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

EM : Elektron Mikroskobu

EMCV : Encephalomyocarditis Virus

EMEM : Eagle Minimum Essential Medium

EoPV X Ectropis Obliqua Picorna-Like Virus

HAV : Hepatitis A Virus

HiPV : Himetobi P Virus

HoCV X Homalodisca Coagulata Virus
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MRNA
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nt
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PAMPs
PCR
PISV
PnPV
PRRs
PV
RhPV
RNA
RNAI
RT-PCR
SBV
SinVv-1

Infectious Flacheri Virus
Intergenik Bolge

Israel Acute Bee Paralysis Virus /israil Akut Ar1 Felci
Virusu

Isopropyl-B-D-Thiogalactoside

Internal Ribozomal Giris Bolgesi

Kashmir Bee Virus / Kasmir Ar1 Virusu

Kagugo Virus

Luria Bertani

Letal Doz

Lake Sinai Virus

Coklu Klonlama Bolgesi

Maximum Likelihood

Messenger Ribonucleic Acid

Multipleks Reverse Transcriptase Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

National Centre of Biotechnology Information
Neighbour-Joining

Nikleotid

Open Reading Frame

Pathogen-Associated Molecular Patterns

Polimerase Chain Reaction / Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Plautia Stali Intestine Virus

Perina Nuda Picorna-Like Virus

Pattern Recognation Recoptors

Polio Virus

Rhopalosiphum Padi Virus

Ribonucleic Acid

RNA Interferans

Reverse Transcriptase Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Sacbrood Virus / Sacbrood Virusu

Solenopsis Invicta Virus



SOB : Super Optimal Broth

SPV : Slow Paralysis Virus
TaSVv : Taura Syndrome Virus
Triv : Triatoma Virus

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu
UTR : Untranslated Region
VaDV-1 : Varroa Destructor Virus-1
VeV : Venturia canescens virus
WB : Western Blotting

% : Yuzde

pum : Mikrometre

bp : Base Pair

C : Santigrat

gr 3 Gram

kb : Kilo Base Pair

ml : Mililitre

Mm : Milimolar

ng : Nanogram

nm : Nanometre

° : Derece

rpm : Rounds Per Minute

V : Volt

Vi
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1. GIRIS

Bal arilari; bal, propolis, polen, ar1 siitii, kovan ve diger iriinleri ile birlikte
ekonomik 6neme sahip olmanin yani sira, bitkisel Gretimin devam edebilmesi icin de
gereklidir.

Ulkemizin sahip oldugu farkli iklim kosullari, bitki &rtiisii ve cografik yapi,
aricilik faaliyetlerinin siirdiiriilebilir olmasi bakimidan 6nemli avantajlar icerir. Aricilik
verilerine gore Tirkiye’de 7 milyon 486 bin 621 koloni bulunmakta ve yillik 107 bin ton
bal iiretimi gergeklestirilmektedir. Turkiye, diinyada koloni sayis1 bakimindan uglincu,
bal iiretimi agisindan ise ikinci sirada yer almaktadir (Doganay ve Girisken, 2017). Ege
Bolgesi ise 1 milyon 681 bin 838 koloni ve 12.108 isletme ile iilke kovan ve bal iiretimi
miktarinin ortalama 1/4' iini (26 bin ton) karsilamasi nedeni ile ar1 ve ar iirlinleri
bakimindan &nemli bir yere sahiptir (TUIK, 2015).

Bitkisel driinleri ve kovan {irtinlerini alabilmek i¢in tiim hayvanlarda oldugu gibi
arilarda da saglikli nesillerin yetistirilmesi esastir. Bununla birlikte iilkemizde koloni
basina alinan bal verimi diinya seviyesine gore oldukca diisiik diizeydedir (Doganay ve
Giriggin, 2017). Bunun en biiyiik nedenleri arasinda bakim-besleme kosullari, aricilarin
egitimsiz olmasi, ar1 1k farkliliklar1 ve art hastaliklar1 gibi faktorler gosterilebilir.

Bakteriyel, paraziter, fungal ve viral ar1 hastaliklari, arilar ve kolonilerin
devamliligini tehdit etmektedir. Arilarda yasam veriminin diigmesi ve koloni kayiplar
yasanmasinin en 6nemli nedenlerinden biri olarak viral etkenler gosterilmektedir. Bal
artlarinda bugiine kadar tespit edilmis 24 virus bulunmaktadir (Yesilbag, 2017b).
Bunlardan en 6nemlileri Israil akut ar felci virusu (IAPV), Deforme kanat virusu
(DWV), Sacbrood virusu (SBV), Akut ari felci virusu (ABPV), Siyah kralige hiicre virusu
(BQCV), Kasmir art virusu (KBV) ve Kronik ar1 felci virusu’ dur.

Bu calismada 6nemli koloni kayiplarina yol acan 7 viral hastalik etkenine kars1
multipleks RT-PCR (mRT-PCR) testinin gelistirilmesi ve ayn1 zamanda Ege Bolgesi’nde
viral nedenli ar1 hastaliklarinin epidemiyolojisinin molekiiler olarak arastirilmasi
amaclanmustir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) daha etkili ve sensitiftir. Ayrica diger
testlere gore spesifitesi daha ylksektir. Simpleks PCR (sPCR) her reaksiyonda tek hedefe
yonelik calistig1 i¢in ekstra maddi yiikk ve zaman kaybina sebep olmaktadir. Ayni



reaksiyonda birden fazla etkeni tespit edebilen mRT-PCR ise hem maddi hem de zaman

olarak 6nemli avantajlar saglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bal Anis1

Bal arilari, esek arilari, diger arilar ve karincalar ile birlikte Insecta sinifinda,
Hymenoptera takiminda ve Apidae familyasinda yer alir. Bal arilar1 Orkide arilari
(Euglossini), bambus arilar1 (Bombini) ve ignesiz arilar (Meliponinae) ile birbirine ¢ok
yakindirlar (Winston, 1987).

Bal arisinin viicudu deri ve kitin bir tabaka ile kapli olup polen toplamasini
saglamak amaciyla tiiylerle kaplanmistir. Viicut bas, géglis ve karin olmak iizere {i¢
boliimden olusur. Bas, yutak {iistii salgi bezlerini bulundurur. Bu salg1 bezleri art siitii
salgilarken ayni zamanda balin olgunlagmasini saglayan invertaz enzimini salgilar.
Gogils, li¢ ¢ift bacak ve iki cift kanattan olusur. Bacaklar polen tasima ve dengeyi
saglamada gorev alir (Dogaroglu, 2008). Apidae ailesinin birgok iiyesi, arka bacaklarinda
polen toplama sepetleri bulunan is¢ilerdir. Nektar toplama ve saklama kapasitelerine gore
karakterize edilirler (Winston, 1987). Kanatlar ise denge merkezi olusturmasinin yani sira
kovanini havalandirilmasin1 ve balin suyunun ugurulmasini saglar. Karin erkek arida
yedi, disi arilarda ise alt1 halkadan olusmaktadir. Halkalar arasindan balmumu
salgilanmaktadir (Dogaroglu, 2008).

Gunumuzde; Apis adreniformis, Apis cerana, Apis dorsata, Apis florea, Apis
koshevnikovi, Apis laboriosa, Apis mellifera, Apis nigrocincta ve Apis nuluensis olmak
tizere dokuz bal arist tiirli bulunmaktadir. Avrupa bal aris1 olarak bilinen Apis mellifera
Avrupa basta olmak tlizere Asya, Orta Dogu ve Afrika anakaralar1 boyunca dagilim
gostermektedir. Morfolojik ve genetik verilere gore Avrupa’da on farkli alt tdrdndn
bulundugu bildirilmistir (Ruttner, 1988; Whitfield, 2006). Ulkemizde bulunan alt tiirleri
A. mellifera anotolia (Anadolu aris1), A. mellifera meda (Iran aris1), A. mellifera
caucasica (Kafkas aris1), A. mellifera cypria (Kibris arisi) ve A. mellifera syriaca (Suriye
aris1) olarak bilinmektedir. Ticari olarak Avrupa’da en fazla kullanilan ik Apis mellifera,

Asya’da ise Apis cerana’dir (Dogaroglu, 2008).

2.1.1. Bal Ans1 Kolonisi
Topluluk halinde yasayan sosyal bir bocek olan bal arilari, aga¢ kovuklarindan
kovanlara kadar bir¢cok yerde koloniler halinde yasayabilmektedir. Yaz aylarinda bir

koloniyi yaklasik olarak 50.000 ile 60.000 arasinda is¢i ar1, birkag¢ yiiz erkek ar1 ve bir



ana ar1 olusturur (Tautz, 2008). Ana ar1 ve is¢i arilar disidir, ancak sadece ana ari
yumurtlama yetenegine sahiptir ve bu sekilde koloninin devamliligin1 saglar. Ana ar1
yumurtalama disinda diger bir gorevi salgiladigi feromonlarla diger arilarin davranislarini
yonetmek ve yonlendirmektir. Omiirleri 3-5 y1l arasinda degisir. Isci arilar ise rudimenter
reprodiiktif sisteme sahip olduklari i¢in yumurtlayamazlar. Fakat bir koloninin en
caligkan tiyeleridir. Koloni i¢inde beslenme, bakim, temizlik, savunma, petek 6rme, yavru
yetistirme gibi birgok gorevi bulunur. Aktivitenin fazla oldugu ilkbahar ve sonbahar
aylarinda yaklasik olarak 4-9 hafta yasarlar. Aktivitenin azaldig1 diger aylarda ise 5-9 ay
aras1 yasayabilmektedirler. Erkek arilar tireme sezonunda kolonide bulunurlar (Doganay

ve Giriggen, 2017).

2.1.2. Bal Arilarinin Biyolojik Gelisme Evreleri

Arlar yumurta ile ¢ogalan canlilardir. Yumurta, yavrulu petek, pupa ve ergin
donem olmak iizere 4 farkli gelisim donemleri goriiliir. Bir ar1 yasamina kralige ar1
tarafindan tretilen uzun-oval bir yumurta olarak baslar. Erkek ar1 tarafindan yumurtanin
dollenmesi sonucu diploid is¢i ar1, dollenmemesi ile de haploid erkek ar1 meydana gelir.
Yumurta dénemi 3 giin siirer. Yumurta gelisimini larva olarak tamamlar. Larva isgi arilar
tarafindan ar siitii ile beslenirler ve bu siire yaklasik olarak 4-5 gun strer. Bu evrenin
sonunda is¢i arilar tarafindan petek gozii kapatilir. Pupa evresinde i¢ organlar ve kitikula
tabakasi1 gelisir. Bu siire yaklasik olarak 12 giin siirer ve ergin ar1 olusur. Yumurtadan
ergin ar1 ¢ikigina kadar toplam gelisme siiresi ana arida 16 giin, is¢i arida 21 giin ve erkek

arida 24 giindiir (Doganay ve Giriggen, 2017).

2.2. Diinya’ da ve Tiirkiye’ de Aricihgin Onemi

Arlar en kiiciik evcil hayvanlardir. Yiizyillardir insanoglu tarafindan bal elde
etmek icin camur, kitiik ve tahta kutularda yetistirilmektedir. Giiniimiizde kullanilan
kovanlarin kullanimma gegilince tiim diinyada baldan balmumuna kadar genis bir iiriin
yelpazesi olusmustur. Aricilik iiriinleri gida sektorii, kozmetik sektorii, saglik sektorii ve
kimya sektorl gibi bircok sahada kullanim alani bulmaktadir (Doganay ve Girisgen,
2017). Bunlara ek olarak arilar biyogesitlilik ve bitki tlrlerinin polinasyonu igin
gereklidir. Boceklere bagli polinasyonun gida sektoriine katkilarinin 153 milyar dolar
oldugu tahmin edilmektedir (Gallai ve ark., 2009). Meyve ve sebze uretiminde, 115 6nde

gelen kiiresel gida {irtiniin 52 si dogrudan bal arilarina baglidir. Buna ek olarak iiretilen



meyvelerin kalitesi, lirlin miktari, boyutu bal arilarinin kullanilmasiyla artmaktadir (Klein
ve ark., 2007).

Dinyada toplam 81 milyon ar1 kolonisi bulunmaktadir. Koloni sayisi
bakimindan 6nde gelen iilkeler Hindistan, Cin, Turkiye, Etiyopya ve Rusya, bal
uretiminde 6nde gelen tlkeler ise Cin, Turkiye, Arjantin, Rusya ve ABD’ dir (Doganay
ve Giriggen, 2017). Avrupa llkeleri ve ABD’ de yillar gectikce koloni sayisi azalirken
Asya, Avrupa ve Giiney Amerika’ da artmaktadir (Vanengelsdorp ve Meixner, 2010).
Avrupa kitasinda toplam 13 milyon koloni bulunmakta ve iki ylz yirmi bin ton bal elde
edilmektedir (Chauzat ve ark., 2013). ABD’ de koloni sayisinin 2009 verilerine gore 2.3
milyon oldugu diisiiniiliirse, koloni sayisinin son elli yi1lda % 61° den daha fazla azaldig1
gorilmektedir. Bu azalmanin bakteriyel, viral, paraziter hastaliklarin yanisira tarim
ilaglarinin yaygin kullanimi ya da iklim, beslenme, zayif kralige ari, sosyo-ekonomik
faktorler ve sebebi bilinemeyen bircok faktor olarak gosterilebilir (Van Engelsdorp ve
Meixner, 2010).

Ulkemizde cumhuriyetin ilk yillarindan itibaren bal ve ar1 iiriinlerini arttirmak
amactyla mevcut sorunlarin tespiti ve giderilmesi aricilik faaliyetlerinin artmasina sebep
olmustur. 1. Ziraat kongresi ile modern ariciliga tam anlamiyla gegilmis ve Tarim
Bakanlig1 biitcesinin her yil diizenli olarak arttirilmast ile ariciligin iilke ekonomisine
onemli katkis1 olmustur (Yurtoglu, 2017). TUIK (2015) verilerine gore tlkemizde 7
milyon 486 bin 621 koloni bulunmakta ve 107 bin ton bal tiretimi gergeklestirilmektedir.
Bu rakamlarla diinyada koloni sayisindan ii¢iincii, bal {iretimi agisindan ise ikinci sirada
gelmektedir. Mugla, Ordu, Adana, Aydim, Antalya, Mersin ve izmir koloni saysi ile bal

tiretiminin en yogun oldugu illerimizdir.

2.3. Bal Arnis1 Viruslar

Dogada bulunan hemen hemen her canlinin virusla enfekte olmasi, virus
cesitliligini arttirmaktadir. Bu ¢esitlilik viral genomun sekli, genom organizasyonu, farkl
konakg1 ve dokular1 enfekte edebilmesi ile ilgilidir. Birgogu, sadece elektron mikroskobu
ile gorilebilecek kadar kuglktur ve persiste enfeksiyonlar seklinde goriilmektedir (Hails
ve ark., 2008; de Miranda, 2012).

Ar1 kolonileri, bir veya birden daha fazla bal aris1 virusu ile enfekte olmalari
durumunda da saglikli goriinmeye devam edebilmektedirler. Bu tir enfeksiyonlar

nesilden nesile koloniye zarar vermeden popiilasyonda varligini siirdiirebilmekte; ancak



baz1 biiylime evrelerinde veya organlarda tekrar stimiile olarak akut veya Oliimciil
enfeksiyonlara sebep olabilmektedirler (Ribiére ve ark., 2008).

Bazi ar1 viruslar1 Nosema spp. ve Varroa destructor gibi parazitler ile
iligkilendirilmektedir. Bunlarin yani sira ar1 viruslart kovan bdceklerinde (Aethina
tumida; Eyer ve ark., 2009), akarlarda (Tropilaelaps spp.; Dainat ve ark., 2008),
karincalarda (Sebastien ve ark., 2015), yabani arilar ve esek arilarinda da tespit edilmistir
(Riebiere ve ark., 2012).

2.3.1. Tarihce

Yaklagik olarak 24 ar1 virusunun varligi bilinmektedir (Yesilbag, 2017b).
Filamentous Virus (AmFV) ve Apis Iridescent Virus (AlV) haricinde tamami izometrik
sekle sahip tek iplik¢ikli RNA (Ribonukleic Acid) genomu tasiyan viruslardir (Sekil-1).
Boyutlarindaki farkliklar diginda birgok ar1 virusu yap1 ve sekil yoniinden birbirinden
ayirt edilemezler. Sadece CBPV izometrik olmayan bir sekle sahip oldugu icin diger ar1
viruslarindan farklidir. Bununla birlikte, viruslar genetik ve protein kompozisyonu
bakimindan birbirlerinden olduk¢a farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar ayirici
tanilarin temelini olusturan 6zelliklerdir (Bailey ve Ball, 1991; de Miranda, 2008; Ribiére
ve ark., 2008).

Sekil 1. Picornavirus kapsid yapisi ve organizasyon semasi. Dicistroviruslar ve Iflaviruslar benzer

konformasyonlar icerirler (Viral Zone, 2018)

Ar viruslari diinya ¢apinda oldukca yaygindirlar. Birgok ar1 virusu bireysel veya
koloni seviyesinde 6liimciil zararlar verebilmesine ragmen koloni icerisinde ve koloniler
arasinda diistik titrede ve zararsiz bir sekilde yayilmaya devam edebilmektedir. Diger ar1

patojenlerine gore ar1 viruslarinin daha zor tanimlanmalari, hastalik siirecinin tam olarak



bilinmemesi, teshis ve hastalik siirecinin yonetiminde gucliklere neden olur. Molekuler
teshis yontemlerinin duyarliliklarin artmasi ve etkenlerin tespit edilmesinde 6nemli
gelismeler olmasina ragmen, virus tespiti halen gelismekte olan 6nemli bir siire¢ oldugu
icin hastalik gegmisinin, epidemiyolojisinin ve patolojisinin gelistirilmesi adina kapsamli

niceliksel kriterlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Ribiére ve ark., 2008).

2.3.2. Bal Anis1 Virusunun Genel Ozellikleri

Viruslar mikroorganizmalar arasinda en basit yapiya sahiptir; ancak yapisal
Ozellikleri, ¢ogalma sekilleri, hastalik olusturma yontemleri ise karmasik bir yapiya
sahiptirler. Yapisi tek veya cift iplik¢ikli DNA (Deoksiribonukleic Acid) veya RNA’ dan
olusan genetik bir materyal ve onu ¢evreleyen kapsid proteinlerinden olugmaktadirlar.
Baz1 viruslarin yapisinda zarf bulunur. Zarflar yiizey antijenleri ve proteinleri tasimakla
gorevlidir (Yesilbag, 2017a).

Bal aris1 virus kapsidinin dis ylzeyi tekrarlanan 60 protomerden ve VP1, VP2
ve VP3 olan g alt protein biriminden olusur. Bu alt birimlere ilave olarak bazi viruslarda
(BQCV ve ABPV) VP4 proteini bulunur (Govan ve ark., 2000; Leat ve ark., 2000). VP4
viral partikiiliin ylizeyinde bulunmaz, VP1’in altinda i¢ yiizeyde bulunur. Kapsid proteini
virusun RNAaz aktivitesi ve dizensiz ¢evre kosullarindan korunmasinda, konakgi
spesifitesi ve doku tropizminden sorumludur (Chen ve Siede, 2007).

Yapilan elektron mikroskop incelemeleri bal arisit virionlarinin 17-30 nm
capinda kiire seklinde hafif ovoid olduklarini ortaya koymaktadir (Bailey, 1976; Ball ve
Bailey, 1991).

Bal aris1 ve kolonilerinde enfeksiyon olusturan 6nemli viruslar arasinda Israil
akut ari felci virusu (IAPV), Deforme kanat virusu (DWV), Sacbrood virusu (SBV), Akut
art felci virusu (ABPV), Siyah kralige hiicre virusu (BQCV), Kasmir art virusu (KBV)
ve Kronik ar felci virusu (CBPV) 6nemli bir yere sahiptirler (Chen ve Siede, 2007;
Ribiere ve ark., 2008; Yesilbag, 2017h).

2.3.3. Israil Akut Ar Felci Virusu

IAPV ilk olarak 2004 yilinda yuksek mortalite ve ani koloni kayiplarinin
yasandigi Israil” de tespit edildi ve etkenin Dicistroviridae ailesinde yer aldig: belirlendi
(Maori ve ark., 2007). Virus KBV ve ABPV ile genetik olarak yakindir; ayrica bulasma

yollari, ilk konakgidaki yasam dongiileri, yiiksek titrede oliimciil olmalar1 gibi



Ozellikleride benzerlik gostermektedir (de Miranda ve ark., 2010). IAPV diinyada farkli
bolgeler ve cografik kosullarda bulunmaktadir (Chen ve Evans; 2007; Blanchard ve ark.,
2008; Yan ve ark., 2009; Formato ve ark., 2010; Kukielka ve Sanchez-Vizcaino, 2010;
Francis ve Kryger, 2012; Ozkirim ve Schiesser, 2013).

Amerika Birlesik Devletleri genelinde yasanan ani koloni kayiplart ile |APV
arasinda onemli bir baglanti oldugu bildirilmistir (Cox-Foster ve ark., 2007). IAPV
Varroa destructor ‘da replikasyon yetenegine sahiptir ve etkene vektorliik yapmaktadir
(Di Prisco ve ark., 2011; Chen ve ark., 2014). Arilardaki IAPV miktar1 Varroa yogunlugu
ve temas suresi ile pozitif korrelasyon gostermektedir. Ayrica parazit-virus birlikteligi
konake¢1 bagisikligint zayiflatmakta ve virusun replikasyonu artmaktadir (Di Prisco ve
ark., 2011).

Yumurta, larva, pupa, is¢i ar1, erkek ar1 ve kralice arilarda IAPV gorilmektedir,
ayrica etken ari siitii, bal, polen, diski ve spermada da tespit edilebilir. Yavru arilarda
ergin arilara gore goriilme siklig1 daha fazladir. Deneysel olarak yapilan ¢alismada IAPV
enfeksiyonu seviyesi, zayif ve giiglii kolonilere gore farklilik gostermektedir. Gugli
kolonilerde istatiksel olarak mevsimsel farkliliklar goriilmemis, zayif kolonilerde ise
kayiplarin ilkbahardan baslayarak yaz ve sonbahara kadar artarak devam ettigi, kisin ise
kolonin tamamen kayboldugu gozlemlenmistir (Chen ve ark., 2014).

Yeni tanimlanan bir ar1 virusu oldugu i¢in enfeksiyon mekanizmasi, bulagsma

yollari ile ilgili ¢aligmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.4. Deforme Kanat Virusu

Arlarda kanat deformasyonlar1 uzun zamandan beri viruslar ile
iligskilendirilmektedir. Arilarda olusan kanat deformasyonlari ile ilk defa 1980’ 1i yillarin
basinda karsilagilmistir (Bailey ve Ball, 1991). Kanat deformasyonu ve viicut boyunun
kisa olmasina sebep olarak daha Varroa enfestasyonlar1 diisiiniilmiis (Akratanakul ve
Burgett, 1975; Koch ve Ritter, 1991), ancak parazitin az veya hi¢ olmadigi kolonilerde
benzer semptomlar gérilmesine karsin parazitin oldugu bazi kolonilerde semptomlarin
goriilmedigi belirlenmistir (Marcangeli ve ark., 1992; Ball, 1993). Yapilan aragtirmalar
sonucunda etken olarak yuksek titreli ikozehadral simetriye sahip pozitif polariteli bir
RNA virus olan DWYV tespit edilmis (Bailey ve Ball, 1991; Ball, 1993) ve kanatlarda
sekillenen deformasyon ve gelisme geriliginden dolayr bu ismi almistir (Ball, 1993).

DWYV, bal arilarinda kanat deformasyonlarinin yani sira gévde kugulmesine ve renk



bozukluklarina neden olur (Chen, 2004; Chen, 2007). Ayrica etken sadece bal arilarini
degil ayn1 zamanda Vespa crabro tiirii yaban arilarin1 da enfekte ederek kanatlarinda
deformasyonlara neden olmaktadir (Forzan ve ark., 2017).

DWV Iflaviridae ailesinde, zarfsiz, linear, yaklasik olarak 9-11 kb uzunlugunda
bir virustur (Valles ve ark., 2017). Serolojik 6zelliklerinin farkli olmasi nedeniyle ilk
olarak Miswr art virusu (EBV)’ nun Japon susu olarak diisiiniilmiis (Ball, 1989), daha
sonra antiserumunun elde edilmesi ile birlikte farkli bir virus oldugu belirlenmistir
(Ribiere, 2008). Varroa destructor virus-1 (VaDV-1) ve Kagugo virus (KV) ile ayni
aileden olup genetik olarak birbirlerine ¢ok yakinlardir (de Miranda ve Genersch, 2010).

