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OZET

AKARISITLERIN BAL ARISI GASTROINTESTINAL SISTEMINDE YASAYAN
BAZI BAKTERI TURLERINE ETKISI

Baris TASEL

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Devrim OSKAY
fkinci Danisman: Do¢. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

Varroa akar1 diinya lizerinde, aricilik sektoriinde onemli ekonomik kayiplarin verilmesine
neden olmaya devam etmektedir. Akarla miicadelede gelistirilen stratejilerden birisi de
kolonilere sentetik akarasit kullanimidir. Bal aris1 mikrobiyotasi, patojenlere kars1 savunmada,
metabolizmanin ¢alismasinda, verimde, bagisiklik sisteminin, viicudun ve davranigin
gelismesinde 6nemli rol oynar. Bu tezde bal arisi gastrointestinal sisteminden izole edilen
bakteri tiirlerinin genetik tanimlamas1 yapilmistir ve tizerinde akarisitlerin disk difiizyon teknigi
ile antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Bu amagla piyasada bulunan amitraz, flumethrin ve
tau-fluvalinate igeren akarisitlerin 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 dozlarmin antimikrobiyal
aktivitesi istatistiki olarak degerlendirilmistir. Calismalar 3 tekerriir olarak uygulanmistir.
Amitraz, Lactiplantibacillus spp. tizerinde sirasi ile 14,96 mm, 14,43 mm, 13,56 mm, 11,46
mm, 10,13 mm, 7,66 mm inhibisyon zon ¢api olusturmustur. Leuconostoc mesenteroides
izerine sirast ile 17,83 mm, 16,56 mm, 12,93mm, 8,70 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur.
Bifidobacterium spp. iizerinde sirasi ile 15,36 mm, 14,43 mm, 13,50 mm, 12,26mm, 10,23 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur. Amitrazin, Klebsiella aerogenes ve Citrobacter freundii
tizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivitesi goriilmemistir. Flumethrin ve tau-fluvalinate
iceren akarisitlerin ise test edilen bakterilerin timiinde herhangi bir antimikrobiyal aktivitesi
saptanmamistir. Bu ¢alismada, amitraz etken maddeli akarisitlerin bal aris1 gastrointestinal
sistemindeki bazi laktik asit bakterilerine antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir.
Gelecekte aricilikta varroa akarina karsi kullanilan akarisitlerin bal aris1 mikrobiyotasindaki
etkilerinin daha genis kapsamda arastirilmasi, ortaya ¢ikan olumsuz etkilere karst yeni

stratejilerin gelistirilmesine 151k tutulmasi gerekliligi goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bal arilar1, Bakteri, Amitaz, Flumethrin, Tau-fluvalinate, Disk difiizyon



ABSTRACT

THE EFFECT OF ACARICIDES ON SOME BACTERIA SPECIES LIVE IN THE
HONEY BEE GASTROINTESTINAL SYSTEM

Baris TASEL

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Devrim OSKAY
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Murat VELIOGLU

Varroa mite continues to inflict substantial economic losses in the global beekeeping sector. In
colonies, the use of synthetic acaricides is one of the strategies explored in the combat against
mites. The microbiota of honeybees have a crucial role in pathogen protection, metabolism,
efficiency, development of the immune system, body, and behavior. In this dissertation, the
genetic identification of bacterial species isolated from the digestive tract of honey bees and the
antibacterial activity of acaricides were examined using the disc diffusion method. The
antibacterial activity of 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, and 1/32 dosages of acaricides including amitraz,
flumethrin, and tau-fluvalinate was statistically tested for this purpose. There were three
replications of the experiments. On Lactiplantibacillus spp., the inhibition zone diameter of
Amitraz was 14.96 mm, 14.43 mm, 13.56 mm, 11.46 mm, 10.13 mm, and 7.66 mm,
respectively. On Leuconostoc mesenteroides, inhibition zone sizes of 17.83 mm, 16.56 mm,
12.93 mm, and 8.70 mm were generated, respectively. On Bifidobacterium spp., the inhibition
zone diameters were 15.36 mm, 14.43 mm, 13.50 mm, 12.26 mm, and 10.23 mm, respectively.
Klebsiella aerogenes and Citrobacter freundii exhibited no antibacterial action against amitraz.
Flumethrin and tau-fluvalinate-containing acaricides exhibited no antibacterial action against
all tested microorganisms. In this research, it was discovered that acaricides containing amitraz
had an antibacterial impact on some lactic acid bacteria in the honeybee digestive system.
Future research must explore the impact of acaricides used against varroa mite in beekeeping
on the honeybee microbiome in more detail and offer information on the creation of new

strategies to combat the increasing negative effects.