DWYV bal arilarinda en fazla tespit edilen viral etkenlerden birisidir (Chen ve
ark., 2004; Tentcheva ve ark., 2004; Yue ve Genersch, 2005; Berenyi ve ark., 2006;
Gulmez ve ark., 2008; Rodriguez ve ark., 2014; Shumkova ve ark., 2018). Tentcheva ve
ark. (2004b) yaptiklar1 arastirmalar sonucunda kayiplar1 yasanan Fransiz ar1 kolonilerinde
% 97 oraninda DWV tespit etmislerdir. Avusturya’ da yapilan bagka bir arastirmada,
hastalik ve 6liim oldugu bilinen kolonilerde % 91 oraninda DWV bildirilmistir (Berenyi
ve ark., 2006). Chen ve ark. (2004a) tafindan klinik semptom gosteren arilarin % 100’
tinde, klinik semptom gdstermeyen arilarin % 75’ inde etken tespit edilmistir. Ayrica
yavrulu peteklerden alinan 6rneklerde larva asamasinda % 80, pupa asamasinda % 90 ve
toplanan Varroa 6rneklerinde % 92 oraninda DWYV tespit edilmistir.

Viral replikasyonun aktivasyonu ve arilardaki virus enfeksiyonunun
olusumundan sonra virus partikiiliiniin kazanim1 ve bulagmasi, ar1 popiilasyonu i¢indeki
farkli yasam asamalar1 ve farkli bireyler arasindaki parazitlerin varhigr ile
iliskilendirilmektedir (Ribiere, 2008). Bu yiizden DWV’nin ilk tespitinden sonra surekli
olarak V. destructor ile iliskilendirilmistir (Ball, 1989; Bowen-Walker ve ark., 1999;
Nordstrom ve ark., 1999). Varroa ile DWV enfeksiyonu arasindaki yakin iligki, enfeste
olmayan hiicrelere gore enfeste hicrelerde DWV’ nin belirgin bir sekilde fazla tespit
edilmesi ile dogrulanmistir (Bowen-Walker ve ark., 1999). Tentcheva ve ark. (2006) ise
erkek arilarin prepupa evresinde hiicrelerde bulunan parazit miktar1 ile DWV varligi
arasinda pozitif korrelasyon oldugunu belirtmislerdir. Varroa ile miicadele edilen ve
edilmeyen kolonilerin karsilastirildigi bir ¢alismada, 2 hafta araliklarla yaz basindan

ilkbahar sonuna kadar yapilan akarasit tedavisinin sonucu olarak tedavi edilmeyen



kolonide virus miktarinin 1000 kat daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir (Locke ve ark.,
2017).

V. destructor beslenme sekli ile viral replikasyonu aktive edebilmektedir.
Parazitin tlkirik salgisinda bulunan bazi biyokimyasal kompenentleri tam olarak
karakterize edilmese de, ihtiva ettigi proteinler armin humoral ve hucresel immun
sistemini baskilayabilmekte ve Varroa varligi immunsiipresif bir etkiye sebep
olabilmektedir (Gregory ve ark., 2005). Tukuriik salgisinin immunsiipresif etkisinin
latent enfeksiyon mekanizmasinda da etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ribiere, 2008).
Nosema varliginin Varroa’ nin aksine DW'V ile negatif korrelasyon olusturdugu, konake1
bagirsak hiicrelerine tutunmak icin rekabet halinde olduklar1 belirtilmistir (Costa ve ark.,
2011).

DWYV molekiiler olarak yumurta dahil olmak {izere arilarin gelisim evrelerinin
tamaminda tespit edilebilir (Chen ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005b; Chen ve ark.,
2006b). Virus kralige arilarin bagirsak, spermateka ve ovaryum da dahil olmak tizere tim
organlarinda (Chen ve ark., 2005a; Chen ve ark., 2006b), erkek arilarin spermlerinde
(Yue ve ark., 2006) rastlanilmistir. DWV’ nin ar1 sttlinde de tespit edilmesi virusun
horizantal olarak oral yolla bulasabileceginin de kanitidir (Yue and Genersch, 2005).

Virusun viicutta dagilimina gore, klinik belirti gdsteren arilarda bas, toraks ve
abdomende giiclii pozitiflik tespit edilirken, klinik belirti géstermeyen arilarin toraks ve
abdomeninde pozitiflik goriilmesine ragmen bas bolgesinde pozitiflik tespit edilmemistir
(Yue and Genersch, 2005).

DWYV virus miktarinin biliylime evrelerine gore farkliliklar gosterdigi tespit
edilmistir. Virus titresindeki degiskenlik farkli biiylime evrelerinde DWV igin olusan
direnci gosterebilmektedir. Buna gore erkek arilarda virusun daha az ve disiik titreli
olarak tespit edilmesi DWV’ ye kars1 daha direngli olduklarin1 gostermektedir (Chen
20053).

Sonug olarak DWYV ile birlikte gorulen V. destructor enfestasyonu, beslenme
yetersizligi ve elverigsiz iklim kosullari; ani koloni kayiplarmin, yavrulu peteklerdeki
larva ve pupa Olumlerinin, kanatlarda olusan deformasyonlarin sebeplerini
olusturmaktadir (Chen 2005a). Ayrica giiclii kolonilerin zayif kolonilere oranla DWV’ ye
kars1 daha direngli olduklar goriilmektedir (Di Prisco ve ark., 2011).
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2.3.5. Sacbrood Virus

Sacbrood bal arilarinin enfeksiy6z bir hastaligi olup gelismekte olan larvalarda
kayiplara ve karakteristik semptomlara neden olmaktadir. Hastalikli larvalar kese benzeri
bir goriiniim almaktadir (Ball, 1999).

SBV ilk olarak 1913 yilinda tespit edilmesine ragmen (White, 1917),
karakterizasyonu 1964’de (Bailey ve ark., 1964a), tam genom ve molekiler
karakterizasyonu ise 1999 yilinda yapilmistir (Ghosh ve ark., 1999). Virus, Iflaviridae
ailesinde Iflavirus genusu icerisinde, pozitif polariteli, tek iplikcikli 28 nm c¢apinda,
zarfsiz ve yuvarlak RNA virusudur (Bailey, 1968; King ve ark., 2011).

Enfekte olan larva, pupa donemine gecemez ve deri altinda i¢inde SBV ile
zengin s1v1 igeren torbalar meydana gelir. Virus replikasyonu larvada baslar ve daha sonra
enfekte larva inci beyaz renkten solgun sar1 renge doniisiir. Hastaligin ilerleyen
asamalarinda larvanin derisi sert ve i¢i sivi dolu kese seklini almaktadir. Bu goriniimden
dolay1 hastalik kese/torba anlamina gelen Sacbrood olarak isimlendirilmistir (Bailey,
1975). Ol larva, ilerleyen asamalarda koyu siyah renkte goriilmektedir. Bu dénemde
siklikla Amerikan yavru ¢irtikligii ile karistirilmaktadir, ancak Sacbrood ile enfekte
larvalar yavru gozlerinden kolayca ayrilabilirken, Amerikan yavru ciiriikligiiniin oldugu
petek gozlerinde bulunan larvalar uzamaktadir (Sekil-2). Bu durum sahada hastaligi ayirt
etmede 6nemli bir kriterdir (Chen ve Siede, 2007).

SBV hem larva hem ergin ar1 déonemlerinde goriilebilmesine ragmen, hastaliga
oOzellikle 2 glinluk larvalar daha duyarlidir (Ball ve Bailey, 1997). Ergin arilar hastalig
tagirlar fakat larvalar kadar etkene duyarli degillerdir (Chen ve Siede, 2007).
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Sekil 2. Amerikan yavru ¢iirtikliigiinde yavrulu peteklerin petek hiicresinden uzaklastirilirken iplik
seklinde uzama gorllmektedir. Bu uzama Sacbrood enfeksiyonlarinda goriilmemektedir

(http://beeaware.org.au/archive-pest/american-foulbrood/)

Varroa enfestasyonlarmin bulundugu kolonilerde etken tespit edildiginden, bu
hastaliga Varroa’ nin katkis1 oldugu disiiniilmektedir. Virusa Varroa’ nin salyasinda
rastlanmistir (Shen ve ark., 2005a). Deneysel olarak yapilan enfeksiyonlarda SBV ile
kontamine Varroa’ nin saglikli pupalara etkeni bulastirdigi bildirilmistir (Ball, 1989).
Tentcheva ve ark. (2004b) V. destructor tespit edilen kolonilerin % 14’ iinde SBV’ yi
tespit etmislerdir. Shen ve ark. (2005b) SBV tespit edilen kolonide karsilastirmali yapmis
olduklar1 ¢alismada, Varroa bulunmayan hiicreler ile Varroa enfeste olan hiicrelerdeki
virus miktarlarinin farkli olmadigini tespit etmislerdir. Ayrica virusun Varroa’ da replike
olduguna iligkin bir veri olmamasi, parazitin virusu enfekte arilardan edinmis olabilecegi
ihtimalini olusturmaktadir (Ribiere, 2008).

Hastaligin varligt mevsimsel olarak degisiklik gostermektedir. ilkbahar ve yaz
mevsimlerinde daha sik goriiliirken, kisin daha az rastlanilmaktadir (Chen ve Siede,
2007). Hastalik yaz aylarinda pupalara oranla ergin arilarda daha fazla goriillmektedir.
Ergin arilarin % 68’ inde, pupalarin % 18’ inde etken tespit edilmistir (Tentcheva ve ark.,
2004b).

SBV enfeksiyonu yildan yila persiste olarak kolonide kalabilmektedir. Geng
arilar, oli larvalar1 koloniden atma yani temizleme esnasinda etkeni alirlar. Virus
hipofarengeal bezlerde birikmeye baslar (Bailey, 1969a) ve ergin isci ar1 olduklarinda
larvalart besleme sirasinda glandular sekresyonla virusu bulastirir. Arilar glandular

sekresyonlar1 polen toplarken kullanmaktadir. Polen yiksek mikarda virus ihtiva
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ettiginde taze polenle beslenen kolonide bulunan larva ve geng arilar virus ile kolaylikla
enfekte olabilmektedir. Ergin arilardan larvalara bal, ar siitii ve polen gibi kontamine
gidalar araciligiyla SBV' nin horizontal olarak bulagsmasi molekiiler teshis yontemleri
kullanilarak dogrulanmistir (Shen ve ark., 2005a). SBV yumurta, larva, pupa ve ergin
donemleri olmak tizere arilarin tiim gelisim evrelerinde tespit edilmistir (Chen ve ark.,
2005a; Shen ve ark., 2005a; Chen ve ark., 2006b). Chen ve ark. (2006b) 10 kralige armnin
6’ sinda ve pozitif bulunan 6 krali¢e arinin yumurtalarinda SBV tespit etmislerdir. Tiim
bu sonuglar goz oniine alindiginda etkenin transovarial olarak bulastig1 fakat birincil
bulagsma yolunun beslenme yolu oldugu diistiniilmektedir (Ribiere, 2008).

Art isletmelerinde yaygin olarak goriilen bu hastalik; Avrupa ve diinyanin bir
cok bolgesinde gorilmektedir (Grabensteiner ve ark., 2001; Tentcheva ve ark., 2004;
Berenyi ve ark., 2006; Antunez ve ark., 2006; Nielsen ve ark., 2008; Freiberg ve ark.,
2012; Yang ve ark., 2013).

2.3.6. Akut An Felci Virusu

ABPV laboratuvar ¢aligsmalari sirasinda tesadiifi olarak bulunmus fakat dogada
arilarin hastaligl veya 6liimiiyle dogrudan iliskilendirilememistir. Beslenme, piiskiirtme
ve enjeksiyon yoluyla yapilan deneysel enfeksiyonlar sonucu etkenin 2-4 giin arasinda
titreme, kanatlarda ve viicutta felg, 1-2 giin igerisinde de 6liimlere yol agtig1 bildirilmistir.
CBPV ile benzer semptomlar gostermesine karsin daha erken Oliimlerin goriilmesi
sebebiyle bu ismi almistir (Bailey, 1963).

Virus, Dicistroviridae ailesinde Aparavirus genusu igerisinde zarfsiz, linear,
pozitif polariteli, 8-10 kb uzunlugunda, 30 nm boyutunda, tek iplik¢ikli RNA virusudur
(Valley ve ark., 2017). IAPV ve KBV ile ayni virus ailesi i¢inde yer alir ve antijenik
benzerlik gosterir (de Miranda ve ark., 2010). Yapilan ilk serolojik testler sonucunda
klinik semptom gostermeyen arilarda CBPV ve ABPV’ nin diisiik titrelerde oldugu,
semptom goriilen arilarda ise sadece CBPV’ nin yiiksek oranda oldugu, ABPV’ nin ise
bulunmadigr tespit edilmistir. Bu tespit enfeksiyonun dogada arilar1 etkilemedigi
goriisiine sebep olmustur (Bailey, 1963). Molekiiler teshis metodlarinin ilerlemesiyle
birlikte etkenin dogada da bulundugu, klinik semptom gostermeden ergin arilarda tespit
edilebilecegi bildirilmistir (Genersch ve Aubert, 2010).

ABPV bal arilariin gelisim evreleri olan larva ve ergin arilarda tespit edilmistir.

Ergin arilarda virus miktarina ve parazit enfestasyonuna bagli olmak iizere genellikle
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klinik semptom gostermeksizin 6zellikle yaz aylarinda kolonilerde bulunabilmektedir
(Bailey ve ark., 1981).

ABPV’ nin arilarin beyin ve glandular bezlerinde tespit edildigi (Bailey and
Milne, 1969), aym1 zamanda diskilarinda da virus partikilinin bulundugu bildirilmistir
(Bailey and Gibbs, 1964). Kolonilerde etkenin en onemli bulasma kaynagi enfekte
arilarin  glandular sekresyonunda bulunan virus partikiilinin larvanin beslenmesi
sirasinda agiz yolu ile alinmasi seklinde olmaktadir. Fazla miktarda virus partikili
vicuda alinmissa, enfekte olan larva 6lmekte ya da klinik semptom gostermeden ergin
konakg1 olarak yagamina devam etmektedir (Bailey ve Ball, 1991). Ayrica, erkek arilarin
spermlerinde etkene rastlanmasi vertikal bulasma olabilecegini gostermektedir (Yue ve
ark., 2006).

Deneysel olarak enfekte edilen arilarda Varroa destructor’ un virusu alarak
saglikli pupalara aktardigi gosterilmistir (Ball, 1983). Enfekte konak¢idan
uzaklastirildiktan 36 saat sonra etkeni iletebildigi ve sonraki birka¢ konakg¢iyr daha
enfekte ettigi ifade edilmistir. Virusun her bulagsmada azalmasi ve virusun kazanima ile
bulasma arasinda latent donem olmamasi, Varroa’ da replikasyonun olmadigini
diistindirmektedir. ABPV’ nin Varroa araciligiyla etkili sekilde bulas saglanmakta fakat
replikasyon olduguna dair kesin bir kanit bulunmamaktadir. Enfeksiyon, sistemik olarak
enfekte olmus arilarin hemolenf yoluyla alinmasi ve sindirim sisteminde birikmesi
sonucu olusabilmektedir (Wiegers, 1988). Bazi ¢alismalarda etkenin Varroa’ da tespit
edilmis olmasi, Varroa’ nin bulagsmadaki 6nemini ortaya koymaktadir (Bakonyi ve ark.,
2002; Tentcheva ve ark., 2004b; Chantawannakul ve ark., 2006). V. destructor’ un koloni
sonmelerindeki roliinii detaylandirmak gerekirse; ABPV bir kolonide klinik semptom
gosterdiginde ve kolonide parazit populasyonu fazla oldugunda etkenin arilara bulagsmasi
daha hizli olmaktadir. Bu durum kolonin sonmesine sebep olmaktadir (Martin, 2001).

Son bes yil icinde ABD’ de ar1 kolonilerinde ABPV sporadik enfeksiyon
olusturmaktadir (Chen ve Siede, 2007). Avusturya’ da en ¢ok goriilen ikinci viral ari
hastaligidir (Berenyi ve ark., 2006). Avrupa’ da ve ABD’ de Varroa ile birlikte bir¢ok
kolonin azalmasina ve sonmesine sebep olmustur (Bakonyi ve ark., 2002; Antunez ve
ark., 2006; Berenyi ve ark., 2006). Fransa’ da arilarda ve V. destructor’ de etkenin
insidensi ve mevsimsel olusumu arastirtlmistir. Bunun igin 360 farkli kovandan klinik

semptom gosteren ergin ar1 ve pupa toplanmistir. ABPV ergin arilarin % 58’ inde,
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pupalarin % 23’ {inde tespit edilmistir. Bu kovanlarda tespit edilen Varroalarin % 36’
sinda ABPV tespit edilmistir. Virus, enfeste kolonilerde daha ¢ok yaz sonu ve sonbaharda
tespit edilmistir ki bu mevsimler Varroa varligmin zirve yaptigi mevsimlerdir. Bu da
virusun Varroa ile tasindigina dair hipoteze katki saglamaktadir. Fakat arilarin ABPV
pozitif olarak bulundugu kovanlardan alinan Varroa orneklerinin pozitif ¢ikmamasi,
etkenin bireyler arasi temas ile bulasmis olabilecegini de diisiindiirmektedir (Tenchteva
ve ark., 2004b).

Sonug olarak ABPV diinyada yaygin olarak goriilmesine karsin Siklikla klinik
belirti gostermezken kolonilerde yasanan kayiplar genellikle Varroa enfestasyonu ile

birlikte iliskilendirilmektedir (Ribiere, 2008).

2.3.7. Siyah Kralige Hiicre Virusu

BQCV ilk defa olii kralige larva ve pupalarinda tespit edilmistir. Yetistikleri
kapli petek htcrelerinde ¢ilirimiis ve siyah renkli olarak bulunmuslardir. Hiicrenin siyah
renkli olmasindan dolay hastalik bu isim ile adlandirilmistir (Bailey ve Woods, 1977).

Etken, Dicistroviridae ailesinde Triatovirus cinsi icerisinde yer alan zarfsiz,
linear, pozitif polariteli, 8-10 kb uzunlugunda, 30 nm boyutunda, tek iplik¢ikli RNA
virusudur (Spurny ve ark., 2016).

BQCV daha cok petek hiicreleri kapali durumda kralice larva ve pupalarini
etkiler. Baharda ve yazin ilk haftalarinda kralige yetistiriciligi yapilan kolonilerde virus
enfeksiyonlart yiiksek insidens gostermektedir (Ribiere, 2008). Bu hastaligin erken
donem semptomlar1 SBV ile benzemektedir. Etken larva doneminde kolayca ¢ogalabilir,
pupa evresine gegtiginde enfekte pupa siyah renge doner ve hizli bir sekilde 61am gorulur.
Kralice hiicreleri siyah renkli olur ki bu da hastalifi karakterize eden goriintiiyii
olusturmaktadir. Is¢i arilar BQCYV ile enfekte olabilir fakat klinik bir bulgu gézlenmez.
Virus partikilil is¢i arilar tarafindan agiz yoluyla alindiginda replikasyon sekillenmez
(Chen ve Siede, 2007).

Molekiiler olarak yapilan calismalarda etkenin vertikal olarak bulastigi tespit
edilmistir. 10 kralige ar1 ve bunlarin yumurtalarindan olusturulan havuzlarda (her havuz
50 yumurta) BQCV bulunmustur. 100 larvanin ve 100 ergin arinin sirasiyla % 25 ve %
4’ {inde etken tespit edilmistir (Chen ve ark., 2006b). BQCV kralige arilarin sindirim
sisteminde ve ovaryumlarinda belirlenmis olup bas, hemolenf ve spermetekalarinda

bulunamamustir (Ribiere, 2008).
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Hastalik salginlari siklikla Noesama apis ile iligkilendirilmektedir. Kolonilerde
Nosema’ nin varligi ilkbahar ve yaz aylarinda artarken, BQCV’ nin varliginda da artis
gorulmektedir (Bailey, 1981). N.apis ile enfeste kolonilerde BQCV’ nin ergin arilarda
hizli bir sekilde ¢ogaldig1 goriilmiistiir (Bailey, 1982a).

N. apis ergin arilarin sindirim siStemini enfekte ettiginde BQCV’ nin bu dokulara
olan duyarlilig1 artmaktadir. Ingiltere ve Galler’ de N. apis ile enfeste kolonilerde BQCV
tespit edilmistir (Bailey ve ark., 1981). Baska bir saha arastirmasinda, Avusturya’da
BQCV bulunan kolonilerin % 78’ inde N. apis pozitif, N. apis ile enfeste olan bu
kolonilerin ise %75 1 BQCV pozitif olarak tespit edilmistir (Berenyi ve ark., 2006).

Varroa’ nin diger ar1 etkenlerinde oldugu gibi BQCV’ nin de bulagsmasinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Bailey ve ark., 1976). Tayland’ da ar1 kolonilerden toplanan
Varroalarda BQCV bulunmasi bu durumu desteklemektedir (Chantawannakul ve ark.,

2006).

2.3.8. Kasmir Ar1 Virusu

Asya orjinli olan KBV, ilk defa Apis cerena cinsi bal arilarindan izole edilmistir
ve Apis cerena kullanilarak hazirlanan inokulumlar ile A. mellifera cinsi bal arilarina
enjekte edildiginde oliimler goriilmiistiir. Adin1 Hindistan’in kuzeybatisinda bulunan
Kasmir bolgesinden almistir (Bailey ve Woods, 1977). Daha sonra etken Avusturalya’da
toplanan A. mellifera drneklerinde tespit edilmistir (Bailey ve ark., 1979).

Etken, Dicistroviridae ailesinde Aparavirus genusu igerisinde zarfsiz, linear,
pozitif polariteli, 8-10 kb uzunlugunda, 30 nm boyutunda, tek iplik¢ikli RNA virusudur
(Valley ve ark., 2017). TIAPV ve ABPV ile ayni virus ailesindedir ve bu iki virus ile
antijenik olarak yakindir (de Miranda ve ark., 2010).

Laboratuvar ortaminda ergin ar1 ve larvalara KBV enjekte edilmesi hizli seyirli
Olimlere yol agmaktadir; ancak ABPV gibi ergin arilarda paraliz benzeri semptomlar
olusturmamaktadir. KBV bilinen tiim ar1 viruslari i¢inde en 6liimciil olanidir; hem ergin
arilara hem de pupalara birkag virus partikiilii enjekte edildiginde viriis hizla ¢ogalmakta
ve li¢ glin i¢cinde 6liime neden olmaktadir. Ergin arilar etkenin bulundugu gidalar ile
beslendiginde enfeksiyon olusmadigi gozlenmistir. Canli arilar arasinda kiitikulaya
dogrudan temas yoluyla etkenin bulasmis oldugu diisiiniilmektedir (Bailey ve ark., 1979).
Pupalara enjekte edildiginde KBV’ nin LDsg degeri 35 virus partikiili olarak

hesaplanmustir. Inokulasyondan sonraki 24 saat igerisinde virus en yiiksek degerine
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ulagsmugtir (Dall, 1987). KBV arilarin biyolojik evrelerinin tamaminda (Hornitzky, 1981,
Hornitzky, 1982) ve Kklinik semptom gdstermeden persiste enfeksiyon seklinde
bulunabilmektedir (Dall, 1985; Anderson ve Gibs, 1988).

KBV enfeksiyonunun insidensi diger ar1 viruslart DWV, BQCV, SBV, ABPV
ile kiyaslandiginda diisiiktiir. Fransa’ da yapilan bir ¢aligmada ¢aligmada ergin arilarda %
17, pupalarda ise % 5 oraninda KBV tespit edilmistir (Tentcheva ve ark., 2004). Avrupa’
da insidensi diisiik olmasina ragmen, ABD’ de oldukg¢a yaygin olarak goriilmektedir
(Allen ve Ball, 1996). Almanya, Macaristan, Slovenya, Liksemburg, Polonya ve
Avusturya’ dan toplam 281 koloniden 25 koloni KBV pozitif olarak tespit edilmistir.
KBYV enfekte kolonilerin 20’ sinde aricilarin sikayetci olduklari rapor edilmistir. Bunlarin
15’ i kigin goriilen yiiksek 6liimlerden, 5° 1 ise zayif koloni, baharin kisa slirmesi ve kovan
zararlilarindan sikayet¢i olmuslardir. Diger KBV pozitif 5 kolonide ise klinik tabloya
rastlanmamustir (Siede ve ark., 2005).

KBV siklikla Varroa ile iligskilendirilmektedir. Klinik semptom gdstermeyen
persiste enfeksiyon, Varroa varligiyla beraber 6limcil seviyede aktive olabilmektedir
(Bailey ve ark., 1979). Ar1 kolonilerinde yiiksek Varroa enfestasyonlari yiiksek virulansla
sonuclanmaktadir (Hung ve ark., 1996). Varroa KBV igin 6nemli bir vektordir ve virus
pozitif olan aridan etkeni alarak negatif olan ariya beslenmesi sirasinda tasir (Chen ve
ark., 2004b).

ABPV ve KBV varligi mevsimsel olarak farkliliklar gostermektedir. Her ikisinin
de insidensi az olmasimna ve ABPV Varroa varlig: ile birlikte yaz aylarinda daha sik
goriilmesine ragmen, KBV ilkbahar aylarinda daha sik tespit edilmektedir (Tenctheva,
2004).

2.3.9. Kronik An Felci Virusu

CBPV bal arilarinda enfeksiyoz ve bulasici bir hastaliga neden olmaktadir. Hasta
arilar tiiysiiz ve siyah renklidir, bu yilizden ‘hairless black syndrome’ ya da ‘little black’
olarak isimlendirilmistir. Izolasyon ve karakterizasyonu ilk olarak Bailey ve ark. (1963)
tarafindan yapilmstir.

CBPV’ nin fiziko-kimyasal o©zellikleri, simetrisi ve boyutu, genomik
organizasyon ve yapisi tamamen farklidir. Viral partikil 30-60 nm boyunda 20 nm
genigligindedir. Tek iplik¢ige sahip olan RNA; RNA1 (3674 nt) ve RNA2 (2305 nt)

olmak {iizere iki parcadan olugsmaktadir (Oliver ve ark., 2008b). Uluslararasi Virus
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Taksonomi Komitesi tarafidan siniflandirilmast yapilmamistir (ICTV, 2018); ancak
RNA1-ORF3 Nodaviridae ve Tombusviridae aileleri ile benzerlik gostermis oldugu
bildirilmektedir (Oliver ve ark., 2008b). Runckel ve ark. (2011) tarafindan CBPV benzeri
Lake Sinai Virus 1 (LSV-1) ve Lake Sinai Virus 2 (LSV-2) tespit edilmistir. Yeni bulunan
mosinovirus CBPV ve LSV ile benzerdir; bu viruslarin birlikte yeni bir virus ailesi altinda
siiflandirilmasi diisiiniilmektedir (Schuster ve ark., 2014).

Ergin arilarin viral hastaliklarinda fiziksel ve davranissal olarak gézlemlenebilen
en 6nemli semptom paralizdir. Paralizin klinik olarak belirtisi titreme ve ucamayan
arilarin kovan Oniinde kiimelesmesi olarak tanimlanmaktadir (Ball ve Bailey, 1997).
CBPV enfeksiyonlarinda tip-1 ve 2 olmak Uzere iki farkli klinik sendrom vardir (Bailey
ve Ball, 1991; Ball ve Bailey, 1997).

Tip 1 sendromu, Britanya'da en yaygin goriilen, kanatlarin ve etkilenen arilarin
viicutlarinda anormal titreme hareketleri goriilen formdur. Bu arilar u¢amazlar, yiirimeye
calisirlar ve kovan Oniinde yerde, bitkilerin {izerinde kiimeler olustururlar. Kovan i¢indeki
arilar ise g¢ercevenin en istiinde bulunurlar. Karmn bdlgeleri sismis ve genislemistir.
Bunun sebebi arilarda bulunan bal kesesinin sivi ile dolmasi ve sismesidir. Hastalik
belirtilerinin baslamasindan birka¢ giin sonra hasta arilar dlmeye baslar. Siddetli
enfeksiyon geciren kolonilerde 6zellikle yazin sicak donemlerinde koloni sdonmeleri
goriiliir. Kovanda sadece kralige ar1 ve birkag isci ar1 kaldigi gézlemlenir (Ribiere ve ark.,
2010). Tip 2 sendromda ise arilar ugabilir fakat tiiysiiz ve koyu-siyah renktedirler.
Kolonide bulunan saglikli bireylerden daha kiiciik goriiniirler ve karmlarinda bulunan
siskinlikten dolay1 nispeten ayrilirlar. Parlak goriintimlidarler, 1s1k altinda govde kaygan
ylizeyli goriiniir. Kolonideki diger arilarin saldirilarina maruz kalirlar. Birkag gun iginde
ugamamaya baglarlar, titreme ve ardindan 6liim gergeklesir (Ribiere ve ark., 2010).

Tip 2 sendromu gosteren arilarda Tip 1 sendromu gosteren arilardaki kadar
CBPV partikiilii tespit edilmis, serolojik olarak Tip-1 ve Tip-2’ nin ayirt edilemeyecegi
bildirilmistir (Rinderer and Green, 1976). Ayrica baz1 durumlarda kolonilerde Tip 1
sendrom ve Tip 2 sendromu ayn1 anda ortaya ¢ikabilmektedir (Ribiere ve ark., 2010).

Titreme ve surinmenin birgcok hastaligin belirtisi olmasindan dolay1 farkli
hastaliklar ve kimyasal intoksikasyonlar ile karigabilir. Arilarin koloni Onlerinde
strinmesi durumunun Nosama apis, Malpighamoeba mellificae ve Acarapis woodi gibi

enfeksiyonlarda da goriilmesi hastalik teshisi agisindan oldukga kafa karistiricidir (Ball
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and Bailey, 1997). Bailey (1967) kovan girislerinde siiriinen ar1 bulunan kolonilerin %
70’ inde belirtilen parazit enfeksiyonlarin bulunmadigini, CBPV oldugunu bildirmistir.
CBPV'nin dogal kosullarda paralitik semptomlar1 tetikleyen birincil bal aris1 virusu
oldugu soylenebilir.

Klinik semptom g0riilen arilarda CBPV viral yiikiiniin en fazla oldugu yer
beyindir (Blanchard ve ark., 2007; Olivier ve ark., 2008b). Paralizden etkilenen arilarin
Ozellikle somata ve noropatik bolgelerinin etkilendigi in-situ hidridizasyon teknigi ile
gosterilmistir. Ozellikle beynin duyusal ve gorsel norofilleri gibi noronal bolgelerde
CBPV partikiil sayisinin ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir (Oliver ve ark., 2008Db).

CBPV igin en iyi bilinen iki bulasma yolu vardir. Bunlardan ilki kalabalik
kolonilerde hastalikli bireylerden saglikli bireylere kontakt yol ile viral etkenin bulagsmasi
(Bailey ve ark., 1983), ikincisi ise fel¢li arilarin diskilarindan yayilan virus partikiltnun
saglikli arilar tarafindan oral yolla alinmasidir (Ribiere ve ark., 2007). Iki bulasma yolu
da genellikle ilkbahar aylarinda ve yaz baslangicinda koloni sayisinin artmasi sirasinda
gorilur (Ribiere ve ark., 2010). Deneysel enfeksiyonlar, saglikli ergin arilarda klinik
semptomlarin, inokulumun enjeksiyonundan 5-6 giin sonra oldugunu gostermektedir. Bu
durum dogada da ayni siirede olusmaktadir (Chevin ve ark, 2012; Amiri ve ark., 2014).

Bal aris1 viruslarinin bazilarinin bulasmasinda parazit vektorler énemli rol
oynamaktadirlar. BQCV Nosema spp. ile iliskilendirilirken, DWV ve ABPV’ nin
bulagsmasinda ise Varroa destructor rol oynamaktadir. Yapilan deneysel enfeksiyonlar
CBPV ile Nosema ceranea arasinda olusan sinerjizmanin arilarin 6liimiine yol a¢tigini
gostermistir (Toplak ve ark., 2013) fakat bu sinerjizmanin dogal enfeksiyonlarda olup
olmadigi bilinmemektedir (Ribiere ve ark., 2002). Yapilan ¢alismalarda Varroa ile CBPV
arasinda ilgi olmadig: bildirilmistir (Ribiere ve ark., 2002; Tenctheva ve ark., 2004),
ancak Celle ve ark. (2008) Varroa’ da virus partikiiliinii tespit etmistir. Ayrica Formica
rufa ve Camponotus vagus cinsi karincalarda etken tespit edilirken, bulagsma yolunda
nasil bir etkisinin oldugu heniiz belirlenememistir (Celle ve ark., 2008).

Enfekte ar1 kolonilerinde molekiiler teshis yontemleri kullanilarak yumurtadan
ergin bireye kadar tiim biyolojik evrelerinde CBPV tespit edilmistir (Blanchard ve ark.,
2007) fakat sadece ergin bireylerde hastalik gériilmektedir (Ribiere ve ark., 2010). Kovan
girisinde bulunan bekg¢i arilarin viral yiikiiniin, polen toplayan ve kovan i¢inde bulunan

arilara gore daha fazla oldugu belirlenmistir (Blanchard ve ark., 2007). Ani koloni
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kayiplarinin yasandigi kolonilerde ise kralige arilarin ve ¢ok az ig¢i arinin kolonide
kaldig1 goriilmiistiir (Ribiere ve ark., 2010).

CBPV diinyanin birgok bélgesinde her mevsimde sporodik olarak gordlir. Etken
kolonilerde ani ve hizli kayiplara yol agmayabilir fakat is¢i arilarda onemli kayiplar
verilmesine sebebiyet verir. Enfeksiyonun koloni tzerinde etkileri net olarak ortaya
konulmasada, zay1f bal aris1 kolonileri igin 6nemli bir risk faktorii oldugu agiktir (Chen

ve Siede, 2007).

2.4. Genomik Yapi1 ve Organizasyon

FilamentOz virus ve Apis iridescent virus disinda kalan tim bal aris1 viruslari
pozitif polariteli, ikozahedral pseudo T=3 simetriye sahip, zarfsiz ve farkli biyolojik
ozelliklere sahip RNA viruslaridir. Kapsidin dig yapisi birbirini tekrarlayan 60
protomerden olusurken, VP1, VP2, VP3 olmak iizere {i¢ yapisal protein bulunur. BQCV
ve ABPV gibi baz1 viruslarda ise, kiiglik bir protein olan VP4 bulunur (Govan ve ark.,
2000). VP4 viral partikiiliin dis yapisinda bulunmaz, i¢ yiizeyde VP1’ in altinda yer alir.
Kapsid proteinleri RNase aktivitesi ve diizensiz ¢evre kosullarindan korunmada, konakg1
spesifitesi ve doku tropizminde 6nemli rol oynar (Chen ve Siede, 2007).

Pozitif polariteli RNA viruslar1 viral proteinlerin translasyonunda mRNA
(Messenger Ribonucleic Acid) gibi rol oynamaktadirlar. Virusun replikasyonu konakg1
sitoplazmasinda gergeklesmektedir. Virus konakg¢i hiicrenin yiizeyine tutunmakta,
konake1 hiicre zarindaki resoptorler araciligiyla hiicre yiizeyine baglanmakta ve bu
sekilde konake1 hiicreye girmektedir. RNA genomu, konakg1 hiicrenin igine girdikten
sonra RNA replikasyonu i¢in yapisal ve yapisal olmayan proteinler olusturmak iizere
protein oncilerine gevrilmektedir. RNA bagimli RNA polimeraz enziminin yardimi ile
pozitif iplikgikten negatif iplikgik kopyalanmakta, yeni genomik iplik¢iklerin ¢ogalmasi
icin bir sablon gorevi gormektedir. Pozitif iplik¢ikli RNA ve yapisal proteinler
tiretildiginde, viral partikiiliin paketleme islemi ger¢eklesmektedir. En son olarak virion
hiicre ylizeyinden salinmaktadir (Yesilbag, 2017D).

Bal aris1 viruslarmin birgogu picorna-like virus siper ailesine ait olup, ailenin
karakteristik 6zelliklerini tagimaktadirlar. Kapsid proteinlerle cevrili RNA genomu, VPg
olarak adlandirilan kii¢iik bir protein bulundurmaktadir. VPg proteini RNA genomunun
5’ ucundan stabilizasyonunu saglamakta ayrica translasyon ve transkripsiyonda gorev
almaktadir (Chen ve Siede, 2007).
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Bal aris1 viruslarinin genom uzunlugu, poly-A kuyrugu hari¢ 8500-10.140 bp
arasinda degismektedir. SBV, DWV tek genis bir Open Reading Frame (ORF) icerirken,
IAPV, KBV, ABPV ve BQCV iki ORF i¢ermektedir. Genomik organizasyonun olusumu
bakimindan bal aris1 viruslar1 ikiye ayrilmaktadir. IAPV, ABPV, KBV ve BQCV
monopartit bisistronik yani 5* ucunda bulunan ORF tarafinda yapisal olmayan proteinler
kodlanirken, 3* ucunda bulunan ORF tarafinda yapisal proteinler kodlanir. DWV ve SBV
ise monopartit monosistronik (Mayo, 2002), CBPV ise bipartittir, RNA1 ve RNA2
fragmentlerinde sirasiyla ii¢ ve dort overlapping ORF bulunmaktadir (Olivier ve ark.,
2008b). Disicistroviridae, Iflaviridae ve Picarnoviridae ailesinde bulunan bazi bal arisi
viruslari, insekt viruslart ve yakin iligkili olduklar1 viruslar gosterilmistir (Sekil-3).

IAPV-ABPV-KBYV Dicistroviridae ailesinde Aparavirus genusu icerisinde yer
almaktadir. BQCV ise IAPV-KBV-ABPV ve Criket paralysis virus ile birlikte
Dicistroviridae familyasinda, Triatovirus genusu igerisinde tanimlanmaktadir (Le Gall ve
ark., 2008). Dicistroviridae ailesinde bulunan viruslarda intergenik bélge (IGR) ile
ayrilmis iki ORF bulunmaktadir (Sekil-4). Buyik olan ORF 5’ ucunda bulunmaktadir.
Virus replikasyonundan ve islenmesinden sorumlu yapisal olmayan proteinler burada
bulunur. Helikaz, 3C proteaz ve RNA bagimli RNA polimeraz fonksiyonel bolgeleri
tanimlanmistir. Kiigiik olan ORF, 3’ ucuna dogru yerlesmis olarak bulunmakta ve viral
partikilde bulunan yapisal kapsid proteinlerini kodlamaktadir. Genomun 3’ ucunun
sonunda dogal olarak poli-adenilat bulunmaktadir (Govan ve ark., 2000; de Miranda ve
ark.., 2004; Maori ve ark., 2007).
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Sekil 3. Dicistroviridae, Iflaviridae ve Picornaviridae ailelerine ait korunmus bolgeler olan kapsid protein,
3-C proteaz, RNA bagimli RNA polimeraz gen bolge temelli olusturulmus filogram ABPV, KBV,
IAPV, SInV-1 (Solenopsis invicta virus), CrPV (cricket paralysis virus), DCV (Drosophila C
virus), TaSV (Taura syndrome virus), HoCV (Homalodisca coagulata virus), PISV (Plautia stali
intestine virus), TriV (Triatoma virus), BQCV (black queen cell virus), HiPV (Himetobi P virus),
ALPV (aphid lethal paralysis virus), RhPV (Rhopalosiphum padi virus), IFV (infectious flacheri
virus), EoPV (Ectropis obliqua picorna-like virus), PnPV (Perina nuda picorna-like virus); SPV
(slow paralysis virus), SBV (sacbrood virus), DWV (deformed wing virus), VaDV (Varroa
destructor virus),BrBV (Brevicoryne brassicae picorna-like virus), VcV (Venturia canescens
virus), HAV (hepatitis A virus), EMCV (Encephalomyocarditis virus), PV (polio virus) (de
Miranda, 2004)
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Sekil 4. Dicistroviridae ailesine ait viruslarin genomik yapilarimin sematize edilmesi (Chen ve Siede,
2007)

Dicistroviridae ailesine ait viruslarin en 6nemli dzelliklerinden birisi korunmus
bir bolge olan internal Ribozomal Giris Boélgesinin (IRES) varligidir. IRES,
Dicistroviruslarda 5’ ¢cevrilmeyen bolge (5° UTR-untranslated region) olarak tanimlanan
yerde bulunmaktadir (Jan, 2006). IRES sayesinde 5’ cap bulunmadan mRNA’ nin
ilerleyen bolgelerinden ribozoma baglanip translasyonu baslatabilmektedir (Yesilbag,
2017a).

IAPV, ABPV ve KBV bhirbirlerine benzemelerine, c¢apraz reaksiyon
verebilmelerine Kkarsin serolojik ve molekiiler olarak ayirt edilebilmektedirler (de
Miranda ve ark., 2010). ORF niikleik asit degisiklikleri analiz edildiginde ABPV-KBV
ve IAPV kompleksinin biiyiik degisiklikler gosterdigi diistiniilebilir. IGR ve 3> UTR
bolgeleri yuksek oranda korunmus bolgeler olup, birbirileri arasinda % 80 benzerlik
gosterirken (de Miranda ve ark., 2004; Palacios ve ark., 2008), tersine 5 UTR nukleotid
dizileri degiskendir ve %40 oraninda benzerlik gosterir (de Miranda ve ark., 2004; Chen
ve Evans, 2007; Palacios ve ark., 2008).

DWYV ve SBV, Iflaviridae ailesi i¢erisinde yer almaktadir. Virion oval yapida,
monosistronik ve 22-30 nm uzunluguna sahiptir. Tek iplik¢ikli, pozitif polariteli ve tek
ORF’ ye sahiptir. Genomun 5' ucu, RNA replikasyonunda rol oynayan kovalent olarak

baglanmis bir protein olan VPg'yi tasimaktadir (Valles ve ark., 2017).

23



ORF

5 VPg Kapsid Proteinier) (Yapisal olmayan profeinier)

s VTR 3 LUTE

Polv (A)
VP2 WP3 VPl Helicase Protease Replicase
VP4

Sekil 5. Iflaviridae ailesine ait viruslarin genomik yapilarinin sematize edilmesi (Chen ve Siede, 2007)

Kapsid proteinlerini sirasiyla VP2-VP4-VP3-VP1 olusturmaktadir. Bunlar
yapisal proteinler olarak da adlandirilmaktadir. Yapisal olmayan proteinler ise Helikaz,
3- C proteaz ve replikaz proteinlerinden olusmaktadir (Sekil-5) (Chen ve Siede, 2007).

CBPV genomu orjinal olarak bes tek iplik¢ikli RNA fragmani icermektedir.
Bunlardan ikisi biiyiik olan RNA1 ve RNA2 fragmentleridir. Yaklasik olarak sirasiyla
4200 ve 2800 bp uzunluklarindadirlar. Kiigiik RNA’lar 3a, 3b, 3¢ olmak Uzere yaklasik
olarak 1100 bp uzunluklarindadirlar (Overton ve ark., 1982; Fauquet ve ark., 2005).
RNA1 fragmentinde lig, RNA2 fragmentinde dort overlapping ORF bulunmaktadir
(Sekil-6) (Olivier ve ark., 2008b).

CBPV simdiye kadar siniflandiralamamistir. Fakat RNA1-ORF3’de bulunan
RNA bagimli RNA polimeraz gen bolgesi Nodaviridae ve Tombusviridae aileleri ile
benzerlik gostermektedir (Olivier ve ark., 2008b). Alphanodavirus ve Betanodavirus,
Nodaviridae ailesinde pozitif polariteli, oval, 32-37 nm uzunlugunda ve zarfsiz viruslardir
(Fauquet ve ark., 2005). Alphanodaviruslar tipki CBPV gibi insektlerde ugamama, paraliz
ve 6lim ile sonuglanan hastalik tablosu ortaya ¢ikarirken, Betanodaviruslar baliklarda
ensefalopati ve retinopati ile seyreden bulgular meydana getirmektedir (Ball ve Johnson,
1998; Fauquet ve ark., 2005).
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Sekil 6. CBPV genom karakterizasyonu. A) Molekiler buytkliklerine gore jel elektroforez gorintusi. B)
RNA1 ve RNA2 fragmentlerinin sematize edilmesi, ORF ve protein biiyiikliiklerinin gésterilmesi
(Ribiere ve ark., 2010)

Nodaviruslar ve CBPV arasinda belirgin benzerlikler bulunmaktadir. Her ikisi
de sinir sistemini etkilemektedir. Bipartit genomik yapiya sahip olup RNA1, RNA2 ve
RNA3 fragmentlerine sahiptirler. RNA1 tarafindan RdRp kodlanirken, RNA2 kapsid
proteinlerini kodlamaktadir (Ribiere ve ark., 2010). Bir baska benzerlik ise 5’ cap

yapisinin olmasi ve 3 ucunda poly-A kuyrugunun olmamasidir (Fauquet ve ark., 2005).

2.5. Bulasma

Zorunlu hiicre i¢i canlilar olan viruslar, hayatlarina devam edebilmek igin
konakg1 hiicre ve kompenentlerine ihtiyag duymaktadir. Viruslarin yasam siirekliligini
saglayan en onemli basamaklardan biri bulagsma sekilleridir. Bulagsma bir popiilasyondaki
virusun yayitlimimi ve siirekliligini belirlemektedir. Bir viral etkenin nasil bulastigini
bilmek onunla micadele ve kontrol programini gii¢clendirmektedir. Bulagsma vertikal
yolla, horizontal yolla ya da her iki yolla birden olabilmektedir (Sekil-7). Horizantal
bulagsma ayni1 jenerasyonun bireyleri arasindaki bulagmadir. Bulasma Solunum, gida ve
venereal yolla olursa direkt bulagsma, parazit, Sinek vb. araci ile bir bireye gegerse indirekt
bulasma olarak adlandirilmaktadir. Vertikal bulasma ise etkenin anneden yavruya ya da
yumurtaya ge¢mesidir. Bulagma yollar1 bir virusun virulansinin belirlenmesinde kritik
role sahiptir. Horizontal bulasmay1 etkileyen en 6nemli faktér populasyon yogunlugu ve
virusun ¢ogalma hizidir. Vertikal bulasma ise uzun sureli persiste enfeksiyonlarin

olugsmasinda rol oynamaktadir (Yesilbag, 2017b).
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Sekil 7. Bal aris1 viruslarinin bulagsma yolu (Chen ve ark., 2006)

2.5.1. Bal Arnsi Virusu Enfeksiyonlari

Arilar bir arada yasayan sosyal varliklardir. Popllasyonun yogun olmasi ve
bunun birbirleri arasindaki temasi arttirmasi patojenlerin kolaylikla yayilmasina sebep
olmaktadir (Chen ve Siede, 2007). Viruslar yumurta, larva, pupa, ergin dénemlerinin
tamaminda arilar1 enfekte edebilmektedir. Saha sartlarinda ari viruslari latent veya
persiste olarak bulunabilmektedirler. Ustelik saglikli ar1 kolonilerinde bir veya birden
fazla viral etken tespit edilebilmektedir (Benjeddou ve ark., 2001; Evans, 2001; Chen ve
ark., 2004c).

2.5.1.1.Horizontal Bulasma

2.5.1.1.1. Gida Kaynakh Horizontal Bulasma

Horizontal bulagma, arilarda en sik goriilen bulasma modeli olup kontamine
gidalarin tiikketilmesi ile olusur. Bal arilar1 i¢in dogal yollarla tiiketilen gidalar bal, polen
ve ar siitiidiir. Isci arilarin larvalar agiz ile beslemesi, popiilasyon yogunlugu ve yogun
fiziksel temas kolonilerde gida kaynakli bulasmay1 dogrudan etkileyen faktorler olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Koloniye kralige ar1 katilmasi, agizdan besleme, polen paketleme,
nektar isleme gibi baz1 davranislar da gida kaynakli bulasma ihtimalini arttirmaktadir
(Chen ve ark., 2006a).

Bal arilarindaki gida kaynakli bulasmanin en 6nemli kanit1 viral etkenlerin gida,

bagirsak ve diskida tespit edilmesi olarak gosterilmektedir. Yapilan calismalarda koloni
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gida kaynaklarindan olan polende ar1 viruslardan altis1 (BQCV, DWV, SBV, ABPV,
CBPV, KBV), balda ise ikisi (BQCV ve DWYV) belirlenmistir. Ar siitiinde viral etkene
rastlanmamustir (Chen ve ark., 2006a) Shen ve ark., (2005a) KBV ve SBV etkenlerini
tiim gelisme evrelerinde tespit etmelerinin yan1 sira ar1 keki, bal, polen ve ar1 siitiinde de
tespit etmislerdir.

Chen ve ark. (2006a) kralice arilarin bagirsaginda BQCV ve DWV miktarinin
hemolenf, ovaryum, bas, spermatekaya gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Calismada steril petrilere ar1 digkilar1 toplanmais, yapilan molekiiler caligmalar sonucunda
BQCV ve DWV tespit edilmistir. Ayn1 arilarin bagirsaklarinda yine ayni iki virus tespit

edilmis ve sonuglar gida kaynakli bulagmanin ispati niteliginde olmustur.