Keywords: Honey bees, Bacteria, Amitraz, Flumethrin, Tau-fluvalinate, Disc diffusion
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1. GIRIS
1.1. Literatiir Ozeti

Bal arilar1 hem f{irettikleri tirtinler ile hem de diinya iizerinde polinasyona 6nemli katki
saglamasi nedeniyle tarim igin kritik Gneme sahip canlilardir. Bu Kritik 6neme sahip canlilarda
mikrobiyotanin 6nemli iglevleri vardir. Diinya tizerinde son zamanlarda ciddi koloni kayiplari
yasanmis ve yasanmaya devam etmektedir. Bu koloni kayiplarinin ana nedeni olarak; akarlar,
mikrobiyal patojenler ve tarimda kullanilan pestisitler gériilmektedir (Blacquiere, Smagghe,
Vangestel ve Mommaerts, 2012; Cornman ve ark, 2012; Vanengelsdorp ve ark, 2009). Bal
arillar1  gastrointestinal  sisteminde bulundurdugu bakterilerden dolayr mikrobiyota
caligmalarinda model canli olarak goriilmektedir (Wang, Zhang, Zhang, Lang ve Zheng, 2018).
Diger tiim sosyal canlilarda oldugu gibi bal aris1 mikrobiyotasi da sosyal temas yoluyla
gelismektedir (Engel ve Moran, 2013; Powell, Martinson, Urban ve Moran, 2014). Bal aris1
mikrobiyotasinin antibiyotik gibi ¢esitli etkenlere maruz kalmasi, firsat¢i1 patojenlerin neden
oldugu enfeksiyonlarin artmasina ve bal arilarinin 6dmiirlerinin kisalmasina neden olmaktadir
(Raymann, Shaffer ve Moran, 2017). Antibiyotikler gibi pestisitlere maruz kalan bal arilarinda
bakteriyel toplulugun degistigi fakat mantarlarin bu durumdan etkilenmedigi goriilmiistiir
(Kakumanu, Reeves, Anderson, Rodriques ve Williams, 2016). Saglikli bir mikrobiyotaya
sahip bal arilariin; gida sindirimi, koloni performanslari, bagisiklik sistemleri, patojenlere
kars1 savunma ve tozlayict etkilerinin arttig1 belirtilmektedir. Ayrica bal aris1 mikrobiyotasi
o0grenme ve hafiza yetenekleri lizerine etki ederek, sosyal davranislar tizerinde etkili olmaktadir
(Anderson ve Ricigliano, 2017; Khan ve ark, 2020; Zhang vd., 2022; Kwong, Mancenido ve
Moran, 2017).

1.2. Cahilsmanin Amaci ve Kapsam

Bu ¢alismanin amaci varroa akar1 miicadelesinde kullanilan amitraz, flumethrin ve tau-
fluvalinate etken maddelerine sahip akarisitlerin, bal aris1 gastroinstestinal sisteminde bulunan
bazi bakteri tiirlerine in-vitro diizeyde etkilerini saptamaktir. Laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen ¢aligmada antimikrobiyal duyarlilik testi olarak disk difiizyon test yontemi
kullanilmigtir. Disk difiizyon test yontemindeki hedef, akarisitlerin bakteriler tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesini saptamaktir. Akarisitlerin, bal aris1 mikrobiyotasina kars1 etkilerinin
belirlenmesi iizerine yapilan ¢alismalar oldukga kisitlidir. Bu tez ¢alismasindan elde edilecek

bilgilerin yapilacak olan diger ¢alismalara 6nemli katkilar sunacagi diistiniilmektedir.
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2. KURUMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1 Arncilik Tarihi