2.5.1.1.2. Venereal Bulasma

Venereal bulasma giftlesme sirasinda virusun bir bireyden baska bir bireye
bulasmasidir. Bu bulasma arilarda tam olarak netlik kazanmamustir. Fakat erkek
arilarilarda (Chen ve ark., 2004a), semenlerinde (Chen ve ark., 2006a) ve kralice arilarin
spermetekalarinda (Chen ve ark., 2006b) viral etken tespit edilmistir. Bu ¢alismalar
veneral bulagmanin 6nemini ortaya koymus olsa da daha ileri calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

2.5.1.1.3. Fekal-Oral Bulasma

Fekal-oral bulagma, gidalarin diskilar ile kontamine olmasi sonucu etkenin
enfekte olmayan arilara bulasmasidir. Kalabalik koloni fekal-oral bulagsma i¢in 6nemlidir.
BQCV ve DWYV kralige arilarin diskilarinda tespit edilmistir (Chen ve ark., 2006b).
Kontamine gidanin alimenter yolla alinmasi veya kovan temizliginden sorumlu isci
arilarin hiicrelerde bulunan digkilarla temas: ile bulasma sekillenebilmektedir. Alinan
gidalarda, arilarin sindirim organlarinda ve digkida etkenlere rastlanmasi gida kaynakli
bulagsma ve fekal-oral bulasmanin benzerliklerini ortaya koymaktadir (Chen ve ark.,
2006b). Bal arilarinda dokularda tespit edilen virus miktarlar farklilik gostermektedir.
Sindirim sisteminde belirlenen virus miktar1 diger dokularda bulunan virus miktarindan
daha fazladir (Chen ve ark., 2006b). Sindirim sisteminin viruslarin birikimi agisindan
birincil bolge oldugu ve buradaki epitel hiicrelerin virus enfeksiyonlarmin yayilmasinda

ana portal oldugu diisliniilmektedir (Chen ve Siede; 2007).

27



2.5.1.1.4. Varroa destructor ile indirekt bulasma

Vector-born bulagma, indirekt horizontal bulasma yollarindan olup, ara konake1
olarak bir vektore ihtiyag duymaktadir. Bu vektor etkeni bir konakgidan diger bir
konakgiya iletmektedir (Chen ve Siede; 2007).

Varroa destructor, ergin arilar (is¢i ar1, erkek ari, kralige ar1) ve yavru bulunan
peteklerden beslenmektedir. Ozellikle erkek ar1 larvalarmin gozlerinde bulunmaktadir
(Bailey ve Ball, 1991). Hem ergin Varroa hem de nimfler agizlarinda bulunan ¢engeller
ile hiicre duvarina tutunmaktadirlar. Hemolenf ile beslenen bu parazit, arilarin yasam
kalitesini etkileyerek, immun sistemin direncini ve canliligin1 azaltarak, birkag yil iginde
kolonilerin sénmesine yol agmaktadir (Yang ve Cox-Foster, 2005). Varroa
enfestasyonlart ile iligkili olarak ABPV, CBPV, slow paralysis virus (SPV), BQCV,
KBV, cloudy Wing Virus (CWV), SBV, DWV koloni kayiplarinin yagsanmasina sebep
olmaktadir (Allen ve Ball, 1996; Martin ve ark., 1998; Martin, 2001; Tentcheva ve ark.,
2004b).

Yapilan deneysel caligmalarda etkeni tasiyan Varroa’ nin saglikli kolonideki
bireylere etkeni bulastirdig1 gosterilmistir. Varroa’ nin viral etkenin bulagsmasinda 6nemli
bir vektor oldugu ilk defa Bowen-Walker ve ark. (1999) tarafindan ortaya ¢ikarilmustir.
Yine yapilan bagka bir ¢alismada KBV ile enfekte Varroa’ lar saglikli arilara etkeni
bulastirmiglardir. Varroa enfestasyonlarinin yogun olmasinin etkenin bulagsma olasiligini
arttirdig1 belirtilmistir (Chen ve ark., 2004b).

Varroa’ nin ar1 viruslarinin bulasmasinda ve aktive olmasindaki etkisi
dogrulanmasina ragmen, kendi aralarindaki bulagma mekanizmasi heniiz agikliga
kavusturulamamustir. Fakat viruslarin bu parazitte replike olmalar ve tiikUriigiinde virus
tespit edilmesi biyolojik vektor oldugunu ortaya koymaktadir (Ongus ve ark., 2004; Shen
ve ark., 2005b).

2.5.1.2. Vertikal Bulasma

Yumurta, larva, pupa gelisme donemlerinde viral etkenlerin gortilmesi vertikal
bulasmanin en biiyiik gostergesidir (Chen ve Siede, 2007). Baz1 kolonilerde Varroa
enfestasyonlar1 goriilmeden DWYV ile enfekte kralige arilarin gériilmesi ve ayni koloninin
yumurtalarinda etkene rastlanmasi vertikal bulagmanin oldugunun kanitidir. Ayrica
viruslarin kralice armin ovaryumlarinda ve yumurtalarin yiizeylerinde bulunmasi da

vertikal bulagsmanin oldugunun diger gostergelerindendir (Chen ve ark., 2006b).
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Ovaryumlarda virus titresi bagirsaklara gore daha diisiiktiir. Bunun sebebi olarak
ovaryumlarda virusun replike olmamasi veya latent olarak kalmasi gosterilebilir. Bu
durumun embriyolar iizerine zararh etkisinin oldugu diistiniilmektedir (Chen ve ark.,
2006D).

Horizontal bulasma patojen miktar1 ile dogrudan ilgilidir. Ne kadar ¢cok patojen
replike olursa, bulasma o kadar hizli ve yiiksek oranda olmakadir. Vertikal bulagma ise
daha c¢ok latent seyirli enfeksiyolarda olmakta ve tim donemleri etkilemektedir. Fakat
konakgida replikasyon hizi fazla olabilir ve bu mortalitelere sebep olabilir. Bu da etkenin

yeni konakgilara bulagmasini olumsuz yonde etkileyebilir (Chen ve Siede, 2007).

2.6. Patogenez

Arnt viruslarinin enfeksiyon modelleri Belirgin Enfeksiyon ve Gizli Enfeksiyon
modelleri olarak belirtilmektedir. Belirgin enfeksiyonda virus partikill Gretimi vardir ve
Klinik belirti gorulmektedir. Enfeksiyon sonunda ar1 ya Olir ya da tamamen iyilesir.
Belirgin enfeksiyon akut ve kronik olmak tizere 2 gruba ayrilmaktadir. Akut enfeksiyon
kisa siirede klinik bulgularla sekillenerek 6lumlere sebebiyet vermektedir. Ergin arilarda
gorulen CBPV ve larvalarda gorilen SBV o6rnek olarak gosterilebilir. Kronik enfeksiyon
ise dmur boyu devam edebilir ve virus partikiilii cogalmaya devam edebilir (Yesilbag,
2017D).

Gizli enfeksiyon, hicbir klinik belirti gostermeksizin virus partikalunin tespit
edilebildigi latent ve persiste enfeksiyon modelidir (Yesilbag, 2017b). Virus, duzensiz
kosullar ya da ¢evre kosullarinin degiskenlik gosterdigi stres faktorleri altinda hizla
cogalabilir ve onemli koloni kayiplarina yol agabilir. Klinik belirti gostermeksizin
virusun taginmasi popiilasyonda énemli bir kaynak olusturur ve epidemiyolojik olarak
cok blyuk bir 6neme sahiptir (Chen ve Siede, 2007).

Ar viruslarimin bulagma yollarinin aydinlatilmasina ragmen patogenezi tam
olarak aydinlatilamamistir. Arilar siklikla birden fazla virusla enfekte olmakta, bunun
yanisira paraziter enfeksiyonlarla birlikte gorilmekte, bu yizden latent veya persiste
enfeksiyonlar olusturmaktadirlar. Bunun i¢in  bir hastaligin hangi virustan
kaynaklandigin1 kanitlamak zordur. Konak¢min birden fazla virusu ayni anda
bulundurmas: da karisik (miks) enfeksiyon varligimi ispatlamaz. Bununla birlikte,
Deforme kanat virusu ile yapilan calismalarda virus yiklerinin tespitinin, enfekte

arilardaki hastalik nedeninin kanitlanmasinda yeni bir yol sagladigini ortaya koymustur.
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Klinik semptom gosteren; viicut agirliklart azalmis ve kanatlarinda biiziilme olan arilarda
klinik semptom gostermeyen, saglikli arilara gore 4.4 kat daha fazla viral yuk tespit
edilmistir (Chen ve ark., 2005b). DWYV ile yapilan ¢alisma, ayn1 konakta birden ¢ok
virusun bir arada bulunmasi durumunda viral yukin belirlenmesinin virus ile hastalik
arasindaki nedensel iliskiyi birbirine baglayabilecegini agikca gostermektedir.

A viruslariin doku tropizmi konusu reseptor-virus molekiler mekanizmalari
tam olarak bilinmediginden aciklanamamaktadir. /n vitro kosullarda ar1 viruslarinin
cogaltilamamas1 bunun sebebi olarak gosterilebilir. Fakat son yillarda yeni hiicre hatlar1
gelistirilmektedir (Goblirsch ve ark., 2013; Ju ve ark., 2015).

Ar viruslari viicuda ilk giris yerlerinden hemolenf araciligiyla sistematik olarak
ikincil hedef dokulara yayilirlar. Ornegin, KBV 06n-arka bagirsak epitelleri, sindirim
sistemi kas dokusu, epidermis, trakea epitelleri, hemosit gibi dokular1 enfekte eder ve
buralarda ¢ogalir. Sinir sistemini enfekte ettigine dair herhangi bir bulguya
rastlanmamistir (Dall, 1987). SBV is¢i arilarin ¢ogunlukla hipofarengeal bezlerinde
birikir, bununla birlikte yag, kas dokular1 ve trekeal hiicrelerde gorilir (Lee ve Furgala,
1967). CBPV’ nin oOzellikle sinir hiicrelerine affinitesi vardir. Bu durum CBPV
enfeksiyonlarinda neden paraliz goriildiigiinii agiklamaktadir. Virus sindirim sistemi,
mandibular ve hipofarengeal bezlerde bulunabilirken, yag ve kas dokuda bulunmaz (Lee
and Furgala, 1965). ABPV partiklleri beyin, hipofarengal bez ve yag hiicrelerinin
sitoplazmalarinda tespit edilmistir (Furgula ve Lee, 1966). DWV yag doku, ovaryum ve
spermatekalar dahil viicudun tamaminda gortilebilmektedir (Fievet ve ark., 2006). IAPV
ve BQCV’ nin sitopatolojik etkisi heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir.

Ari viruslar1 A. mellifera ile sinirli kalmadigi, A. cerana, bambus arilari, varroa
ve bazi karinca tiirlerinde goriildiigii icin konake1 cesitligi gosterirler. Konaker ¢esitligi
gostermesi ve tamamina yakinin RNA virusu olmasindan dolay1; genetik degiskenlikler,
yeni konakg¢ilara adapte olmasi, birden fazla virusla enfekte olmasindan dolay:
rekombinasyonlar ve reassortmentlerin olmasi yeni viruslarin ortaya ¢ikmasina sebep
olabilir (Chen ve Siede, 2007).

2.7. Bagisikhik
Bagisiklik bal arilarinda koloni bagisiklig: ve bireysel bagisiklik olmak iizere iki
sekilde ele alinabilir. Kolonide bagisikligin saglanmasinda her bireye farkli gorevler

diismektedir. Bunlarin basinda isci arilarin petek gozlerini temizlemeleri, 6lmiis olan
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ergin ar1 ve pupalari uzaklastirmalari1 gelmektedir. Ya da bazi ergin arilarin kovan disinda
Olmeleri kolonide hastaliklarin yayilmamasi bakimindan 6nemlidir (Evans ve Spivak,
2010). Kovan iginde termoregiilasyonun saglanmasi bazi patojenlerin elemine edilmesini
saglamaktadir. Ornegin bazi sicakliga duyarli mantar enfeksiyonlarinda is¢i arilar
tarafindan kovan i¢i sicaklik arttirilmaktadir (Simone-Finstrom ve ark., 2014).

Tim bunlara ek olarak bal arilar1 bitki reginelerinden propolis uretimi
yapmaktadirlar. Propolis hem antimikrobiyal ve antiviral etkilidir hem de kovami dis
etkenlerden ve hava akimindan korumaktadir. Ayrica kovan igindeki bal arilar1 su
kaynag1 olarak bu regineleri kullanabilmektedir (Simone-Finstrom ve Spivak, 2010;
Popova ve ark., 2014). Propolisin ihtiva ettigi p-Kumarik asit gibi organik asitler immun
sistem direncini arttirmaktadir (Mao ve ark., 2013). Yine i¢indeki bazi organik asitler ise
Varroa’ ya kars1 mitisidal etkilidir (Damiani ve ark., 2010; Popova ve ark., 2014).

Bal arilarinin bireysel olarak patojenlere karsi dogustan var olan bazi savunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Dig iskelet yapisini olusturan kiitikula ve sindirim sistemi
boyunca uzanan peritrofik membran 6rnek olarak verilebilecek fiziksel ve kimyasal
bariyerlerdir. Bu bariyerler patojenin tutunmasini ve invaze olmasini engellemektedirler
(Evans ve Spivak, 2010). Eger etken tutunur ve hiicre igine girerse ikinci bir savunma
mekanizmast yolu olan hiicresel ve humoral savunma mekanizmasi devreye girmektedir
(Wilson-Rich ve ark., 2008). Patojen (izerinde bulunan Pathogen-Associated Molecular
Patterns (PAMPs) ad1 verilen bazi korunakli komponentlerin ve bu kompenetleri tantyan
resoptorlerin (Pattern Recognation Recoptors (PRRs)) PAMP’ lara tutunmasi yolu ile olur
(Brutscher ve Flenniken, 2015). PAMP’ larin PRR’ ler tarafindan yakalanmas ile istilaci
patojenlere kars1 hemolenf ile iligkili fagositoz, nodul formasyon ve kapsilasyonu iceren
hiicresel immun yanit baslamaktadir. Fenoloksidaz hemolenfin koaglitinasyon veya
melanizasyonu dizenlemekte ve antimikrobiyal peptitler (AMP) sentezlenmeye
baglamaktadir. Defensin, abaesin, himenoptesin, bazi mikrobiyal enfeksiyonlarda
indlklenen ve bal arilarinda identifiye edilmis bazi AMP’lerdir (Casteels-Josson ve ark.,
1994; Vizoli ve Salzet; 2002).

Insektlerde Toll, imd, Jak-STAT ve JNK olmak iizere bazi sinyal yollari
(signaling pathway) bulunmaktadir. Bu sinyal yollarinin birgok AMP geninin ifadesini
kontrol ettikleri Drozofila’ nin virus enfeksiyonlarinda gosterilmistir (Zambon ve ark.,

2005). Azzami ve ark. (2012) hiicresel ve humural immun yanitin ABPV enfeksiyonunda
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etkilenmedigini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ise IAPV enfeksiyonunda hicresel
immun yanit sinyal yollarimin etkilendigi tespit edilmistir (Chen ve ark., 2014).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, insektlerde RNA interferans (RNA1) olarak
adlandirilan, dogustan var olan antiviral bir cevap oldugu sdylenmektedir (Ding, 2010).
Dogustan antiviral bir yol olan, eksojen ¢ift zincirli RNA (dsRNA) saptanmasiyla
tetiklenmekte, RNA replikasyonu sirasinda olugmaktadir. Bal arilarinda dsRNA ile
uyarilan antiviral cevaba aracilik etmede RNAi' nin rolii cesitli caligmalarda
dogrulanmistir. Bunlardan biri yogun koloni kayiplarinin yasandigi kolonilerde isci
arilardan yapilan dizi analizlerinde IAPV niikleotidleri ile RNAI eslestigi ve viral etken
ile savastig1 bildirilmistir (Chejenovsky ve ark., 2014).

Bagisikliga etkili en Onemli faktorlerden biri de beslenmedir. Bal arilari
beslenme ihtiyaglarini nektarlar ve polenlerle karsilamaktadirlar. Alinan besin tim
koloninin ihtiyacin1 karsilamali ve uzun periyodlarda yetecek sekilde saklanabilir
olmalidir. Kovanda en uzun siireli olarak bal ve ar1 keki saklanabilmektedir. Nektar ve
bal karbonhidrat i¢erdigi i¢in enerji ihtiyacin1 gidermek adina bal arilarinin tiim yasam
dongilerinde kullanilmaktadir. Ar1 keki ve polen ise protein ihtiyacini karsilamakta,
yavru yetistirme, bliylime ve bagisiklik i¢cin onem arz etmektedir (Di Pasquale ve ark.,
2013).

Bir¢ok canlida bagisiklik ve beslenme arasinda olan iliski ortaya koyulmustur.
Diyette meydana gelen kisitlamalar sonucu bagisiklik sistemi etkilenmektedir. Ornegin
polenin ihtiva ettigi esansiyel amino asitler, AMP gibi sinyal yollarinda gerekli olan
peptitlerin sentezi icin gereklidir. Bal ve nektar gibi karbonhidratlar ise hucresel ve
humoral bagisiklikla ilgili prosesler i¢in enerji kaynagi olarak kullanilmaktadirlar (Di

Pasquale ve ark., 2013).

2.8. Teshis Metotlar:

Arilarda yagam veriminin diigmesi ve yasanan koloni kayiplarmin en biyik
nedenlerinden biri olarak viral etkenler kabul edilmektedir. Bu amagla; ar1 viruslarinin
tespit edilebilmesi igin agar-gel immunodiffusion testi (AGID), ELISA, elektron
mikroskobu (EM) ve Western blotting (WB) ve molekiiler yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ar1 viruslarinin teshisinde AGID ve ELISA yontemleri yaygin olarak
kullanilmalarina ragmen molekiiler teknikler kadar duyarli degillerdir (Allen ve Ball,
1996).
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Giliniimiizde ar1 viruslarini tespit etmede en glvenilir metot olarak molekdler
teknikler gorilmektedir. Stoltz ve ark. (1995) KBV tespiti icin spesifik primerler ile RT-
PCR metodu gelistirdikten sonra bu metot serolojik testlerle kiyaslandiginda daha ylksek
spesifite ve sensitivite gosterdiginden, daha sonraki yillarda ar1 viruslarinin teshisinde
onemli bir yer tutmustur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) daha etkili, sensitivitesi ve spesifitesi daha
yuksektir. Simpleks PCR her reaksiyonda tek hedefe yonelik ¢alistigi i¢in ekstra maddi
yiik ve zaman kaybina sebep olmaktadir. Multipleks PCR’ da ise ayni reaksiyonda birden
fazla hedef oldugu i¢in hem maddi anlamda hem de zaman anlaminda 6nemli kazanglar
saglamaktadir (Yin ve ark., 2012; Sguazzo ve ark., 2013; Piewbang ve ark., 2016; Wang
ve ark., 2017).

Bu c¢alismanin amaci yedi Onemli ar1 virusuna karst rutin teshis
laboratuvarlarinda daha hizli sonu¢ elde etmek i¢in multipleks RT-PCR (mRT-PCR)
testinin gelistirilmesi ve bu testi kullanarak Ege Bolgesinde bu yedi virus kaynakli ar1

viral hastaliklarinin tespit edilmesidir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Etik Kurulu Onay1
Bu ¢alisma Izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii Etik Kurulu’

nun 28.09.2017 tarih ve 210 sayili onayi ile gergeklestirilmistir.

3.1.2. Pozitif Kontrollerin Temini

MRT-PCR’ 1n optimizasyonunu saglamak amaciyla, gerekli olan pozitif RNA
kontrolleri ve homojenizatlar1 Budapeste Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Infeksiydz
Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Tamas Bakonyi’ den temin
edilirken, pozitif kontrolleri temin edilemeyen KBV ve IAPV ise sentetik gen olarak

sentezlettirildi.

3.1.3. Calismada Kullamlacak Orneklerin Temini

Bu ¢alisma Izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii calisma alani
icinde yer alan Mugla, Denizli, Aydim, Izmir, Usak, Kiitahya ve Manisa illerinden mevcut
viral ar1 hastaliklarindan: APV, DWV, SBV, ABPV, BQCV, KBV ve CBPV etkenlerinin
tespiti amaciyla ‘Cok Asamali Ornekleme Metodu’ kullanilarak érnekleme yapilmustir.
Ornekleme yapilan iller ve &rnek sayilari Sekil-8° de gosterilmistir. Toplamda 110
isletmeden ergin ar1 ve 107 igsletmeden yavrulu petek ornekleri toplanmastir.

Bu calismada Ornekleme Cercevesi calisma alanindaki illere kayithi tiim
isletmelerin bir listesi veya isletmedeki kovan sayis1 gibi gercek bir liste olan Gida Tarim
Hayvancilik Bakanligi Aricilik Kayit Sistemi (AKS) 2016 yili kayitlari, TUIK 2015 yili
verileri ile de kiyaslanarak kullanilmigtir. Birinci asama olarak her ilden secilecek

isletmeler ¢alisma alanindan alinacak toplam isletme biiyiikliigii ile orantilidir.
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Sekil 8. Ornekleme haritasi ve 6rneklenen isletme sayilart
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3.1.4. Calismada Kullanilacak Primer Ciftleri
Calismada kullanilacak primer ciftleri ticari olarak sentezlettirilmis olup Tablo-

1’ de gosterilmistir.

Tablo 1. Yedi virus i¢in kullanilan primerler ve amplikon uzunluklari

Etken Primer Ciftleri Ampllk?n Yaym
uzunlugu

IAPV-F CGAACTTGGTGACTTGAAG b Cox-Foster ve
110 bp

IAPV-R GCATCAGTCGTCTTCCAGG ark., 2007

DWV-F TGGTCAATTACAAGCTACTTGG Squazza ve
269 bp

DWV-R TAGTTGGACCAGTAGCACTCAT ark. 2013

SBV-F CGTAATTGCGGAGTGGAAAGATT Squazza ve
342 bp

SBV-R AGATTCCTTCGAGGGTACCTCATC ark.,2013

AIV-F GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA Squazza ve
460 bp

ABPV-R ACTACAGAAGGCAATGTCCAAGA ark.,2013

BQCV-F CTTTATCGAGGAGGAGTTCGAGT Squazza ve
536 bp

BQCV-R GCAATAGATAAAGTGAGCCCTCC ark.,2013

AIV-F GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA Reynaldi ve
641 bp

AIV-R TGCACGGGAAGTATAAATAATTCT ark., 2013

CBPV-F AACCTGCCTCAACACAGGCAAC 274k Squazza ve

CBPV-R ACATCTCTTCTTCGGTGTCAGCC P ark.,2013
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3.1.5. Kullanilan Malzeme ve Kimyasallar
Biyoguvenlik Kabini
Heraeus, Germany

Ekstraksiyon Cihazi

Roche, MagnaPure, Germany

PCR Is1 Dongii Cihazi
Techne TC-412, United Kingdom

Etiv
Nive EN-032, Ankara

Calkalayici

Biosan, Latvia

Vorteks cihazi

Clitton Cyclone 63573, England

Jel Goriintiileme Cihazi

Vilber Lourmat, EEC.

Jel Elektroforez Cihazi
Thermo, USA

Steril Havan

Ergin ar1 ve yavrulu petek ornekleri steril kum ile steril havanda ezildi.

High Pure Viral Nucleic Acid Kit
Roche Magna Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, Lot: 21179300,
Germany

Jm 109 E.coli Hucreleri
F’ traD36 laclq (lacZ) M15 proA+B+/el4 (McrA) (lac-proAB) thi

gyrA96 (Nalr) endAl hsdR17 (rk+mk) relAl supE44 recA1l(Promega).

Vektor
Promega, pGEM-T Easy, USA
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Agaroz
Sigma, Kat No: A9539-10G, USA

Ampisilin Stok Soltsyonu (100 mg/ml)
Uzerine 10 ml distile su ilave edildi. 0.2 um’lik filtrelerden gegirilerek kullanilds.

Super Optimal Broth (S.0.B) Hazirlanisi

Hazirlanisi: Tripton 10 gr
Yeast Ekstrakt 25¢r
MgSO, 24 9r
Dekstroz 1.8q¢r
NaCl 0.25gr
KCI 0.9gr
Distile Su 500 ml

Luria Bertani Agar

Hazirlanisi: Tripton 59r
Yeast Ekstrakt 250r
NaCl 59r
Agar 7.50r
Distile Su 500 ml

Hazirlanan besiyeri karigimi 121°C* de 20 dakika otoklav edildikten sonra
56°C’ye kadar sogutulmustur. Soguduktan sonra 1ml’ ye 1ul olacak sekilde Ampisilin
(100 mg/ml) ve 2 ml IPTG (100 mM ) (isopropyl-B-D-thiogalactoside) ilave edilmistir.
Agar pleytlere dokulerek +4°C” de saklanmustir.

2XYT Buyyon

Hazirlanisi: Bacto Triton 8gr
Yeast Ekstrakt 250r
NaCl 25¢r
Distile Su 500 ml
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Hazirlanan besiyeri karigimi 121°C* de 20 dakika otoklav edildikten sonra
56°C’ye kadar sogutulmustur. Soguduktan sonra Iml’ ye 1ul olacak sekilde Ampisilin
(100 mg/ml) ilave edilmistir. +4°C’ de saklanmuistir.

IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactoside) stok ¢dzeltisi (100 mM)
IPTG 0.238 gr

Distile su 10 ml” ye tamamlandi. 0.2 pm’lik filtrelerden gegirilerek kullanildi.
Ependorf tiiplere 1 ml alinarak, -20°C’ ye kaldirild.

Ethidium bromide
Nalgene Fisher Scientific, BP-1302-10, USA

Vasat
EMEM (Eagle Minimum Essential Medium), Sigma, Lot: RNBF1794, United

Kingdom.
One-Step RT-PCR Kiti
Roche, Transcriptor one-step RT-PCR Kkiti, Lot: 25117900, Germany
Plazmid Ekstraksiyon Kiti

Thermo, Kat No: K0502, USA
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3.2. Metot

3.2.1. Ornekleme Biiyiikliigiiniin Tespit Edilmesi

Gerekli ornekler i¢in ornek biyiikligi %95 giiven dizeyinde, %3 beklenen
prevalans ve % 5 istenen hassasiyet +/-' degerleri ile ile ¢ok asamali 6rnekleme metodu
kullanilarak belirlenmistir. Calisma alanindaki birinci asamada (isletmeler i¢in) gerekli
ornek biiyiikliigii icin kullanilan girdiler ve buna gore toplam gerekli 6rnek sayist (Tablo-

2) ve bunlarin illere gére dagilimi (Tablo-3) asagida tablolar halinde sunulmustur.

Tablo 2. Ornek Biiyiikliigiiniin Hesaplanmasi

Gerekli gliven diizeyi (%) 95
Beklenen Prevalans (Yayginlik) (%) 3
Istenen Hassasiyet '+/-' (%) 5
Kiime basma BSU sayisi (b) 150
ROH 0,01
Tasarim etkisi (D) 2,49
Basit rastgele 6rnekleme icin Ornek Biiyiikliigii 45
Kiime drnekleme igin Ornek Biiyiikliigii 111

BSU — (Basic Sampling Unit) temel 6rneklem iinitesi

ROH — (Rate of homogeneity) Homojenlik orani

Basit rastgele drnekleme igin drnek biiyiikliigii hesaplama formiilii:

NBasit Rastgele Orneklem = (Z2 * P(l - P))/ez

n= 1,962 * 0,03(1 — 0,03)/0,052=44,71622

Z = istenen giiven diizeyine karsilik gelen standart normal dagilim degeri
(% 95 Cl igin Z = 1.96)

P = beklenen prevalans (yayginlik) % si
e = istenen hassasiyet % (yarim istenen giiven aralig1 genisligi).

Kiguk populasyonlar igin n, n (adj) = (Nxn) / (N + n) olacak sekilde
ayarlanabilir. Sonlu niifus buyiikligl icin ayarlamalar Thrusfield (2005) tarafindan

agiklanmustir.

Tasarim etkisi (D) formiilii:

D= 1+((BSU -1) * ROH
D= 1+((150 -1) * 0,01=2,49
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Kime 6rnekleme de d6rnek biiyiikliigii hesaplama formulu:

NKiime Ornekleme= NBasit Rastgele Orneklem * D

nkime=44,71622*2,49=111,3

Tablo 3. Caligma igin se¢ilen illerde bulan aricilik isletmeleri ve 6rneklerin dagilimi

illerin isletme sayilarimin Bolgedeki toplam isletmelere gore orantii dagilim

ildeki Toplam
Kovan Oransal
ildeki Sayisinin Dasihma Gire | «
iller Toplam Bolgedeki 28 Orneklenen isletme Sayisi
. Orneklenecek
Isletme Sayis1 | Toplam Kovan |
Isletme Sayisi
Sayisina Oram
(%)
AYDIN 280386 16,67% 19 18
DENIZLi 114602 6,81% 8 7
1Z_MIR 215743 12,83% 14 21
KUTAHYA 24060 1,43%
MANISA 80894 4,81% 5
MUGLA 958328 56,98% 63 54
USAK 7825 0,47% 1 1
Genel Toplam 1 681,838 96100 111 111

3.2.2. Tlgili Gen Bolgelerinin RT-PCR ile Cogaltilmasi

Her bir etken spesifik primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR metodu ile amplifiye
edilmistir. Bu islem i¢in kullanilan reaksiyon karisim igerigi Tablo-4, reaksiyon kosullari
Tablo-5 te verilmistir. Elde edilen RT-PCR iiriinleri etidyum bromiir igeren %2’lik
agaroz jelde 80 V’ ta 60 dakika yurutilerek UV 1sik altinda spesifik bantlar

goriintiilenmistir.

Tablo 4. RT-PCR yo6ntemi igin hazirlanan reaksiyon karigimi ve miktarlar

Karisim Hacim (ul)
5x Buffer (Roche) 10
Forward Primer (10 p/mol) 2
Reverse Primer (10 p/mol) 2
Enzim Miks (Roche) 1
RNA 5
Distile su 30
Toplam 50
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Tablo 5. RT- PCR test reaksiyonunun evreleri, 1s1, zaman ve siklus kosullari

Evre Is1(°C) Zaman Siklus
Transkripsiyon 50 30 dk 1
[k denaturasyon 95 7 dk 1
Denaturasyon 95 20 sn
Baglanma 56 20 sn

45
Uzama 72 30 sn
Son uzama 72 10 dk 1

3.2.3. Ilgili Gen Bélgelerinin Klonlanmasi
Bu ¢alismada IAPV, DWV, SBV, ABPV, BQCV, KBV, CBPV viruslarinin RT-
PCR ile g¢ogaltilan ilgili gen bolgeleri, MRT-PCR ve sRT-PCR testlerinde tespit

miktarlarmin belirlenmesi icin pPGEM T Easy (Sekil-9) (Promega, Germany) vektoriine
klonlandi.

Xmnl 2009
1 start
Scal 1890 14
20
26
31
37
t" { Amp” “ Notl ig
[ PGEM®-TEasy  /acZ | __ Sacll | 49
| | Vector g8 EcoRl | 52
v\ (3015bp) ,}\ """"
\ Spel 64
\ EcoR 70
\ Notl 77
\ 35'.2' 77
\l DSII 88
\ Sall 90
\ [Ndel 97
\ |Sacl 109
\ |BstXI [118 &
'\\ Nsil 12 8
14 s
\ T spe g

T7 Transcription Start

TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter | | ||

QQ

Apal Aatl Sph BetZl

Ncol
GCGGC CGCGG GAATT CG/\'TS'(Cbr‘Cc "]“t‘([) TCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA . e FITTAGTG ATCAC T TAAGICIGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

— L ___I* i
N L ———
Sacli  EcoR Spel EcoR =2 Pstl Sa
BatZ) BtZ1

SPE Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCT TG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT
IGIAT;'\ CICC TIC TCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA
J

3
s

SP6 Promoter
Ndel Sac BsiXi Ns

Sekil 9. T/A klonlama vektdri olan pGEM — Teasy vektori
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Klonlama islemi:

1.

10.

11.

Ilk olarak reaksiyon karistmi (Tablo-6) hazirlandi ve 16 °C’de 1 gece
inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon isleminin sonras1 karisima, daha 6nceden -80 °C’ de stoklanmis
ve buz igerisinde ¢ozdiriilmiis olan E. coli JM109 bakteri hiicrelerinden
50’ser ul eklendi ve buz igerisinde 20 dakika bekletildi.

Bu siirenin sonunda 1s1 soku i¢in 42 °C” de 50 saniye su banyosunda tutuldu.
Is1 sokunu takiben karisim tekrar buz icerisinde 2 dakika bekletildi.

Iki dakikanin tamamlanmasinin ardindan, karisimin {izerine 250 pl Super
Optimal Broth (SOB) besiyeri ilave edildi ve 37 °C’ de 250 rpm’ de 1 saat
inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda karisim LB (100 pg/ml ampisilin, 0.1 mM IPTG ve 20
pug/ml X-Gal) besiyerine ekildi. Daha sonra 37 °C’° de 12-16 saat inkibe
edildi.

. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinden beyaz koloniler toplanarak LB (100

ug/ml ampisilin) s1vi besiyerlerine ekildi.

Sivi besiyerleri 37 °C’ de 250 rpm’ de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda plazmid ekstraksiyon Kiti ile ekstraksiyon islemi
gergeklestirildi.

Ekstraksiyon sonrasinda plazmid dogrulamasi yapabilmek i¢in HF EcoR I
restriksiyon enzimi kullanilarak enzim kesim iglemi yapildi (Tablo-7).
Enzim kesme islemi i¢in hazirlanan karisimdan 9 pl alinarak 1 pl plazmid
ile karigtirildi. Hazirlanan 10 pl” lik karisim 37 °C” de 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Karisimin tamami % 1.5° luk agoroz jelde 80 V’ de 45 dakika

yuratalda.
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Tablo 6. Klonma i¢in gerekli olan reaksiyon karigimi

Karisim Hacim ((ul)
RT-PCR drund 7
pGEM-T Easy vektor 2
2X buffer 10
DNA ligaz enzimi (Promega) 2
Toplam 21

Tablo 7. Enzim kesme iglemi i¢in kullanilan karigim

Karisim Hacim ((ul)
Enzim (HF EcoRlI) 1
10X buffer 10
Distile Su 79
Toplam 90

DWV igin 269 bp, SBV igin 342 bp, ABPV 460 bp, BQCV igin 536 bp ve
CBPV i¢in 774 bp gen bolgelerinin klonlamas1 yapildi ve bu islem sonrasi plazmid
ekstraksiyonu gergeklestirildi. IAPV i¢in 110 bp ve KBV i¢in 641 bp uzunlugundaki gen
bolgeleri ticari olarak sentezi yaptirilmistir. Bu iki gen bolgesi iiretici firma tarafindan

plazmide kopyalanmis sekilde génderildiginden dolay1 klonlama yapilmamustir.

3.2.4. Simpleks RT-PCR (sRT-PCR) tespit limitlerinin belirlenmesi

Ekstraksiyon yapilan ve ticari olarak sentezi yaptirilan plazmidlerin
spektrofotome ile Olglimleri yapildi ve asagida belirtilen DNA hesaplama formiilii
kullanilarak DNA kopya sayis1 hesaplandi. Plazmidler logaritma 10 (logio) tabanina gore
10’ den 10"? ye kadar seri diliisyonlar1 hazirlanarak sRT-PCR’ da tespit limitleri
belirlendi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

DNA kopya sayis1i = Miktar (ng) x 6.022 x 10%*
Uzunluk (plazmid insert) x 1 x10° x 650
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3.2.5. Multipleks RT-PCR Optimizasyonu

Calismada tespit limitlerinin SRT-PCR yontemi kullanilarak belirlenmesinden
sonra mMRT-PCR optimizasyon asamasina geg¢ildi. Optimizasyonda ilk asama iki virus
icin dupleks RT-PCR denemesi olarak yapildi. Bu islem i¢in IAPV ve DWV karisimda
esit kopya sayis1 olacak sekilde calisildi. Daha sonra yapilan her reaksiyonda, pozitif
kontrol sayisi bir arttirilarak sirasiyla tig, dort, bes, alt1 ve yedi virus igin RT-PCR yontemi
uygulandi. Reaksiyon karisimi ve kosullarinin verimli olarak tespit edilmesi i¢in asagida
belirtilen modifikasyonlar yapildi.

e Farkli MgCl> konsantrasyonlart (2 mM, 2,5 mM, 3 mM ve 3.5 mM)

kullanildi.
e Farkli primer baglanma sicakliklari (52 °C* den 64 °C’ ye kadar) denendi.
e Uzama suresi 30 saniye ile 3 dakika (30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1 dakika
30 saniye ve 3 dakika) arasinda degisen siirelerde calisildu.

e 63°C’ den 72 °C’ ye kadar farkli uzama sicakliklar1 denendi.

e Taq Polimeraz enzimi farkli miktarlarda kullanildu.

e Farkl primer konsantrasyonlar1 denendi.

e Amplifikasyon kalitesini arttirmak amaciyla DMSO kullanildu.

3.2.6. Ergin Ar ve Yavrulu Petek Orneklerinin Hazirlanmasi

Secilen illerde bulunan ari isletmelerinden toplanan ornekler soguk zincir
kosullarina uygun olacak sekilde laboratuvara getirildi ve homojenizatlar olusturuldu.
Homojenizatlarin hazirlanmasinda ergin ve yavrulu petekler kullanilarak havuzlama
yontemi kullanildi. Bu islem i¢in ayr1 ayr1 olmak kosulu ve her biri 1 6rnek olarak kabul
edilen 15-20 adet ergin ar1 ve 15-20 yavrulu petek 6rnegi iceren havuzlar hazirlandi. Bu
havuzlar biyoguvenlik kabini (BSL-2) icerisinde steril bir havanda %10 fotal bovine
serum iceren EMEM (Eagle’s Minimal Essential Medium) besiyerinden 9 ml (1/10
oraninda) eklenerek ezildi ve homojenize edildi. Daha sonra +4 °C” de 30 dakikada 3500

rpm’ de santrifuj edildi.

3.2.7. Ergin Ar ve Yavrulu Petek Homojenizatlarinin Ekstraksiyonu
Ar1 homojenizat 6rneklerinden elde edilen siipernatantlarindan total niikleik asit
ekstraksiyonu otomatik ekstraksiyon cihazi (Roche, MagnaPure, Germany) kullanilarak,

ilgili firmanin belirttigi prosediire bagli kalinarak gerceklestirildi. Her 6rnek i¢in 200 pl
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stipernatant kullanildi. Homojenizatlardan elde edilen RNA o&rnekleri ¢aligmada

kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.8. Ergin Ar1 ve Yavrulu Petek Orneklerinin mRT-PCR ile Cahsilmasi
Ekstraksiyon igsleminden sonra 111 ergin ar1 ve 107 yavrulu petek 6rnegine

MRT-PCR uygulandi.

3.2.9. Pozitif Orneklerin Dogrulanmasi
Pozitif olarak tespit edilen drneklerin dizi analizleri Forward ve Reverse olmak
tizere cift yonli olarak yaptirildi (Microsynt, Isvigre). Dizi analizinde Tablo-8° de
belirtilen primer ¢iftleri kullanildi.
Niikleotid dizileri DNADynamo DNA Analysis Software kullanilarak diizenlendi
ve konsensus dizi elde edildi. Elde edilen konsensls dizilerin dogrulamasi1 National
Centre of Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda bulunan Bacis Local

Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak yapildi (Altschul ve ark., 1990).

Tablo 8. Dizi analizi i¢in kullanilan primer ¢iftleri

Etken Primer Ciftleri AmpllkEm Yaymn
uzunlugu
DWV HP-F CCACATGGTCTGAATGGATGACG 618 bp Reddy ve ark.,
DWV HP-R CACGACGCTTACTACACCAC 2013
SBV-F CGTAATTGCGGAGTGGAAAGATT 342 bp Squazza ve
SBV-R AGATTCCTTCGAGGGTACCTCATC ark.,2013
ABPV CP-F TTATGTGTCCAGAGACTGTATCCA 900 bp Benjeddou ve
ABPV CP-R GCTCCTATTGCTCGGTTTTTCGGT ark., 2001
BQCV-F TGCAACCTCCTACGAACTCT 514 bp Tapazsti ve ark.,
BQCV-R TCCATGGCGACAGTTACATC 2009
CBPV RNA1-F TCAGACACCGAATCTGATTATTG 1525 bp Blanchard ve
CBPV RNA2-R CCGGAGACAAAGGTCATCAT ark., 2009

3.2.10. Dizi Analizi Yapilan Orneklerin Filogenetik Agaclarimin

Olusturulmasi

Calismada elde edilen DWV, SBV, ABPV, BQCV, CBPV viruslarina ait
konsensus dizileri filogenetik analizinin yapilmasi amaciyla kullanilmistir. Konsensiis
dizileri ve GenBankasi’ndan saglanan referans dizileri ¢oklu dizi siralamasi ClustalW

algoritmas1 kullanilarak gergeklestirildi. Daha sonra verilerin en iyi DNA / Protein modeli
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belirlendi ve filogenetik agaglar MEGA 6 programinda Neighbor-Joining (NJ) veya
Maximum Likelihood (ML) metotlar1 kullanilarak ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Simpleks RT-PCR Tespit Limitleri

Plazmid miktarlar1 spektrofotometrik olgiimler sonucuna gore DWV, SBV,
ABPV, BCQV ve CPBYV ig¢in sirastyla 85, 97, 107, 109 ve 100 ng/ul olarak tespit edildi.
Ticari olarak sentez islemi gerceklestirilen IAPV ve KBV i¢in ise miktarlar1 sirasiyla 202
ng/ul ve 142 ng/ul olarak belirlendi. Yapilan hesaplamalar sonucunda IAPV, DWYV,
SBV, ABPV, BQCV, KBV, CBPV icin sirasiyla 5,5 x 10 kopya/ul, 2.39 x 10%
kopya/pl, 2.68 x 10° kopya/pl, 2.85 x 10° kopya/pl, 2.84 x 10'° kopya/pl, 3,6 x 10%°
kopya/pl, 2.54 x 10'° kopya/pl olarak hesaplandi. Daha sonra logio tabanina gore 107’
den 10 2 ye kadar seri diliisyonlar1 yapildi.

Tespit limiti ¢calismalar ti¢ tekrarli olarak gerceklestirildi. Caligsmalar sonucunda
IAPV icin 108 diliisyona kadar (ul’ de 550 DNA kopyas1), DWV icin10~ diliisyona kadar
(ul’ de 2390 DNA kopyas1), SBV i¢in 107 diliisyona kadar (ul’ de 2690 DNA kopyasi),
ABPV icin10?® diliisyona kadar (ul’ de 285 DNA kopyasi), BQCV icin 10 " diliisyona
kadar (ul’ de 2840 DNA kopyas1), KBV igin 108 diliisyona kadar (ul’ de 360 DNA
kopyas1) ve CBPV igin 108 diltisyona kadar (ul’ de 244 DNA kopyasi) pozitiflik
g6zlemlendi.

Tespit limitleri belirlenen etkenlerin UV 15181 altindaki jel elektroforez
gorintileri Sekil-10 (A), Sekil-11 (B), Sekil-12 (C), Sekil-13 (D), Sekil-14 (E), Sekil-15
(F) ve Sekil-16 (G)’da gosterilmistir.

M 10110210 10 1010 107108 10-° 10-1°10-11 10-12 M 101102103 104105106107

L — D G S CHED S— -
—— D CEED CEE SE— S— - -

10 1010110111022 M 10110210310+ 105105 107 108 10°10-1010-11 10-12

Sekil 10. A) Israil akut ar1 felci virusunun sRT-PCR ile logio tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel
gorintisi. M: Marker
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Sekil 11. B) Deforme kanat virusunun sSRT-PCR ile log10 tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel goriintiisii.

M: Marker

0-19 10-11 10-12 10-1 102 1065 10-7 10-8

M 10-110-2

10-1¢ 10-11 10-12 10-1 102103 104 10-° 106 167 10-% 102 16-19 10-11 10712

Sekil 12. C) Sacbrood virusunun sRT-PCR ile logio tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel gériintiisi.

M: Marker

M 101102103 104105105107 10-8 10-°10-10 10-11 10-12 M 10-110-210-3 104105 106

04105 106107 10-8 10-° 10-10 10-11 10-12

10-710-% 1021012 10-11 1012 M 101102103

Sekil 13. D) Akut ar1 felci virusunun SRT-PCR ile logie tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel goriintiisi.

M: Marker
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M 10-110210-

10-710% 1021019 1011 1012 M 101102102 10*10° 105107 108 102 10-10 10-11 1p-12

Sekil 14. E) Siyah kralige hicre virusunun sRT-PCR ile logio tabanli seri diliisyonlarmin agaroz jel

gorintusi. M: Marker

M 10-110-2 10-3 104105 105 10-710-8 109 10-10 10-11 10-12 M 10! 102 102 10+ 10> 106107

M 10110

Sekil 15. F) Kagmir ar1 virusunun sRT-PCR ile logio tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel goriintiisii.
M: Marker

M 101102 103 10+ 10> 1061077 10-8 10 10-1 10-11 10-12 M 10110210 1010 106

PP NP S— t—

10-810°10-1210-1110-12 M 101102103 10410510° 10710210°10-1010-1110-12

Sekil 16. G) Kronik ar1 felci virusunun SRT-PCR ile logo tabanli seri diliisyonlarinin agaroz jel goriintiisii.

M: Marker
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4.2. Multipleks RT-PCR Optimizasyonu ve Tespit Limitinin Belirlenmesi

4.2.1 Multipleks RT-PCR Optimizasyonu

Tespit limitlerini ve miktarlarini belirledigimiz IAPV ve DWV kopya sayilari
esit miktarlarda olacak sekilde karistirilarak ikili RT-PCR yapildi. Kit prosediiriine uygun
olarak yapilan bu ilk ¢alismada ikili bant gorildi. Daha sonra karisimda esit kopya sayisi
olacak sekilde, her ¢alismada pozitif kontrol sayis1 bir arttirilarak sirasiyla tiglii, dortlii,
besli, altil1 ve yedili RT-PCR uygulandi. Kit igerik ve prosediiriine gore dortld RT-PCR’
ye kadar sonug alindi; ancak besli, altili, yedili multipleks RT-PCR uygulamalarinda
bantlarin tamami gézlenmedi.

Reaksiyon, farkli MgCl> konsantrasyonlarinda (2 mM, 2,5 mM, 3 mM ve 3.5
mM) ve 52 °C’ den 64 °C’ ye kadar degisen primer baglanma sicakliklarinda tekrar edildi.
Yedi 6rneginde ayn1 anda pozitif olarak goériildiigii optimum MgCl, konsantrasyonu 2
mM, baglanma sicakligi ise 58 °C’ olarak bulundu.

En uygun primer konsantrasyonun 0.4 uM, uzama sicakliginin 72 °C, uzama
stiresinin ise 1 dakika oldugu tespit edildi. Amplifikasyon kalitesini arttirmak amaciyla
kullanilan DMSO’ nun bant kalitesini arttirmadigi gozlemlendi. Multipleks RT-PCR igin
kullanilan reaksiyon karigim igerigi ve oranlar1 Tablo-9, reaksiyon kosullar1 Tablo-10’ da
verilmistir.

Elde edilen PCR urunleri % 2.5’ luk agaroz jelde 85 V’ de 80 dakika yiiriitiilerek

UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

Tablo 9. Multipleks RT-PCR testinde kullanilan reaksiyon karigimi

Karisim Hacim ((ul)
RNA 5
Enzim (Roche) 1
Forward Primerleri 7
Reverse Primerleri 7
MgCl, 15

5X Buffer (Roche) 10
Distile su 18.5
Toplam 50
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Tablo 10. Multipleks RT-PCR testinde kullanilan 1s1, zaman ve siklus kosullar

Evre Is1(°C) Zaman Siklus
Ters transkripsiyon 50 30 dk 1
[k denaturasyon 95 7 dk 1
Denaturasyon 95 20 sn

Baglanma 58 20 sn 45
Uzama 72 1dk

Son uzama 72 10 dk 1

4.2.2 Tespit Limitinin Belirlenmesi

Tespit limiti ¢alismasinda ilk olarak pozitiflere ait kopya sayilari esit miktarda
olacak sekilde (2,5x10° kopya/pl) pozitif karisim hazirlandi. Elde edilen pozitif kontrol
karistminin logio tabaninda 10™* den baslayarak 1072* ye kadar seri diliisyonlar1 yapild.

Tespit limiti ¢alismalari ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve her bir etken igin tespit limiti
10 (2500 kopya/pl) olarak belirlendi.

—
—
—
—
->—
- —
—
- -
- -

Sekil 17. Multipleks RT-PCR tespit limitinin agaroz jel gorunttsu. 1. band 110 bp: IAPV, 2. band 269 bp:
DWYV, 3. band 342 bp: SBV, 4. band 460 bp: ABPV, 5. band 536 bp: BQCV, 6. band 641 bp:
KBV, 7. band 774 bp: CBPV ve M: Marker

4.3. Ar1 Orneklerinin Multipleks RT-PCR ile Incelenmesi

Ekstraksiyonu yapilan ve -80 °C’ de muhafaza edilen RNA oOrnekleri
optimizasyonu yapilan mRT-PCR ile test edildi. Elde edilen RT-PCR iriinleri %2.5’luk
agoroz jelde 85 V’ de 80 dakika siire ile yiiriitiildi (Sekil-18).
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Sekil 18. Multipleks RT-PCR ile saha materyallerinin agaroz jel goriintusi. M: Marker, NC: Negatif
Kontrol, PC: Pozitif Kontrol, 1: Negatif 6rnek, 2:DWV-BQCV pozitif, 3: SBV-BQCV pozitif,
4: DWV-SBV-BQCV pozitif, 5: Negatif ornek, 6: ABPV pozitif, 7: DWV pozitif, 8: DWV
pozitif, 9: DWV-BQCYV pozitif, 10: Negatif 6rnek, 11: DWV pozitif, 12: DWV pozitif

Ergin ar1 orneklerinin toplandigi 111 isletmenin sonuglari Tablo-11 icinde
detayli olarak verildi. Ergin ar1 6rnekleri alinan 111 igletmenden 22’ si DWV pozitif
olarak bulunmustur ve prevalans %19.8 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada DWV ergin
ar1 isletmelerinde en fazla tespit edilen viral etkendir. Kontrolii yapilan igletmelerin 20’
sinde BCQV tespit edilmistir. BCQV, %18 prevalans orani ile isletmelerde DWYV ile en
yiiksek oranda goriilen ikinci viral etken olmustur. 111 isletmenin 4 adedinde ABPV, 3
adedinde SBV, 2 adedinde CBPV tespit edilmistir. Bu viruslar igin prevalans degerleri
strast ile %3.6, %2.7 ve %]1.8 olarak tespit edilmistir.

Ergin ar1 6rnekleri toplanan ari isletmelerinde IAPV ve KBV tespit edilmemistir.

Tablo 11. Ergin ar1 6rneklerinden illere gore tespit edilen etkenler. P/TIS: pozitif isletme sayisi/Toplam

isletme sayist

iller IAPV DWV SBV ABPV BQCV KBV CBPV
(P/TiS)  (P/TiS)  (P/TiS)  (P/TIS) (P/TIS) (P/TiS)  (P/TIS)
Aydm 0/18 3/18 0/18 0/18 6/18 0/18 0/18
Denizli 07 0/7 1/7 0/7 0/7 0/7 0/7
Izmir 0/21 7121 1/21 2/21 5/21 0/21 1/21
Kutahya 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
Manisa 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
Mugla 0/54 12/54 1/54 2/54 9/54 0/54 1/54
Usak 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1
Toplam 0/111 22/111 3/111 4/111 20/111 0/111 2/111
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Yavrulu petek 6rneklerinin toplandigi 107 isletmeye ait sonuglar Tablo 12 iginde
verilmistir. Yapilan ¢alismada yavrulu petek 6rnegi alinan 107 isletmede DWV ve BQCV
olmak Uzere iki viral etkenin varligi tespit edilirken bu isletmelerde IAPV, SBV, ABPV,
KBV ve CBPV tespit edilmemistir. Yavrulu petek 6rnegi alinan 107 isletmenin 11” inde
DWYV tespit edildi ve prevalans orani1 %10.2 olarak bulundu. BCQV ise 107 isletmenin
sadece 3’ tinde ve %2.8 prevalans olarak belirlendi.

Tablo 12. Yavrulu petek orneklerinden illere gore tespit edilen hastaliklar. P/TIS: pozitif isletme

sayist/Toplam isletme sayist

iller IAPV — DWV SBV ABPV  BQCV KBV  CBPV
(P/TIS)  (P/TIS)  (P/TIS)  (P/TiS)  (P/TiS)  (P/TiS)  (P/TIS)
Aydin 0/18 1/18 0/18 0/18 118 0/18 /18
Denizli 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7
izmir 0/18 2/18 0/18 0/18 0/18 0/18 0/18
Katahya 0/2 12 012 012 02 0/2 012
Manisa 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
Mugla 0/53 6/53 0/53 0/53 2/53 0/54 0/54
Usak 0/ 0/ 0/1 0/l 0/ 0/ 0/1
Toplam 0/107 11107 07107 0/107  3/107 0107 0107

Elde edilen sonuglara gore kontrol edilen isletmelerin bazilarinda birden fazla
virus ayni anda tespit edilmistir. Yapilan degerlendirme sonucu sadece Mugla ilinden 1
isletmede SBV, DWV ve BQCV tespit edilmistir. Mugla ilinden 4, Izmir ve Aydin
illerinden 2’ ser isletmede DWV ve BQCV; Izmir ilinden 1 isletmede ABPV ve BQCV;
Mugla ilinden 1 isletmede ise ABPV ve CBPV’ nin birlikte seyrettigi tespit edilmistir.
Ayrica Izmir ili ile Aydin ilinde 1 er isletmede DWV hem ergin arilarda hemde yavrulu
peteklerde tespit edilmistir. Toplamda 111 isletmenin 4’ {inden yavrulu petek temin
edilememistir.

Yapilan prevalans ¢alismasinda, bir isletmeden gelen yetigskin ar1 ve yavrulu
peteklerin herhangi birisinde ya da her ikisinde birden etken tespiti halinde o isletme bir
mihrak olarak kabul edilmistir.

Toplanan 6rneklerin (111 adet ergin ar1 ve 107 adet yavrulu petek) higbirinde
IAPV ve KBV etkeni bulunmamistir. Bu nedenle mihrak sayilar1 ve prevalans ¢aligmasi

yapilmamustir.
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DWYV, toplanan ergin ar1 6rneklerinin 17’sinde yavrulu petek érneklerinin 6’
sinda, ayrica 5 isletmenin hem ergin art hem yavrulu petek 6rneklerinde birlikte bulunmus
olup toplam 28 mihrak olusturmustur (Tablo-13). DWV’ nin toplam prevalans: % 25.2

olarak tespit edilmistir.

Tablo 13. Deforme kanat virusu prevalansi

iller isl«ljt?tﬂetl(];{i) Toplam isletme (Xi) Prevalansi
AYDIN 4 18 0,2222
DENIZLI 0 7 0,0000
[ZMIR 7 21 03333
KUTAHYA 1 2 0,500
MANISA 0 8 0,0000
USRS 0 1 0,0000
Toplam 28 111 0,2523

Ergin ar1 6rneklerinde SBV igin 3 mihrak tespit edildi (Tablo-14).

Tablo 14. Sacbrood virusu prevalansi

iller isl;?rzlletl(];{i) Toplam isletme (Xi) Prevalansi
DENIZLI 1 7 0.1429
iZMiR 1 21 0,0476
KUTAHYA 0 2 0,0000
MANISA 0 8 0,0000
MUGLA 1 54 0,0185
USAK 0 1 0,0000
Toplam 3 111 0,0270

ABPYV i¢in tamamu ergin ar1 6rneklerinden olmak iizere 4 mihrak belirlenmistir

(Tablo-15).

Tablo 15. Akut ar1 felci virusu prevalansi

iller i@lst?rﬂetl(in) Toplam isletme (Xi) Prevalansi
DENIZLI 0 7 0.0000
iZMiR 2 1 0,0952
KUTAHYA 0 ) 0.0000
MANISA 0 3 0.0000
MUGLA 2 54 0,0370
USAK 0 1 0,0000
Toplam 4 111 0,0360
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BQCYV ig¢in yirmi u¢ mihrak tespit edildi; bu mihraklarin 20 adedi ergin ar1 3
adedi ise yavrulu petek Orneklerinden olusmaktadir (Tablo-16). Toplam BQCV

prevalanst ise % 20.7 olarak tespit edilmistir.

Tablo 16. Siyah kralice hiicre virusu prevalansi

iler i§le|?t?rzllztl(];{i) Toplam isletme (Xi) Prevalansi
DENIZL] 0 7 0.0000
KUTAHYA 0 2 0.0000
MANISA 0 8 0.0000
USAK 0 1 0,0000
Toplam 23 111 0,2072

Ergin ar1 6rneklerinde CBPV igin 2 mihrak tespit edilmistir (Tablo-17)

Tablo 17. Kronik ar1 felci virusu prevalansi

iller islcljt(:iLtl(in) Toplam isletme (Xi) Prevalansi
AYDIN 0 18 0.0000
DENIZLI 0 7 0.0000
[ZMIR 1 21 0,0476
KUTAHYA 0 2 0.0000
MANISA 0 8 0.0000
MUGLA 1 54 0.0185
USAK 0 1 0,0000
Toplam 2 111 0,018

4.4. Filogenetik Analiz

Ergin ar1 ve yavrulu petek Orneklerden DWV pozitif olarak tespit edilen 27
ornekten 5’ine dizi analizi gergeklestirildi. Dizi analizi sonucunda Helikaz geninin 484
bp’ lik (6129-6613bp arasi) uzunlugunda bir bolgesinin dizisi elde edildi. Calismada elde
edilen 5 DWYV izolatina ait niikleotid dizisi (Ek-2) ve daha dnceki ¢aligmalarda belirtilen,
GenBank’ tan elde edilen toplam 32 dizi kullanildi. En iyi DNA/Protein modeli olarak
T92+G model (Tamura-3) parametresi belirlendi (Tamura ve ark., 2013). Neighbor-
Joining metodu kullanirak olusturulan filogenetik aga¢ Sekil-19’ da sunuldu. Elde edilen
veriler 1518inda, DWYV Tiirkiye izolatlar1 arasinda % 97-98 benzerlik orani belirlendi.
Tiirkiye izolatlarina en benzer olan Avrupa izolatlar1 % 97-98, Kore izolatlar1 % 95-97,

Kanada ve Amerika Birlesik Devletlerine ait izolatlar ise % 97 benzerlik gostermistir.
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Ergin ar1 ve yavrulu petek drneklerinden BQCYV pozitif olarak tespit edilen 23
ornekten 6’sina dizi analizi yapildi. Dizi analizi sonucunda 383 bp’ lik (6614-6996 arasi)
uzunlugunda bir boélgesinin dizisi elde edildi. Elde etmis oldugumuz 6 BQCV’ ye ait
nlkleotid dizisi (Ek-3) ve daha 6nceki ¢alismalarda belirtilen, GenBank’ tan elde edilmis
toplam 26 dizi kullanildi. En iyi DNA/Protein modeli olarak T92+G model (Tamura-3)
parametresi belirlendi (Tamura ve ark., 2013). Filogenetik yakinliklari gorebilmek
amaciyla Neighbor-Joining metot kullanilarak Sekil-20’ de bulunan aga¢ olusturuldu.
Buna gore, BQCV’ nin Tiirkiye izolatlarindan Dat¢a, Odemis, Karpuzlu, Cine ve Datca-
2 izolatlar1 birbirlerine % 97-98 benzerlik gosteritken, Koycegiz izolatinin diger
izolatlara benzerligi % 90-91 olarak tespit edildi. Diger izolatlardan farkli olan Koycegiz
izolat1 Polonya izolatlarina % 97, Macaristan ve Avusturya izolatlarina ise % 94 oraninda
benzerlik gosterdigi belirlendi ve A. mellifera’ dan tespit edilen Kore izolatina % 92’ lik
benzerlik gosterirken, diger 5 izolatimiz ise % 88 benzerlik gosterdi. Daha 6nce Hakkari’
den elde edilen izolatin bu ¢alismada tespit ettigimiz 6 izolat ile benzerlik gosterdigi, A.
cerena’ dan elde edilen Kore izolatlar1 ile baska bir kola ayrildig: tespit edildi.

Ergin ar1 6rneklerinden ABPV pozitif olarak tespit edilen 3 6rnekten 2’°sine dizi
analizi yapildi. Dizi analizi sonucunda kapsid proteine ait 796 bp’ lik (8526-9323 arasi)
uzunlugunda bir gen bolgesinin dizisi elde edildi. Elde ettigimiz 2 ABPV’ ye ait niikleotid
dizisi (Ek-4) ve daha onceki ¢alismalarda belirtilen, GenBank’ tan elde edilmis toplam
14 dizi kullanildi. Diziler MEGA 6 Software programi kullanilarak align edildi ve en iyi
DNA/Protein modeli olarak T92+1 model (Tamura-3) parametresi belirlendi (Tamura ve
ark., 2013). Neighbor-Joining metod kullanilarak filogenetik agag olusturuldu (Sekil-21).
Koycegiz ve Fethiye’ den tespit edilen ABPV izolatlar1 birbirlerine % 99 benzerlik
gosterirken, Avrupa izolatlarma % 97-98, Guney Afrika ve ABD izolatlarima % 94,
Giiney Amerika izolatlar1 olan Sili, Brezilya ve Uruguay ise % 84-85 benzerlik
gOstermekte oldugu ve ayr1 bir kola ayrildigi belirlendi.

Ergin ar1 6rneklerinden CBPV pozitif olarak tespit edilen 2 6rnege dizi analizi
yapildi. Dizi analizi sonucunda segmentli bir virus olan CBPV’ nin RNA1 gen bolgesine
ait 1293 bp’ lik (1991-3283 arasinda) uzunlugunda bir bolgesinin dizisi kullanildi. Buna
gbre, 2 CBPV etkenine ait nukleotid dizileri (Ek-5) ve daha o6nceki g¢alismalarda
belirlenen, GenBank’ tan elde edilmis toplam 24 dizi kullanildi. MEGA 6 Software
programi kullanilarak bu diziler align edildi. En iyi DNA/Protein modeli olarak TN93+G
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model (Tamura-3) parametresi belirlendi (Nei ve Kumar, 2000; Tamura ve ark., 2013).
Neighbor-Joining metod ile olusturulan filogenetik aga¢ Sekil-22’ de gosterilmistir.
Calismamizda elde ettigimiz 2 CBPV izolatinin birbirlerine % 97 benzerlik gosterdigi,
Avrupa izolatlarina ise % 86-87 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi. Gliney Amerika
izolat1 olan Uruguay izolat1 Avrupa izolatlar1 ile yakin olmasina karsin, elde ettigimiz 2
izolat ile % 86 oraninda benzerlik gosterdi.

Ergin ar1 6rneklerinden SBV pozitif olarak tespit edilen 3 6rnege dizi analizi
yapildi. Dizi analizi sonucunda 317 bp’ lik (327-643 aras1) uzunlugundaki bir bolgesinin
dizisi elde edildi. Buna gore, 3 SBV etkenine ait niikleotid dizileri (Ek-6) ve daha 6nceki
caligmalarda belirtilen, GenBank’ tan elde edilmis toplam 45 dizi kullanildi. En iyi
DNA/Protein modeli olarak T92+I model, Tamura-3 parametresi belirlendi (Tamura ve
ark., 2013). Filogenetik aga¢ Maximum Likelihood (ML) metodu kullanilarak
olusturuldu (Sekil-23). Elde ettigimiz 3 SBV izolat1 ve daha onceki ¢aligmalarda elde
edilen SBV izolatlarina % 98-99 benzerlik gosterdi. Tiirkiye SBV izolatlar1 Avrupa
izolatlar1 ile %90-91, Kore izolatlar1 ile %88-89 benzerlik gdsterdi. Hem bu ¢alismada
elde ettigimiz 3 SBV izolat1 hem daha 6nce tespit edilen 4 Tiirkiye SBV izolati farkli bir
kola ayrilmistir.
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—— @ DWV Soke 3.4.18
DQ224305 NEPAL
- DQ224296 HUNGARY
DQ224301 SLOVENIA
— DQ224291 POLAND
| @ DWV Seydikemer 3.4.18
4 DWV Datca 3.4.18
@ DWV Cine 3.4.18
{—0 DWV Koycegiz 3.4.18
DQ224294 GERMANY
DQ224309 UAE
. DQ224311 CANADA
51 L AY292384 USA
KY909333 ITALY-2016
KX373899 FRANCE
DQ224307 SRILANKA
AJ489744 ITALY
DQ224284 AUSTRIA
62 | DQ224284 AUSTRIA-
JX878302 Kore SJ
JX878291 Kore ES
JX878292 Kore CW
JX878303 Kore HS2
JX878293 Kore GN
58 | 1x878300 Kore DG
JX878299 Kore GS2
JX878296 Kore GS1
JX878301 Kore GR
JX878297 kore HS1
JX878294 Kore DY
JX878289KoreK YD
a5 [~ IX878288 Kore GW
711 Jx878290Kore NW
JX878295 Kore CA
497“— JX878298 Kore MY

AY251269 VDV

95

99

0.0z

Sekil 19. DWV’ nin helikaz gen bolgesine gore filogenetik agaci (Neighbour-Joining metodu-Tamura 3

parametresi, 1000 tekrarli)
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551 @ BQCV SP Datca 3.4.18 2
9 BQCV SP Odemis 3.4.18
i1 | 4 BQCV SP Karpuzlu 3.4.18
9 BQCV SP Cine 3.4.18
@ BQCV SP Datca 3.4.18
- AF183905 South Africa
-4 BQCV SP Koycegiz 3.4.18
EF517517 POLAND2
|| EF517516 POLAND1
EF517518 POLAND3
EF517515 HUNGARY 10
EF517510 HUNGARYS
EF517502 AUSTRIA2
g1 JQ434136 Korea Am3
{JQ434136 Korea Am str3
EF517504 AUSTRIA4
64/ EF517501 AUSTRIA1
EF517511 HUNGARY
EF517512 HUNGARY7
EF517503 AUSTRIA3
6]l EF517506 HUNGARY 1
EF517505 AUSTRIA-5
EF517514 HUNGARY9
EF517508 HUNGARY3
EF517509 HUNGARY4
EF517507 HUNGARY?2
EF517513 HUNGARY8
JQ434132 Korea Acl
JQ434133 Korea Ac2
JQ434134 Korea Am1
KP835213 Hakkari

93

0.5

Sekil 20. BQCV’ nin yapisal proteini sentezleyen gen bolgesine gore filogenetik agact (Neighbour- Joining

metodu-Tamura 3 parametresi, 1000 tekrarli)
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a2 — AY053375 Hungary 4
78 [L— AY053372 Hungary 2
AY053374 Hungary 3
—— AF486072 Hungary 1
——— AY053371 Poland 3
@ ABPV Koycegiz 19.4.18
100 L— 4 ABPV Fethiye 19.4.18
— AY053368 Germany 2
— 100 [~ AY053366 Austria 1
- AY053367 Germany 1
AF150629 South Africa
| HM228890 USA 1
100 HM228893 USA 2

9

=

—— EU292210 BRAZIL
0] KFO11920 CHILE
82— AY763414 URUGUAY
—
0.02

Sekil 21. ABPV’ nin kapsid proteinini kodlayan gen bolgesine gore filogenetik agaci (Neighbour-Joining

metodu-Tamura 3 parametresi, 1000 tekrarli)
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a1 —— FJ345306.1 AU1
FJ345308.1 AU5
FJ345310.1 DE4
FJ345322.1 SW1
FJ345323.1 SW2
FJ345317.1 HU15
FJ345313.1 FR6
FJ345307.1 AU19
FJ345319.1 PO3
FJ345321.1 PO6
. | FJ345318.1 POL
56 L FJ345320.1 PO4
100 —— FJ345325.1 URG1
L FJ345327.1 URG3
FJ345326.1 URG2
- EU122231.2 FR2
FJ345324.1 SW3
100 | EU122229.1 FR1
100]  1FJ345309.1 BE23
FJ345311.1 SP1
100 ——— FJ345314.1 FR7
m FJ345312.1 FR10
- FJ345315.1 FR8
66 L— FJ345316.1 FR9
@ CBPV2
1ml—— @ CBPV3

100

—
0.02

Sekil 22. CBPV’ nin RNA1 gen bolgesine gore filogenetik agaci (Neighbour-Joining metodu-Tamura 3
parametresi, 1000 tekrarli)
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65 | AF284625 DEU3
_|AF284625 GERMANY 38
AY230517 AFSSA FRANCE
AF284619 DEU2
KC513760 AUT4

KC513752 FRAZ2
ﬁgga 3753 FRA3
— AF284618 DEU1
— KC513754 FRA4
67 | AF284617 AUT1
4 AF284617 AUSTRIA
EF570857 T73/05A DENMARK
37 | KC513755 FRAS
10 KC513758 AUT2
KC513757 DNK2
EF570887 DNK3

| KC513750 SWE1
44 AHO12541 AY152712 POLAND

KC513759 AUT3

KC513756 DNK1

KC513751 URY1
453:‘:092924 GBR1
29 AF284616 GBR2
AF284626 IND
HM237361 CHN2
AF469603 CHMNA1

AF284627 NPL1

AF284629 NPL2
HQ916833 KOR3
HQ916837 KOR16

g9 | HQO16827 KOR2
—| HQO16827 KOR4
97 HQ322114 KOR1
HQ916834 KOR4
HQ916828 KORS5
HQ916835 KOR14
HQ916830 KORS
HQ916831 KOR9
HQ916836 KOR15
HQ916832 KOR10
HQ916829 KOR6
TUR BVKE Sac01

ree Sac Beyagac 8.5.18

Sac Seydikemer 8§.5.18
Sac Kemalpasa 8.5.18
7 | TUR BVKE Sac02

TUR BVKE Sac03
TUR BVKE Sac04

41

45

61

99

0.01

Sekil 23. SBV’ nin poliprotein sentezleyen gen bdlgesine gore filogenetik agaci (Maximum-Likelihood-

Tamura 3 parametresi, 1000 tekrarli)
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5. TARTISMA

Gunumuzde Avrupa Ulkelerinde toplam 13 milyon koloni bulunmakta ve bu
kolonilerden 220 bin ton bal elde edilmektedir (Chauzat ve ark., 2013). Turkiye 7 milyon
486 bin 621 koloni ve 107 bin ton bal Uretimi ile dinyada koloni sayis1 bakimindan
ticiincii, bal iiretimi agisindan ise ikinci sirada yer almaktadir (Doganay ve Girisken,
2017). Tirkiye gerek ar1 koloni varligi gerekse bal iiretimi yoniinden Avrupa Ulkelerinin
toplam koloni sayis1 ve bal liretiminin yarisim1 tek basina karsilamaktadir. Bu durum
iilkemizde yaygin bir aricilik faaliyetinin oldugunu gostermektedir. Bu arastirmanin
gerceklestirildigi Ege Bolgesi ise 1 milyon 681 bin 838 koloni ve 12.108 isletme yillik
26000 ton bal dretimi ile Ulke kovan ve bal iiretim miktarinin ortalama 1/4" Uni
karsilamaktadir; bu veriler ar1 ve ar1 tirinleri bakimindan Ege bolgesinin 6nemini igaret
etmektedir (TUIK, 2015). Yapilan bu ¢alisma ile iilke aricilik faaliyetlerinde énemli bir
yer olusturan ve Ege bolgesinde yer alan illerdeki ar1 kolonilerinde zararlara neden olan
onemli yedi ar1 virusunun molekiiler epidemiyolojisinin belirlenmesi amaciyla diinyada
ilk olarak yedi virus i¢cin mMRT-PCR yontemi tasarlandi, optimize edildi ve bu
epidemiyolojik calismada kullanildi.

Giiniimiizde ar1 viral hastaliklarinin teshisinde AGID, ELISA, EM, WB ve PCR
gibi farkli teshis metotlar1 kullanilmaktadir. Bu testlerin birbirlerine gore avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. AGID, WB ile karsilastirildiginda daha az duyarh
olmasina ragmen daha ekonomik, kolay ve hizlidir (Ribiere ve ark., 2000). EM ve WB
laboratuvar arag-gere¢ gerektiren ve rutin teshis igin zaman agisindan dezavantaj
olusturan testlerdir. EM i¢in deneyimli personel gereklidir. Ayrica spesifitesi diisiiktir ve
bal aris1 viruslarinin birbirine benzemesinden dolayr EM ile ayirt edilmeleri zordur.
ELISA ise molekiiler teshis yontemlerine kiyasla daha az duyarlidir (Sguazza ve ark.,
2013).

Stoltz ve ark. (1995) Kasmir ar1 virusunun tespiti igin spesifik RT-PCR metodu
gelistirdikten sonra molekiiler temelli yontemler daha sik kullanilmaktadir.

PCR, diger teshis metotlar1 ile karsilastirildiginda yiiksek spesifite ve
sensitiviteye sahip olmasi ve daha kolay uygulanabilir olmas1 nedeni ile daha avantajli
bir teshis yontemi olarak kabul edilmektedir. SRT-PCR her etken i¢in farkli reaksiyon
gerektirdiginden, daha fazla maliyet ve uzun sirelere ihtiya¢ duyar. Son yillarda es

zamanli, hizli ve ekonomik sonuglar alabilmek amaciyla bagvurulan 6nemli teshis
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yontemlerinden birisi mRT-PCR’ dir. mRT-PCR yontemlerimin gelistirilmesi, optimize
edilmesi iizerine caligmalar devam etmektedir. Bu yontem virolojide diger tiirlere ait
viruslarin teshisi i¢inde kullanilmaktadir (Yin ve ark., 2012; Piewbang ve ark., 2016; He
ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017).

Yin ve ark. (2012) domuzlarin solunum yollar1 hastaliklarina sebep olan
viruslarda yaptiklar1 calismada, logio tabanl seri diliisyonlarinda 10 e kadar etkenleri
tespit etmislerdir.

Piewbang ve ark. (2016) kopeklerin solunum yolu viruslarinda yaptiklar: dortli
MRT-PCR c¢alismasinda simpleks ve multipleks PCR sonuclarinin birbiri ile ayn1 tespit
limitlerine sahip oldugunu ifade etmislerdir. Yine yakin zamanda 6rdeklerde yapilan altili
MRT-PCR ¢alismasinda logio tabanli seri diliisyonlar1 yapilmis ve 10 ya kadar
pozitiflik bulunmustur (Wang ve ark., 2017).