Aricilik; bal aris1 kolonilerinin kendi ihtiyaglarindan fazla olan bal, polen, propolis gibi
tirlinleri kovanlarinda stoklamalarini saglamaya ve boylelikle bal basta olmak iizere diger
aricilik tirtinlerini elde etmeye yonelik yapilan faaliyetler biitiiniidiir (Firath, Karacaoglu ve
Genger, 2004). Ariciligin kokeni bal aveiligl denilen yonteme dayanmaktadir. Bu yontemde;
dogada yasayan bal ar1s1 kolonilerinden bal firsat¢1 bir sekilde alinir ve kullanilirds. Ispanya’da
7.000 — 8.000 y1l 6ncesine dayanan magara resimlerinde bal avcilar figiirleri bulunmustur.
Fakat bu resimlerden de eski kayitlara ulasmak miimkiindiir. Anadolu’da bulunan ve 9.000 y1l
Oncesine ait oldugu diisiiniilen bir ¢omlekte balmumu kalintilarina rastlanmistir. Uzun zaman
boyunca siiren bu avcilik yontemi zamanla bal arist kolonilerin kontrol altina alinabileceginin
kesfedilmesiyle yogun olarak yerini yetistiricilige birakmistir. Gergek anlam da aricilik ise iggi
arilarin, ana arinin yumurtalarini birakmasi i¢in petekler yapabilecegi ve dogadan toplanan
nektarin bu peteklerde bala doniisecegi yapay bosluklarin bulunmasiyla baslamis oldu. M.O
2450 yilinda Misirlilar teknik aricilik faaliyetlerine bagladilar. Bu siirecin baglamasiyla birlikte
yatak kovanlar olusturulmus ve iki bin y1l boyunca tiim Akdeniz’e yayilmistir. Bal ve bal mumu
ortagag boyunca Avrupa’da dnemli bir ticaret tiriinii haline gelmis ve ihtiyaci kargilamak i¢in
yeni kovan tipleri gelistirilmistir (Kritsky, 2017). M.O 384-322 yillarinda hayatin siirdiirmiis
olan iinli filozof Aristoteles ‘“Hayvanlar Tarihi’” isimli kitabinda bal arilarina yer vermis ve
ana art, is¢i ar1 ve erkek arilardan bahsetmistir. Aristoteles ayrica kitabinda is¢i arilarin kovan
icindeki gorevlerinede deginmistir (Sancak, Sancak ve Aygoren, 2013).

Anadolu’da aricilik antik ¢aglardan beri diizenli olarak yapildiginit M.O 1.300 yillarinda
Hititlere ait yazitlardan goriilmektedir. Bu yazitlarda 202 maddelik yasalarada rastlanmustir.
Yasalarda aricilik ve bal iiretim faaliyetleri ile bal fiyatlar1 hakkindaki konularda ele alinmistir.
Modern ariciliga dair ilk kesifler 19.yy’da Avrupa’da Johann Dzierzon’un bal arilarinin
iremesi olaymi kesfetmesiyle ve hareketli cerceve kovan sistemini gelistirmesiyle hiz
kazanmistir. Yine ayn1 donem de Amerika’da ise Langstroth cerceveli kovan sistemini
gelistirmistir. Daha sonrasin da modern ariciligin kurulmasina dair kesifler devam etmistir. Bu
kesifler sirasiyla; 1857°de temel petek kaliplari, 1865°te bal siizme makinasi, 1882°de larva
transfer yontemi ve 1926 yilinda ise ana ar1 yapay tohumla yonteminin bulunusuyla daha da

hizlanmistir (Yurtoglu, 2017).
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Osmanli devletinde de bal arilar1 ve bal yogun ilgi gérmistiir. Padigahlarin yaptirdigi
imaretlerin mutfak giderleri hesaplandiginda bu masraflarin %5’inin bal oldugu goriilmiistiir.
Buradan anlasilacagi lizere bal, Osmanli mutfaginda 6nemli bir yer bulmustur. 20. yy baslarina
gelindiginde ise iilkenin i¢inde bulundugu olumsuz kosullara ragmen aricilik faaliyetlerine
devam edilmistir. Bu tarihte Anadolu’da 1,3 milyon, Rumeli’de 0,3 milyon kovan bulunmakta
ve kovan bagina ortalama 4-6 kg bal ile 300-600 gr balmumu {iriin alinmaktadir (Solak, 2013).
Cumhuriyetin ilanindan sonra Tiirkiye’de aricilik faaliyetlerini arttirmak i¢in asar vergisi
kaldirilarak aricilik daha cazip hale getirilmeye calisilmistir. Sonrasinda ise tilkenin tarim ile
ilgili sorunlarimi tartismak tizere 5-11 Ocak 1931 tarihleri arasinda 1. Tiirkiye Ziraat Kongresi
gerceklestirilmistir. Burada aricilik sektoriiniin sorunlar1 da ele alinmistir. Bunun sonucunda
aricilik ile ilgili istasyonlarin kurulmasi ve kurslar diizenlenerek aricilik egitimi verecek

Ogretmenlerin yetistirilmesi gibi konular giindeme alinmistir (Yurtoglu, 2017).
2.2 Bal Arilarimin Simiflandirilmasi

Bal arilarinin anavatanini Avrupa, Afrika ve Asya kitalari olusturmaktadir. Diinya
tizerinde bal arilarmin varligi milyonlarca yil 6ncesine dayanmaktadir. Bal arilarini diger
boceklerden ayiran en dnemli 6zellikleri; viicutlarinin catal bigimine tiiyler ile kapli olmasi,
bitkilerin salgiladiklar1 nektarlar1 toplayacak agiz yapilarina sahip olmalari ve viicutlarinda
polen tagimalarin1 saglayan polen keselerini bulundurmalaridir. Diinya tizerinde bal arilarinin
siniflandirilmasi ilk olarak Carl Linnaeus tarafindan 1758 yilinda yapilmistir. Buna gore bal
arilari Hymenoptera takiminda Apidae familyasi i¢inde yer almaktadir. Apis cinsi igerisinde
giintimiizde tanimlanmis 10 farkl tiir (Apis florea, Apis dorsata, Apis cerana, Apis mellifera,
Apis nuluensis, Apis laboriosa, Apis koshevnikovi, Apis nicrocincta, Apis andreniformis ve Apis
binghami) bulunmaktadir. Bu tiirler arasindan Apis mellifera ekonomik agindan 6nem kazanan
ve en yaygin bal arisi tiiriidiir. Apis mellifera’nin yeryiiziinde bu seviyede yaygin olmasindan
dolay1 birgok alttiirii bulunmaktadir (Cizelge 2.1). Bu alttiirlerin de altinda ekotipler olusmustur
(Engel, 1999; Kaftanoglu, 2001; Otis, 1996). Tiirkiye’de ise 5 farkli bal aris1 irk1 bulunmaktadir.
Bunlar; Kafkas bal aris1 (Apis mellifera caucasica), Anadolu bal aris1 (Apis mellifera
anatoliaca), Iran bal aris1 (Apis mellifera meda), Suriye bal aris1 (Apis mellifera syriaca) ve
Karniyol bal aris1 (Apis mellifera carnica) irklaridir. Diinya iizerinde Tiirkiye kadar higbir
iilkede bu kadar fazla bal aris1 genetik cesitliligi goriilmemektedir. Tiirkiye’deki bal arisi
genetik cesitliliginin bu kadar fazla olmasi ekonomik, kiiltiirel ve bilimsel agidan biiyiik avantaj

saglamaktadir. Ulkemizdeki bal ar1s1 genetik gesitliliginin zengin olmasi dnceden yapilmis 1slah
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caligmalarinda 6nemli kaynak olusturmustur (Kdseoglu vd, 2021; Oskay, Kiikrer ve Kence,
2019; Whitfield ve ark, 2006). Bal aris1 genetik ¢esitliligini korumak ileri zamanlarda yapilacak
olan bal aris1 1slah1 ¢alismalarina da ciddi 6nemli kaynak olusturacaktir (Kandemir, Kence ve
Kence, 2000; Kence, 2006).

Cizelge 2.1. Bal arilarinin siniflandirilmasi (Engel, 1999)

Alem Animalia

Sube Arthropoda

Simf Insecta

Takim Hymenoptera

Familya Apidae

Cins Apis

Tiirler Apis andreniformis
Apis binghami
Apis cerena

Apis dorsata

Apis florea

Apis koshevnikovi

Apis laboriosa

Apis mellifera

Apis nigrocincta

Apis nuluensis
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2.3 Bal Arnlarinda Koloni Bireyleri

Bir kovan igerisinde bir ana ar1, on binlerce is¢i ar1 ve yiizlerce erkek aridan olusan bal
aris1 topluluguna koloni adi verilmektedir (Sekil 2.1). Bal arilar1 yumurta, larva, pupa ve
yetiskin olmak tizere dort farkli gelisim asamasindan gegerler. Bal aris1 kolonileri genel olarak
dis kosullardan izole olan bir barmak icerisinde yasamaya egilimi gosterirler. Bu barinaklar
dogal kosullarda bulunan kaya oyugu, aga¢ kovugu, ¢cat1 ve duvar aralig1 olabilecegi gibi, insan
eliyle ¢esitli malzemeler kullanilarak imal edilen yapilarda olabilir (Dogaroglu, 1999; Oertel,
1930).

Bal aris1 kolonisi sicakligin 14°C’nin altina diismesi ile kis salkimi1 denilen yapiy1
olustururlar. Bu donemde ilkbahar ve yaz doneminde topladiklari besinler ile hayatlarini
stirdiiriirler. Kis salkimu siirecinde tiikettikleri besinleri 1s1 enerjisine doniistiiriirler. Bu sayede
disaridaki hava sicakligi diisiik olsa bile olusturduklart kis salkiminin sicakligini 35°C’ye
sabitleyebilirler. Disaridaki hava sicakligr diistiikge salkimin hacmini daraltirlar, hava

sicakliginin yiikselmesi ile salkimin hacmi genislemeye baslar (Crane, 1990).