He ve ark. (2017) kii¢iik ruminantlarda enfeksiyon olusturan Mavi dil virusu,
Koyun-Kegi vebasi virusu, Sap virusu, Keg¢i ¢icegi virusu, Koyun ¢igegi virusu ve orf
virusu gibi bazi DNA ve RNA viruslarin1i ayni anda teshis edebilen mRT-PCR
gelistirmislerdir. Ayni arastirmaci grubu bu yontemi kullanarak ayni anda birden fazla
etkeni 100 pg’ ye kadar tespit edebildiklerini bildirmistir.

Chen ve ark. (2004c) BQCV, DWV, KBV ve SBV teshisinde dortli; Topley ve
ark. (2005) ABPV, SBV ve BQCYV teshisinde iiglii; Grabensteiner ve ark. (2007) ABPV,
BQCV ve SBV icin ucli; ve son olarak Sguazzo ve ark. (2013) IAPV, SBV, DWV,
BQCV, ABPV ve CBPV teshisinde altili mRT-PCR teshis metodu gelistirmislerdir.

Chen ve ark. (2004c) sPCR ve ii¢ virus i¢in gelistirilen mMRT-PCR teshis
metodlari arasinda fark olmadigini; ancak bant kalinliklart arasinda farkliliklar oldugunu,
bunun ayn1 anda var olan viruslarin konsantrasyonlarindan veya viruslarin rekabetinden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Topley ve ark. (2005) rastgele olarak se¢ilen ABPV, SBV, BQCV ve saglikli
bireylerden olusan 40 6rnegi mRT-PCR ile test etmistir. Saha c¢alismalar1 ile de
desteklenen bu calisma mRT-PCR’ 1n ar1 viruslarini tekli, ikili veya tiglii sekilde basari
ile test ettigini gdstermistir.

Grabensteiner ve ark. (2007) enfekte arilardan elde edilen RNA ekstraklarinin

10* katli diliisyonlarinda etkeni tespit edebilmislerdir. Bunu teorik olarak birkac yiiz
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aridan olugsan havuzda tek bir arinin dahi enfekte olmasinin teshis i¢in yeterli
olabilecegini bildirmislerdir.

Sguazzo ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen altitlh mRT-PCR metodunda 10°
katli diliisyonlarinda viral niikleik asidi tespit etmislerdir. Yiiz yetmis materyalle yapilan
bu galismada sRT-PCR ile mRT-PCR arasinda fark olmadig tespit edilmistir.

Bu doktora tez arastirmasinda, IAPV, DWV, SBV, ABPV, BQCV, KBV ve
CBPV olmak iizere 7 6nemli bal aris1 virusunun es zamanli olarak teshisi hedeflenmistir.
Yapilan optimizasyon ¢alismasinda Henegariu ve ark., (1997)’ min kullanmis oldugu
yontemlerden yararlanilmistir.

Calismada yapilan logio tabanli seri diliisyonlarmda 10 ya kadar yedili bantlar
saptanmugtir (Sekil-17). Tespit limit ul’ de 2500 kopya olarak belirlenmis, sSRT-PCR ile
benzer sonuglar vermistir. Yapmis oldugumuz mRT-PCR testinin yukarida belirtilen bazi
testlerden daha duyarli oldugu, molekiiler epidemiyolojik ve rutin teshis ¢alismalarinda
kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Gegmisten giinlimiize bal arist viruslarinin molekiiler teshis ve prevalans
caligmalar1 tizerine bir ¢ok arastirma yapilmustir (Tentcheva ve ark., 2004; Berenyi ve
ark., 2006; Nielsen ve ark., 2007; Baker ve ark., 2008; Forgach ve ark., 2008; Giimiisova
ve ark., 2010; Ryba ve ark., 2012; Rodriguez ve ark., 2014; Gajger ve ark., 2015).

Yapilan calismalarda Fransa, Avusturya, Macaristan ve Hirvatistan’ 1n
aralarinda yer aldigi Bati ve Orta Avrupa iilkelerinde DWV igin yuksek prevalans
bildirilmistir (Tentcheva ve ark., 2004; Berenyi ve ark., 2006; Baker ve Schroeder; 2008;
Forgach ve ark., 2008; Gajyer ve ark., 2014). Shumkova ve ark (2018) Bulgaristan’da
Molieri ve ark (2017) ise Arjantin’de DWV igin diisiik prevalans degerleri
bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda DWV prevalans1 % 25.2 olarak tespit edilmistir ve bu
prevalans ge¢miste yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda daha diisiiktiir. Bu sonucun
en 6nemli nedeni, prevalansin yiiksek bulundugu c¢alismalarda orneklemenin hastalik
belirtisi goriilen veya koloni kaybinin yasandigi isletmelerden, prevalansin diisiik oldugu
caligmalarda ise Orneklemenin tesadlfi 6rnekleme ile yapilmasindan kaynaklandigini
diistindiirmektedir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar DWV prevalansinin en yiiksek % 50 orani ile

Kitahya oldugunu gostermektedir. DWV prevalans: izmir, Mugla ve Aydimn illeri igin
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sirasiyla % 33, % 29 ve % 22 olarak belirlenmistir. Prevalansin Kiitahya ilinde yuksek
¢ikma nedeni orantisal olarak hesaplanan 6rnek sayisinin iki olarak belirlenmesi ve
orneklerden birisinin pozitif olmasi ile agiklanabilecegi belirtilmistir. Izmir, Mugla,
Aydin illeri gezginci ar faaliyetlerinin sik olarak yapildigi ve ar1 koloni yogunlugunun
en fazla oldugu illerdir. Izmir ilinde diger illere gére prevalansin daha yiiksek olmasinin
nedenlerinden biri gezginci ar1 faaliyetleri olabilecegi diistiniilmektedir. Bunun yanisira
DWV’ nin Varroa ile bulasma yolu diisiiniildiigiinde, 6rnekleme yapilan bazi isletmelerde
Varroa enfestasyonlart ve onunla yeterli miicadelenin yapilmamasi1 diger 6nemli bir
neden olarak yorumlanabilir.

Bu ¢alismada elde edilen Cine, Soke, Datga, Kdycegiz ve Seydikemer olarak
isimlendirilen bes DWYV izolatinin helikaz genini kodlayan bélge hedeflenerek sekans ve
filogenetik analizi gergeklestirilmistir. Yapilan dizi analizi sonuglarina gére bu izolatlar
kendi aralarinda % 98-99; Avrupa izolatlar1 arasinda yer alan Polonya, Slovenya ve
Macaristan izolatlar1 ile % 97-99 ve Kore izolatlar1 ile % 93-98 oraninda niikleotit
benzerligi gostermektedir. Bu sonuglar Berenyi ve ark. (2007) ile Reddy ve ark. (2013)
tarafindan bildirilen sonuclar ile uyumludur. Buna gore Kore izolatlar1 ve Avrupa
izolatlar1 birbirinden ayr1 kollara ayrilmistir. DW'V i¢in yapisal protein ve RNA bagimli
RNA polimeraz enzimini kodlayan gen bdlgeleri esas alinarak yapilmis olan gesitli
filogenetik analizi ¢aligsmalari1 bulunmaktadir (Berenyi ve ark., 2007; Yang ve ark., 2013;
Karapinar ve ark., 2018; Shumkova ve ark., 2018). Yang ve ark. (2013) ABD, Japonya
ve Cin izolatlar1 arasindaki ayrilmalart gostermiglerdir. Karapiar ve ark. (2018) Turkiye
izolatlarma Ingiltere, Danimarka ve talya izolatlar1 ile %98-100 benzerlik gosterdigini
bildirmislerdir.

Daha once yapilan caligmalarda gerek Tiirkiye gerekse Avrupa ulkelerinde
BQCYV varligi yaygin olarak tespit edilmistir (Tentcheva ve ark., 2004; Forgach ve ark.,
2008; Welch ve ark., 2008; Tozkar ve ark., 2015). Bu ¢alismada BQCV, % 20,7 prevalans
ile isletmelerde tespit edilen ikinci en yaygin virus olmustur. Glimiisova ve ark. (2010)
yaptiklar1 ¢calismada Karadeniz Bolgesi’ nde 28 isletmeden rastgele 6rnekleme sonucunda
BQCV prevalansin1 % 21.42 olarak bildirmislerdir. Rodriguez ve ark. (2012) bulyik
koloni kayiplarinin yagsandigi 2010 yili ilkbahar mevsiminde 21 isletmede prevalansin %
82 oldugunu tespit etmislerdir. Aymi arastirmact grubu sonraki yillarda rastgele

ornekleme ile 60 isletmede yaptiklari arastirmada BQCV prevalansint % 10 olarak
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bildirilmislerdir (Rodriguez ve ark., 2014). Rastgele 6rnekleme sonucu gergeklestirilen
diger bir caligma Bulgaristan’ da gerceklestirilmis ve benzer sonuglar tespit edilmistir
(Shumkova ve ark., 2018). Calismamizda Aydin, izmir, Mugla illerinde bulunan aricilik
isletmelerinde BQCV prevalans oranlari sirasiyla % 38, % 23, % 20 olarak belirlenmistir.
Aydin ilinde diger iki ile gore prevalansin yiiksek ¢tkmasinin sebebi, Aydin ilinden alinan
orneklerdeki Nosema varligi ile iligkilendirilebilir.

Bu ¢alismada BCQYV yapisal proteini sentezleyen gen bolgesine gore sekans ve
filegenetik analizleri ger¢eklestirilmistir. Cine, Datca (2), Koycegiz, Karpuzlu ve Odemis
olarak isimlendirilen alt1 adet BQCYV izolati elde edilmistir. Bu izolatlardan Koycegiz
izolat1 hari¢ % 97-99 oraninda niikleotit benzerligi belirlendi. Kdycegiz izolati, bu
calismada elde edilen BCQV izolatlar ile % 89, Kore izolatlar1 ile % 88-90, Avrupa
izolatlar1 arasinda yer alan Polonya izolatlari ile % 97, Macaristan ve Avusturya izolatlar
ile % 94 benzerlik gostermektedir. Kdycegiz izolati ile Kore ve Avrupa izolatlariin farkli
grup olusturdugu goriilmektedir. BCQV ile ilgili filogenetik analiz incelediginde, Kore
Am str3 izolat1 Avrupa izolat1 ile ayn1 grupta yer alirken, Hakkari izolat1 ise (GenBank
Acc. No. KP835213) Kore izolatlar ile ayni1 grupta yer almaktadir. Bunun sebebinin
farkli tilkelerden ana ar1 temini, Sap hastalig1 gibi Picornaviridae ailesinde yer alan
viruslarin farkli genotipleri ile rekombinasyon yapabilme olasiligi diisiiniilmektedir
(Tapastzi ve ark., 2009; Noh ve ark., 2012). Kore Am str3 ve Hakkari izolatina ek olarak
Polonya izolatlarindan bir tanesinin de benzer sekilde farkli kola ayrilmasi yine ayni
sekilde agiklanmaktadir (Tapastzi ve ark., 2009). Ulkemizde Karapinar ve ark. (2018)
yapmis olduklari bir ¢alismada Avrupa izolatlari ile Kore, Cin, Japonya ve Tayland gibi
Asya izolatlart arasinda yukarida bahsedilen sekilde farkliliklar tespit etmemisler, ancak
Hakkari izolat1 bizim ¢aligmamiza benzer sekilde ayr1 kola ayrilmistir.

Calismada SBV yalnizeca 3 isletmede ve sadece ergin arilarda bulunmustur.
Gegmis yillarda Avrupa’ da yapilan bazi ¢alismalarda SBV prevalansi yiiksek tespit
edilmistir (Tenctheva ve ark., 2004; Berenyi ve ark., 2006; Nielsen ve ark., 2008; Gayger
ve ark., 2014). Bu ¢alismada SBV prevalansi % 2.7 olarak bulunmustur. Forgach ve ark.
(2008) 52 isletmenin % 2’ sinde, Baker ve Schroeder (2008) ise 23 isletmenin % 1.4’
iinde pozitiflik tespit etmisler ve yaptigimiz bu calismaya benzer sonuglar tespit
etmiglerdir. Bunun sebebi olarak oOrneklemenin yapildigi mevsimsel farkliliklarin,

arilarda SBV enfeksiyonuna karsi olan duyarliligi artirabilecegi diigiiniilmektedir.
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Calismamizda Denizli, Mugla ve Izmir’ den 1” er isletme pozitif olarak tespit edilmistir.
Aydin orneklerinin Mart ayinda, Denizli ve Mugla 6rneklerinin ise Nisan aymin son
haftasi ile Mayis aymin ilk haftalar1 arasinda temin edilmesi yani mevsimsel farkliliklar
olarak diisiintilebilir. Bunun yanisira tespit edilebilecek etken miktari, etkenin aktif
olmasi gibi faktdrlerin de 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Calismada tespit ettigimiz 3 izolat, daha dnce BVKE viroloji laboratuvarinda
elde edilen 4 izolatin niikleotit dizileri (NCBI Access. Num.: MH251271, MH251272,
MH251273, MH251274) ile % 99 oraninda benzerlik gostermektedir. Bu izolatlarin
Avrupa izolatlar1 nukleotit dizileriyle % 89-90, Kore izolatlartyla ise % 87-88
benzerlikleri bulunmaktadir. SBV’ nin niikleotid dizilimleri ve genetik ¢esitlilikleri farkli
ulkelerden orijin alan izolatlarla daha dnceki ¢alismalarda ele alinmigtir (Grabensteiner
ve ark., 2001; Kukielka and Sanchez-Vizcaino, 2009; Choe ve ark., 2012; Blanchard ve
ark., 2014). Grabensteiner ve ark. (2001) Avrupa, Uzak Dogu ve Giiney Afrika
genotipleri olmak iizere ii¢ farkli grubun varligini bildirmistir. Yine yapilan baska bir
calismada Kukielka ve Sanchez-Vizcaino (2009) Ispanya, Fransa ve Avusturya
izolatlarinin oldugu Avrupa genotipi; Uruguay ve Birlesik Kralligin bulundugu farkl bir
genotip ve Cin izolatlarinin bulundugu Cin genotipi olmak iizere ti¢ farkli genotip
oldugunu bildirmislerdir. Bu tez calismasinda genotiplendirme Blanchard ve ark. (2014)
referens alinarak yapilmistir. Buna goére; Fransa, Almanya, Isveg, Danimarka, Britanya
ve Uruguay izolatlar1 Avrupa-Gliney Amerika genotipini, Cin, Nepal ve Hindistan
izolatlar1 Asya genotipini ve Kore izolatlar1 da Kore genotipini olugturmaktadir. Ancak,
Turkiye izolatlar1 daha once yapilan ¢alismalardaki genotiplere uymamis, filogenetik
agacta tamamen farkli bir kol olarak ortaya ¢ikmis ve ayri1 bir grubu olusturmustur.

ABPV Tirkiye’ de daha oncede tespit edilmistir (Riistemoglu ve ark., 2016).
Avrupa’ da yapilan ¢alismalarda da etkene siklikla rastlanmaktadir (Bakonyi ve ark.,
2002; Tentcheva ve ark., 2004; Berenyi ve ark., 2006; Baker ve Schroeder ve ark., 2008;
Forgach ve ark., 2008; Nielsen ve ark., 2008; Gayger ve ark., 2014; Shumkova ve ark.,
2018). Bu calismada ABPV prevalanst % 3.6 olarak bulunmustur. Giimiisova ve ark.
(2010)’ nin Karadeniz Bolgesi’ nde yapmis olduklari ¢alismada etken tespit edilmemistir.
Bunun sebebi olarak Varroa enfestasyonlari ve gezginci aricilik faaliyetleri olarak

diistiniilmektedir.
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Tespit ettigimiz ABPV izolatlariin niikleotit dizileri % 99 oraninda benzer
tespit edilmistir. Bakonyi ve ark., (2002) Almanya ve Avusturya izolatlarinin bir grup,
Macaristan izolatinin bir grup olusturdugunu belirtirken, Polonya izolatlarinin
degiskenlik gosterdiklerini belirtmislerdir. Bu c¢alismada filogenetik gruplandirma
Rodriguez ve ark. (2014) referans alinarak yapilmistir. Tiirk izolotlar1 Avrupa
izolatlarinin arasinda ayr1 bir grup olusturmustur.

CBPV prevalansi daha 6nce iilkemizde yapilan ¢alismalarda % 25 olarak tespit
edilmistir (Giimiisova ve ark., 2010). Bu ¢alismada ise Ege Bolgesi prevalanst % 1,8
olarak bulunmustur. Bunun sebebi olarak, etkenin saglikli kolonilerde tespit
edilemeyecek diizeyde bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Tentcheva ve ark. (2004) ergin
arilarda prevalanst % 28 olarak bulmalarina ragmen larva ve pupalarda etkeni tespit
etmemiglerdir. Forgach ve ark. (2008) Macaristan’ da 52 isletmede etkeni tespit
edememislerdir. Yine Avrupa’ da yapilan calismalarda etkenin prevalansimin diisiik
oldugu goriilmekte (Berenyi ve ark., 2006; Nielsen ve ark., 2008; Gajger ve ark., 2014)
yapmis oldugumuz ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Tespit ettigimiz 2 CBPV izolatinin niikleotit dizileri birbirlerine % 97 oraninda
benzerdir. Blanchard ve ark. (2009) farkli iilkelerden elde ettikleri izolatlar1 A, B, C, D
olarak gruplandirmislardir. A grubu Fransa, Ispanya ve Belgika, B grubu Polonya,
Avusturya, Danimarka, Macaristan, Isvigre ve birkag Fransa, C grubu Uruguay, D grubu
ise yine Fransa, Isvi¢re ve Uruguay olarak smiflandirilmistir. Ayni iilkeden tespit edilen
izolatlar arasinda bile benzerlik oranin diisiik oldugu bildirilmistir. Tiirkiye izolatlart
diger izolatlardan bagka bir kola ayrilmistir ve digerleri ile % 83-85 benzerlik
gostermektedir. Bu durum CBPV’ nin segmentli bir virus olmasi ve genetik degisiklikler
ile agiklanabilir.

Calismada KBV ve IAPV tespit edilmemistir. Tiirkiye’de Tozkar ve ark., (2015)
daha &nce yaptiklar1 ¢alismada KBV tespit edemediklerini bildirirken, Ozkirim ve
Schiesser (2013) ise 71 isletmenin 10’ nunda IAPV tespit etmislerdir. Her iki virus
Amerika ve Avusturalya’ da sik olarak tespit edilmistir (Allen ve Ball, 1996). Yapilan
¢alismalarda Fransa ve Danimarka’ da KBV bildirilmis (Tentcheva ve ark., 2004; Nielsen
ve ark., 2008) Avusturya, Macaristan ve Hirvatistan’ da ise KBV varligi tespit
edilmemistir (Berenyi ve ark., 2006; Forgach ve ark., 2008; Gajger ve ark., 2014). Bu
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nedenle KBV’ nin Avrupa i¢in ekzotik olabilecegi diisiiniilmektedir (Berenyi ve ark.,
2006).

Bal aris1 viruslarinda miks enfeksiyonlar siklikla tespit edilmektedir (Tentcheva
ve ark., 2004; Berenyi ve ark., 2006; Forgach ve ark., 2008; Nielsen ve ark., 2008).
Calismamizda iki ve {i¢ virusun ayni anda tespit edildigi ar1 kolonileri bulunmaktadir. En
cok bir arada gortlen etkenler BQCV ve DWV’ dir . Mugla ilinde bulunan bir isletmede
SBV, DWV ve BQCV i¢inde yer aldig1 enfeksiyon tespit edilmistir. iki virus ile ortak
enfeksiyon Mugla ili dort, Izmir ili iki, Aydin ili iki toplam 8 isletmede DWV ve BQCYV,
Izmir ilinde bir isletmede ABPV ve BQCV, Mugla ilinde bir isletmede ise ABPV ve
CBPV hastaliklarinin birlikte seyrettigi tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde ariciligin ve ar1 saghigiin dnemi giin gegtikce artmaktadir. Bununla
birlikte arilarda gozlemlenen hizli koloni kayiplar1 ve sebebi bilinemeyen 6liim oranlar
artis gostermektedir. Ani koloni kayiplar1 yasandiginda hizli, ekonomik ve guvenilir
sonucun ureticiye iletilmesi 6nem arz etmektedir. Bu arastirmada yedi dnemli ar1 virusu
icin spesifik ve duyarli olan mRT-PCR testinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Yedi
virusa kars1 gelistirilen ydnteminin duyarlilig1 yiiksektir. Ozellikle rutin analizlerde ve
epidemiyolojik taramalarda kullanilmas1 maliyet, isgiicli ve zaman tasarrufu saglamasi
acisindan avantaj olusturmaktadir. Arastirmamizda, bu yeni molekiiler yontem ilk defa
kullanilarak Ege Bolgesi ar1 kolonilerinde yedi viral etkenin arastirilmasi yapilmistir.
Arastirma sonucunda bolgede yer alan aricilik isletmelerinde DWV(%25.2),
BQCV(%20.7), SBV(%2.7), ABPV(%3.6) ve CBPV(%1.8) etkenleri identifiye edilirken,
IAPV ve KBV ise tespit edilmemistir.

Bu aragtirmada identifiye edilen bes ar1 virusunun filogenetik analizi yapilarak
benzerlikleri incelenmistir. Ar1 isletmeleri ve bal iiretimi acisindan 6nemli olan Ege
Bolgesi ar1 isletmelerinde goriilen viral enfeksiyonlarin giincel durum bilgilerini vermesi
acisindan bu arastirma 6nemlidir. Diinyada ar1 koloni ve bal iiretimi agisindan 6nemli bir
yere sahip olan ulkemizde IAPV ve KBV tespit edilmemesi énemli bir sonugtur.

Yedi onemli ar1 virusuna karsi gelistirilen bu metodun saha taramalarinda
kullanilmasi i¢in rutin teshiste yer almasi tez sonuglari agisindan bir kazanim olacaktir.
Gilinlimiizde bal ve bal iirlinlerinin insan saglig1 iizerine etkileri {izerine arastirmalar
yogun olarak devam etmektedir. Ayrica arilarin polenizasyon ile dogal bitki florasinin
korunmasina biiylik etkiler yapmaktadir. Bu nedenle saglikli ar1 ve kolonilerin bulunmasi
gerek insan saglig1 gerekse dogal yasam i¢in 6nemlidir. Saglikli ar1 ve ar1 kolonilerin elde
edilmesinde 6nemli kriterlerinden birisi viral etkenlerden ari olmalaridir. Bu nedenle ar1
viral hastaliklarindan korunmanin en 6nemli kriterleri arasindan bu viral etkenlerin siiratli
olarak teshis edilmesi ve korunma tedbirlerinin alinmas1 mutlaka olmalidir. Yukarida da
bahsedildigi gibi, bir virus tiiriinde genetik farkliliklar olusabilmektedir. Bal arisi
viruslarinin tamamina yakininin da RNA virusu oldugu, CBPV gibi siniflandirilamayan
tiirlerin ve Israil akut ari felci, Lake Sinai Virus gibi yeni tiirlerin ortaya ciktig

diisiintildiigiinde filogenetik analizlerin degerlendirilmesindeki 6nem ortaya ¢ikmaktadir.
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Bu aragtirma sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda Onerilerimiz asagida

maddeler olarak sunulmustur:

1.

Bal aris1 viruslarinin teshisinde mMRT-PCR’ 1in daha ileri calismalari
yapilarak, daha ekonomik ve hizli mRT-PCR kit calismalar
yapilmalidir.

Bal aris1 viruslariin ¢ogu Nosema ve Varroa gibi parazitler ile bulastigi
icin kolonilerde parazit taramasi ve parazit miicadelesi etkin bir sekilde
yapilmalidir.

Etkin tarama programlar1 sadece viral etkenler i¢in degil, ayn1 zamanda
paraziter etkenler igin de yapilmalidir. Tarama programlart sonucunda,
etkin ve programli anti-paraziter ilaglama caligmalar1 uygulanmalidir.
[laglamanin ayn1 anda yapilmasi yetkililerce saglanmalidir.

Parazitlere ve viral etkenlere direngli ar1 wrklart kullanilmasi ve
gelistirilmesi gerekmektedir.

Guclu ve direngli koloniler igin beslenme kosullari iyi olmalidir.
Sanitasyon kurallarna uyulmali, kovanlar ve alet-ekipmanlar
kullanilmadan 6nce temizlikleri yapilmalidir.

Aricilik faaliyetini yiirtiten kisiler diizenli egitimlere tabi tutulmali ve

viral etkenlere kars1 farkindalik olusturulmalidir.

Bu doktora tez projesi Ege bolgesinde yer alan aricilik isletmelerinde dnemli

viral hastaliklarin durumu hakkinda 6nemli veriler saglamistir. Bal arilar1 ve kolonilerinin

saglikli olmas1 gerek ekolojik ve gerekse gida iiretimi agisindan hayati 6nem tasimaktadir.

Kolonilere ve arilara biiylik zararlar veren viral enfeksiyonlarin siiratli olarak teshis

edilmesi ve bu enfeksiyonlarla mucadelenin sirdirilmesi, bal arilarinin korunmasini

saglayarak ekosistem ve gelecek nesillere katki saglayacaktir.
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Ek-2: Calismada elde edilen DWV nukleotid dizileri

>DWV_Cine_3.4.18

GAATGGATGACGTATAATGAATTTCTTGAATGGATAACTCCTGTGT
ATATGGCTAACCGTCGTAAGGCGAATGAATCGTTTAAGATGCGTGTGGATG
AAATGCAAATGTTACGTATGGATGAACCATTGGAAGGTGATAATATTCTCA
ATAAGTATGTTGAAGTTAATCAGCGTTTAGTGGAGGAAATGAAGGCATTTA
AGGAGCGTACACTATGGTCAGATTTACATCGNGTAGGTGCGGAAATTAGTG
CGTCAGTTAAGAAAGCTTTACCAACCATTTCCATAACYGAAAAACTACCAC
ATTGGACTGTTCAATGTGGTATTGCTAAACCTGAGATGGACCATGCTTATGA
GGTTATGAGTTCGTATGCAGCTGGAATGAATGCAGAGATTGAAGCGCATGA
ACAAGTTCGGCGTTCATCAGWGGAATGTCAATATGCAGAGCCTCAAGCTCC
AAGAAATCCTGATGATGAAGGGCCAACCATAGATGAAGAACTTATGGGCGA
CACTGAAT

>DWV_Soke 3.4.18

ATGGATGACGTATAATGAATTTCTTGAATGGATAACTCCTGTGTATA
TGGCTACACCGTCGTAAGGCGAATGAATCGTTTAAGATGCGTGTGGATGAA
ATGCAAATGTTACGTATGGATGAACCATTGGAAGGTGATAATATTCTCAAT
AAGTATGTTGAGTTAATCAGCGCTTAGTGGAGGAAATGAAGGCATTTAAGG
AGCGTACACTATGGTCAGATTTACATCGCGTAGGTGCGGAAATTAGTGCGT
CAGTTAAGAAAGCTTTACCAACCATTTCCATAACCGAAAAACTACCACATT
GGACTGTTCAATGTGGTATTGCTAAACCTGAGATGGATCATGCTTATGAGGT
TATGAGTTCGTATGCAGCTGGAATGAATGCAGAGATTGAAGCGCATGAACA
AGTTCGGCGTTCATCAGTGGAATGTCAATATGCAGAACCTCAAGCTCCAAG
AAATCCTGATGACGAAGGGCCAACCATTGATGAAGAACTTATGGGCGACAC
TGAATTTACATCACAGGCTCTAGAACGTCTTGTGGATGAAGGTTATATAACT
G

>DWV_Datca_3.4.18

AATGGATGACGTATAATGAATTTCTTGAATGGATAACTCCTGTGTAT
ATGGCTAACCGTCGTAAGGCGAATGAATCGTTTAAGATGCGTGTGGATGAA
ATGCAAATGTTACGTATGGATGAACCATTGGAAGGTGATAATATTCTCAAT
AAGTATGTTGAAGTTAATCAGCGCTTAGTGGAGGAAATGAAGGCATTTAAG
GAGCGCACACTGTGGTCAGATTTACATCGTGTAGGTGCGGAAATTAGTACG
TCAGTTAAGAAAGCTTTACCAACCATTTCCATAACCGAAAAACTACCACATT
GGACTGTTCAATGTGGTATTGCTAAGCCTGAGATGGACCATGCTTATGAGGT
TATGAGTTCGTATGCAGCTGGAATGAATGCAGAGATTGAAGCGCATGAACA
AGTTCGGCGTTCATCAGTGGAATGTCAATATGCGGAGCCTCAACTCCAAGA
AATCTTGATGATGAAGGGCCAACCATAGATGAAGAACTTATGGGCGACACT
GAATTTCCATCACAGGCTCTAGAACGTCTTGTGGATGAAGGTTATATAACT

90



>DWV_Koycegiz_3.4.18

TCCACATGGTCTGAATGGATGACGTATAATGAATTTCTTGAATGGAT
AACTCCTGTGTATATGGCTAACCGTCGTAAGGCGAATGAATCGTTTAAGATG
CGTGTGGATGAAATGCAAATGTTACGTATGGATGAACCATTGGAAGGTGAT
AATATTCTCAATAAGTATGTTGAAGTTAATCAGCGTTTAGTGGAGGAAATG
AAGGCATTTAAGGAGCGTACACTATGGTCAGATTTACATCGCGTAGGTGCG
GAAATTAGTGCGTCAGTTAAGAAAGCCTTACCAACCATTTCTATAACTGAG
AAACTACCACATTGGACTGTTCAATGTGGTATTGCTAAACCTGAGATGGATC
ATGCTTATGAGGTTATGAGTTCGTATGCAGCTGGAATGAATGCAGAGATTG
AAGCGCATGAACAAGTTCGGCGTTCATCAGTGGAATGTCAATATGCAGAGC
CTCAAGCTCCAAGGAATCCTGATGATGAAGGGCCAACCATAGATGAAGAAC
TTATGGGCGACACTGAATTTACATCACAGGCTCTAGAACGTCTTGTGGATGA
GGTTATATAACTGGAAA

>DWV_Seydikemer_3.4.18

GAATGGATGACGTATAATGAATTTCTTGAATGGATAACTCCTGTGT
ATATGGCTAACCGTCGTAAGGCGAATGAATCGTTTAAGATGCGTGTGGATG
AAATGCAAATGTTACGTATGGATGAACCATTGGAGGGTGATAACATTCTCA
ATAAGTATGTTGAAGTTAATCAGCGCTTAGTGGAGGAAATGAAAGCATTTA
AGGAGCGTACACTATGGTCAGATTTACATCGCGTAGGTGCGGAAATTAGTG
CGTCAGTTAAGAAAGCTTTACCAACCATTTCCATAACTGAAAAACTACCAC
ATTGGACTGTTCAATGTGGTATTGCTAAACCTGAGATGGATCATGCTTATGA
GGTTATGAGTTCGTATGCAGCTGGAATGAATGCAGAGATTGAAGCGCATGA
ACAAGTTCGGCGTTCATCAGGGGAATGTCAATATGCAGAGCCTCAAGCTCT
AAGAAATCCTGATGATGAAGGGCCAACCATAGATGAAGAACTTATGGGCGA
CACTGAATTTGCATCACAGGCTCTAGAACGTCTTGTGGATGAAGGTTACATA
ACTGGAAAACAGAAGAAATATATAGCTATGTGGTGTA
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Ek-3: Calismada elde edilen BQCV nukleotid dizileri

>BQCV SP_Cine_3.4.18

ACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAGAGTAAGAGCAAGAAGG
ATTACTCTAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGTTGGGCGA
ACATTTACCCTTCCTCAAATCAGGAGCGAACTGGGTTAGCGAGAACATCTTG
CAACCAGCGGATGAAATTATAGGACCCATTTTATCTCTCTTTGGGTTCTCGA
AGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAATACCTTT
GGTATCACTGATACTAATGATATGTCGCATAGTCTGGCGCTTTCTAACGATA
CAAATGTACCGTTTATTAAAGCGTTGGATGGGTCAGGTCTGGACGAAATGA
GCTTCGATTATCTAAAGAAGATACCCCAATTCATACAGTCAAAATTCTTCAC
TACTACNACAAAACCCCAAGAGGTTTTGTTTCAA

>BQCV SP_Datca_3.4.18

AACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAGAGCAAGAGCAAGAAG
GATTACTCCAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGTTGGGCG
AACATTTACCCTTCCTCAAATCAGGAGCGAATTGGGTTAGCGAGAACATCTT
GCAACCAGCGGATGAAATTATAGGACCCATTTTATCTCTCTTTGGGTTCTCG
AAGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAATACCTT
TGGTATCACTGATACTAATGATATGTCGCATAGTCTGGCGCTTTCTAACGAT
ACGAATGTACCGTTTATTAAAGCGTTGGATGGGTCAGGTCTGGACGAAATG
AGCTTCGATTATCTAAAGAAAATACCCCAATTCATACAGTCAAAATTCTTCA
CTACTACGACAAAACCTCAAGAGGTT

>BQCV SP_Koycegiz_3.4.18

AACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAAGAGTAAGGGCAAGAA
GGATTACTCGAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGCTGGG
CGAACATCTTCCTTTCCTCAAATCAGGAGCGAACTGGGTCAGTGAGAATATT
CTGCAGCCTGCAGATGAAATCATAGGCCCTATTTTGTCTCTCTTTGGGTTCTC
GAAGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAATACC
TTTGCTATCACTGATACCAATGATATGTCGCATAGTCTGGCGCTTTCTAACG
ATACTAATGTACCGTTTGTTAAGGCGCTTGATGGGTCAGGTTTGGACGAAAT
GAGCTTCGATTACCTAAAGAAAATACCCCAATTTATACAGTCAAAATTCTTC
ACCACATCAACTAAACCTCAAGAGATTTTGTT
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>BQCV SP_Karpuzlu_3.4.18

CGAACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAGAGCAAGAGCAAGA
AGGATTACTCCAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGTTGGG
CGAACATTTACCCTTTCTCAAATCAGGAGCGAATTGGGTTAGCGAGAACAT
CTTGCAACCAGGGATGAGATTATAGGACCCATTTTATCTCTCTTTGGGTTCT
CGAAGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAATAC
CTTTGGTATCACTGATACTAATGATATGTCGCATAGTCTGGCGCTTTCTAAC
GATACAAATGTACCGTTTATTAAAGCGTTGGATGGGTCAGGTCTGGACGAA
ATGAGCTTCGATTACCTAAAGAAAATACCCCAATTCATACAGTCAAAATTTT
TCACCACTACAACAAAACCTCAAGAGGTTTTGTTTCAAACCAAAGTAATGC

>BQCV SP_Datca_3.4.18

GAACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAGAGCAAGAGCAAGAA
GGATTACTCTAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGTTGGGC
GAACATTTACCTTTCCTCAAGTCAGGAGCGAATTGGGTTAGCGAGAACATCT
TGCAACCAGCGGATGAAATTATAGGACCCATTCTATCTCTCTTTGGGTTCTC
GAAGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAATACC
TTTGGTATCACTGATACTAATGATATGTCGCACAGTCTGGCGCTTTCTAACG
ATACAAATGTACCGTTTATTAAAGCGTTGGATGGGTCAGGTCTGGACGAAA
TGAGCTTCGATTACCTAAAGAAAATACCCCAATTCATACAGTCAAAATTTTT
CACCACTACAACAAAACCTCAAGAGGTTTTGTTTCAAACCAAAGTAATGCC

>BQCV SP_Odemis_3.4.18

TACGAACTCTGACTCTCGACAGCGTGCCAAAGAGAGCAAGAGCAA
GAAGGATTACTCTAAGACAGGAGCAGCTTTTAAACAATCTGTTTCTAAGTTG
GGCGAACATTTACCTTTCCTTAAGTCAGGAGCGAATTGGGTTAGCGAGAAC
ATCTTGCAACCAGCGGATGAAATTATAGGACCCATTTTATCTCTTTTCGGGT
TCTCGAAGCCTCTTTTGCCCATTACCAATCCTACCGTTTTGCGGCCTGCGAAT
ACCTTTGGTATCACTGATACTAATGATATGTCGCATAGTCTGGCGCTTTCTA
ACGATACAAATGTACCGTTTATTAAAGCGTTGGATGGGTCAGGTCTGGACG
AAATGAGCTTCGATTACCTAAAGAAAATACCCCAATTCATACAGTCAAAAT
TTTTCACCACTACAACAAAACCTCAAGAGGTTTTGTTTCAAACCAAAGTAAT
GC
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Ek-4: Calismada elde edilen ABPV nukleotid dizileri

>ABPV_Koycegiz_19.4.18

ATAGTTGTGTGGAAGTGGGCTGAAGATGTAGTTGTAGTAGAACCTA
AGCCTTTGCTTGCAGGACCAACGCAAGTGTTTCAACCACCTGTAACTTCCGC
AGATTCTATAAATATTATAGATGCTTCAATGCAAATTAACTTAGCGAATAAA
GCTGATGAGAATGTAATTACATTCTTTGATTCTGATGACGCTGAGGAAAGG
AACATGGAAGCATTATTGAAAGGAAGCGGCGAGCAAATCATGAATTTGAGA
TCCTTATTAAGAACATTTAGGACTATATCAGAAAATTGGAACTTACCACCTA
ACACAAAAACAGCAAAACAGATTTGACTGATGTTGCGGATAAGGAAGGTA
GAGATTATATGTCTTATTTATCATACATCTATAGATTCTATAGAGGTGGAAG
AAGATATAAATTTTTCAATACAACAGCTTTGAAACAATCTCAAACTTGCTAT
ATTCGCAGCTTCTTAGTACCACGATATTATACTACTGATAACACAAACAATG
ATGGACCTTCACATATAACATATCCAGTACTTAATCCAGTTCATGAAGTAGA
AGTACCATATTATTGTCAATATAGAAAATTACCAGTAGCATCTACAACCGAC
AAAGGATATGATGCATCTTTGATGTACTATTCTAATGTTGGTACCAATCAAA
TTGTTGCTCGAGCCGGCAATGATGATTTTACCTTTGGATGGCTCATAGGAAC
ACCGCAAACTCAAGGAATAACGAGAACGGAAACTAAATAAATAAATAAAG
ATGTACTTTAGAGGACAGACATACCCTCTTTTGTATGGCTATAGTCTAAATT

>ABPV_Odemis_19.4.18

TGTGGAAATGGGCTGAAGATGTAGTTGTAGTAGAACCTAAGCCTTT
GCTTGCAGGACCAACGCAAGTGTTTCAACCACCTGTAACTTCCGCAGATTCT
ATAAATATTATAGATGCTTCAATGCAAATTAACTTAGCGAATAAAGCTGAT
GAGAATGTAATTACATTCTTTGATTCTGATGACGCTGAGGAAAGGAACATG
GAAGCATTATTGAAAGGAAGTGGCGAACAAATCATGAATTTGAGATCCTTA
TTAAGAACATTTAGGACTATATCAGAAAATTGGAACTTACCACCTAACACA
AAAACAGCAATAACAGATTTGACTGATGTTGCGGATAAGGAAGGTAGAGAT
TATATGTCTTATTTATCATACATCTATAGATTCTATAGAGGAGGAAGAAGAT
ACAAATTTTTCAATACAACAGCTTTGAAACAATCTCAAACTTGCTATATTCG
CAGCTTCTTAGTACCACGATATTATACTACTGATAACACAAACAATGACGG
ACCTTCACATATAACATATCCAGTACTTAATCCAGTTCATGAAGTAGAAGTA
CCATATTATTGTCAATATAGAAAATTACCAGTAGCATCTACAACCGACAAA
GGATATGATGCATCTTTGATGTATTATTCTAATGTTGGTACCAATCAAATTG
TTGCTCGAGCCGGCAATGATGATTTTACCTTTGGATGGCTCATAGGAACACC
GCAAACTCAAGGAATAACGAGAACGGAAACTAAATAAATAAATAAGATGT
ACTTTAGAGGACAGACATACCCTCTTTTGTATGGCTATAGTCTAA
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>ABPV_Fethiye 19.4.18

ATAGTTGTTTGGAAATGGGCTGAAGATGTAGTTGTAGTAGAACCTA

AGCCTTTGCTTGCAGGACCAACGCAAGTGTTTCAACCACCTGTAACTTCCGC
AGATTCTATAAATATTATAGATGCTTCAATGCAAATTAACTTAGCGAATAAA
GCTGATGAGAATGTAATTACATTCTTTGATTCTGATGACGCTGAGGAAAGG
AACATGGAAGCATTATTGAAAGGAAGTGGCGAACAAATCATGAATTTGAGA
TCCTTATTAAGAACATTTAGGACTATATCAGAAAATTGGAACTTACCACCTA
ACACAAAAACAGCAATAACAGATTTGACTGATGTTGCGGATAAGGAAGGTA
GAGATTATATGTCTTATTTATCATACATCTATAGATTCTATAGAGGAGGAAG
AAGATACAAATTTTTCAATACAACAGCTTTGAAACAATCTCAAACTTGCTAT
ATTCGCAGCTTCTTAGTACCGCGATATTATACTACTGATAACACAAACAATG
ACGGACCTTCACATATAACATATCCAGTACTTAATCCAGTTCATGAAGTAGA
AGTACCATATTATTGTCAATATAGAAAATTACCAGTAGCATCTACAACTGAC
AAAGGATATGATGCATCTTTGATGTATTATTCTAATGTTGGTACCAATCAAA
TTGTTGCTCGAGCCGGCAATGATGATTTTACCTTTGGATGGCTCATAGGAAC
ACCGCAAACTCAAGGAATAACGAGAACGGAAACTAAATAAATAAATAAAG
ATGTACTTTAGAGGACAGACATACCCTCTTTTGTATGGCTATAGTCTAAATT

TT
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Ek-5: Calismada elde edilen CBPV nukleotid dizileri

>CBPV2 (Izmir)

TTTGCGAGTCCTCTATCGTATTGGAGACGAGGGAGGACGGGACCAA
ACTCATCCACTTACCAGTACAACATACCCCTCTCGCAGTCCCGGTCAACCTT
GCCAGATTTATTACCACCGAAGCGGTTCAAGAAATCTCAGACCAACTCCTCC
GCGTCCCACCCGATAACATCGAAAGGTGCAGGCACATACTTCACTCTCTCAT
CAAACGGGAATCCGGATCCCCGCGACACTCCGTTACGCCAGTGCGTAGAAG
AATTCTTAATGACACCTCAGATGAGCTGGTTGAAGAGAGTTCACTCCCCTGT
CGATTTCTCGATTTGGGTCAAACGCTACCCAGAATGGCGGCAGCGTCAACTT
ATCGCCGCCCGGGCGCGCGTCCTCAGCGATCCGGAACCCCGTCACAAGTAC
GCACTCATAAAGAATTTCGTCAAGAACGAGACCACCGCCAAGTTCGTCGAC
CCAAGAAACATCAGCCCGCGAAGCGACGAGTTCCTAGTGGTGGTGGGTCCG
TACATCAGCGCCATCGAACACGCCGCAGTTCGTTGCCCCTTCCTTATCAAGG
GGCTGACACCGAAGAAGAGATGTGAAAAACTAGCATGGCTCACAGAGTAC
GAGCGTTTTCTTGAGATCGACTTCGCTCGTTTCGATCAGACTCTGATGAAAG
ATCTCCTTCGTATTGTAGAACTGCGTTTCTTACTCGACCCTTACACCCCAAAC
CCTCATAATGATGATAGTAACCAGCGTGCCAACCAATTATTTATCGCCTTTA
TGTTGTACACTCTCACCAACATCGGATTGAGTCGGTATGGCACCCGTTACAA
GCGCGAAGGCACACGTTGCTCAGGAGACCCTCACACCTCCATCGGCAATGG
ATTTATCAACGCCTTTATCATCTGGCTTTGTCTTCGCAAGTTGCCTGAAAAC
AGTTGGCAATCAGCTCATGAGGGTGATGACGGCATAGTAGGCTTGCGTGCC
AATATTGTTCATCAAGTCGAGTATAACCTCAAGTTTCTATCCTGTCTTGGTTT
CCGTGCCAAGATTCGGGTAGTTTCTGAGTTATCCCAAGCCACCTTTTGTGGT
AGGCGATTCATCGAGACCTCATCTGGGCTAAGCGACATGTGTGATCTTACTC
GGACCCTTGGCAAATTTAACACCACCATGTCCCAGGGTCCCTTAGATCTCCT
TCTCCTTGCCAAGTCGTTGTCTTATCACCATACCGATGCCAACACCCCGTTG
ATCGGTGCTCTGACATACGCGTTGGTGAAAACACTTCGACCTGTCATGCAGA
AGTAT
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>CBPV3 (Mugla)

TTTGCGAGTCCTCTATCGTATTGGAGACGAGGGAGGACGGGACCAA
ACTCATCCACCTACCAGTACAACATACCCCTCTCGCAGTCCCGGTCAACCTT
GCCAGATTTATTACCACCGAAGCGGTTCAAGAAATCTCAGACCAACTCCTCC
GCGTCCCACCCGATAACATCGAAAGGTGCAGGCACATACTTCACTCTCTCAT
CAAACGGGAATCCGGATCCCCGCGACACTCCGTTACGCCAGTGCGTAGAAG
AATTCTTAATGACACCTCAGATGAGCTGGTTGAAGAGAGTTCACTCCCCTGT
CGATTTCTCGATTTGGGTCAAACGTTACCCAGAATGGCGGCAGCGTCAACTT
ATCGCCGCCAGGGCGCGCGTCCTCAGCGATCCGGAACCCCGTCACAAATAC
GCGCTCATAAAGAACTTCGTCAAGAACGAGACCACCGCCAAGTTCGTCGAC
CCAAGAAACATCAGCCCGCGAAGCGACGAGTTCCTAGTGGTGGTGGGTCCG
TACATCAGCGCCATCGAACACGCCGCAGTTCGTTGCCCCTTCCTTATCAAGG
GGCTGACACCGAAGAAGAGATGTGAAAAATTAGCATGGCTCACAGAGTATG
AGCGTTTTCTCGAGATCGATTTCGCTCGCTTCGACCAGACTCTGATGAAAGA
TCTCCTTCGTATTGTTGAACTGCGTTTCTTACTCGACCCTTACACCCCAAACC
CTCATAATGATAATAGTAACCAGCGTGCCAACCAATTATTTATCGCTTTCAT
GTTGTACACTCTCACTAACATCGGATTAAGTCGGTATGGCACCCGTTACAAG
CGCGAAGGCACACGTTGCTCAGGAGACCCTCACACCTCCATCGGCAACGGA
TTTATCAACGCCTTTATCATATGGCTTTGCCTTCGCAAATTGCCTGAAAACA
GCTGGCAATCAGCTCATGAGGGTGATGACGGCATAGTAGGCTTGCGTGCCA
ATATTGTTCATCAGGTTGAGTATAACCTCAAGTTTCTATCCTGCCTTGGTTTT
CGTGCCAAGATTCGGGTAGTTTCTGAGTTATCCCAAGCCACCTTTTGTGGTA
GGCGATTCATCGAGACCTCCTCCGGGCTAAGCGACATGTGTGATCTTACTCG
GACCCTTGGCAAATTTAACACCACCATGTCCCAGGGTCCCTTGGATCTCCTT
CTGCTTGCCAAGTCATTGTCTTATCACCATACCGATGCCAACACCCCGTTGA
TCGGTGCTCTGACATATGCGTTGGTGAAAACACTTCGACCTGTCATGCAGAA
GTAT

97



Ek-6: Calismada elde edilen SBV nikleotid dizileri
>Sac_Kemalpasa_8.5.18
GAAGACATTTGATACAGTGGGCTCTTATACCGATTTGTTTAATGGTT
GGGTTTCTGGTATGTACGTGGATAAAAATGTCCACTACACCGAAATGTCCA
GTGATGAAAGTGGACGAAGAATCTGGAATGTTAGGCGCGCAGTGTCAATTA
AGACCGCAGAAGGAACTTTAGTGTGGCGAAAAGTAATATCCTCTTATAGTT
GTAAAGTGGCTTCCGAGCTAGCAGCTAAGAGTATCTTAGTACAGTTTACAGT
>Sac_Beyagac 8.5.18
CAATCCTTGCCTCTTGTAAGAAGACATTTGATACAGTGGGCTCTTAT
ACCGATTTGTTTAATGGTTGGGTTTCTGGTATGTACGTGGATAAAAATGTCC
ACTACACCGAAATGTCCAGTGATGAAAGTGGACGAAGAATCTGGAATGTTA
GGCGCGCAGTGTCAATTAAGACCGCAGAAGGAACTTTAGTGTGGCGAAAAG
TAATATCCTCTTACAGTTGTAAAGTGGCTTCCGAGCTAGCAGCTAAGAGTAT
TTTAGTACAGTTTACAGGTCCGATAAGGACTCA

>Sac_Seydikemer_8.5.18

ATTTGTTTAATGGTTGGGTTTCTGGTATGTACGTGGATAAAAATGTC
CACTACACCGAAATGTCCAGTGATGAAAGTGGACGAAGAATCTGGAATGTT
AGGCGCGCAGTGTCAATTAAGACCGCAGAAGGAACTTTAGTGTGGCGAAAA
GTAATATCCTCTTACAGTTGTAAAGTGGCTTCCGAGCTAGCAGCTAAGAGTA
TTTTAGTACAGTTTACAG
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