Bal Aris1
(Apis mellifera)

Isci An Erkek An

Sekil 2.1. Bal aris1 koloni bireyleri (Britannica, 2022)
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2.3.1 AnaAn

Bal arilar1 koloniler halinde yasayan sosyal boceklerdir. Bal arisi kolonisindeki tim
bireyler ana arinin yumurtlamasiyla meydana gelir. Bu nedenle ana arinin yasi, genetik yapisi
ve yetistirilme yontemleri kolonin saglikli ve verimli olmasi ag¢isindan ciddi Oneme
sahiptir. Ana arilar yumurta, larva ve pupa asamasi toplamda 16 giin siirmektedir. Bu siirenin
sonunda ana ar1 petek goziinden ¢ikmaktadir. Fakat cinsel olgunluga ulasip ¢iftlesme ugusuna
cikmast 7-10 giin kadar stirmektedir. Ana ar1 hayati boyunca sadece bir donem ¢iftlesme
ucusuna ¢ikmaktadir. Ciftlesme ugusundan donen ana ar1 2-3 giin sonra yumurtlamaya bagslar
ve petek gozlerine bir giinde 1500-2000 kadar yumurta birakabilir. Ana ar1 yetistiriciliginde;
dogal yontemler kullanildig: gibi ¢esitli arastirmacilar tarafindan gelistirilmis yapay teknikler
de kullanilabilmektedir. Bu yapay tekniklerden en ¢ok yaygin olani ise larva transferi
yontemidir. Larva transferi yonteminin uygulanabilirliginin kolay ve yiiksek diizeyde liretime
elverigli olmasi, ana ar1 yetistiricileri tarafindan sik tercih edilmesini saglamistir. Larva transferi
yontemi ile elde edilen arillarda yumurtlama Oncesi siire ortalama olarak 11.00 £ 0.33 giin olarak
hesaplanmistir (Dodologlu ve Geng, 1999; Dogaroglu, 1978; Kaftanoglu, Kumova ve Pekel,
1988; Kaftanoglu ve Kumova, 1992). Dogal kosullarda ¢iftlesme ucusuna c¢ikan ana ari
ortalama olarak 8-10 erkek ar1 ile ciftlesmektedir. Bu ¢iftlesme islemi kovanlardan 500-3000
metre uzakta ve havada, ¢iftlesme sahasi ismi verilen alanda gergeklesmektedir (Biichler, 1996;

Woyke, 1962).
2.3.2 Erkek An

Erkek arilar dollenmemis yumurtadan olusurlar. Bu nedenle erkek arilar haploid
yapidadir ve 16 kromozom tasirlar. Her bir erkek ar1 genetik olarak birbirinin aynisi olan 9-10
milyon arasinda sperm hiicresi tiretirler (Collins, 1986; Rinderer, 1986). Erkek arilarin viicutlari
is¢i arilardan biiyiik, ana aridan ise kiiciiktiir. Bunun nedeni erkek ar1 petek gozlerinin (6,2 mm
cap) isci ar1 petek gozlerinden (5,2-5,8 mm cap) biiylik olmasidir. Erkek arilarin kulucka
siireleri; yumurta agamast 3 giin, larva asamasi 6 giin ve pupa asamasi ise 15 gilin olarak
toplamda 24 giindiir (Dietz, 1992; Koeniger, 1970; Winston, 1987). Erkek arilar ge¢ sonbahar
ile erken ilkbahar arasindaki donemde kovanda bulunmazlar. ilkbaharin baslamasi ve havalarin

da 1sinmasiyla beraber kovan i¢indeki sayilar1 da artmaya baslar (Koeniger, 2005; Seeley ve
Mikheyev, 2003).
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Erkek arilarin kovan iginde belirli bir gorevleri yoktur ve isci arilar onlar1 beslemeyi
birakip kovan disia attiklarinda oliirler. Fakat buna ragmen erkek arilarin ana arilar ile
ciftlesmek gibi hayati bir 6nemi vardir. Bu sayede genlerini diger kolonilere aktarirlar. Erkek
arillarin ¢iftlesme olgunluguna ulagmalari, kulugkadan ¢iktiktan iki hafta sonra gergeklesir.
Ciftlesme olgunluguna ulasan erkek arilar ¢iftlesme sahalarinda ana arilar ile ciftlesirler
(Suwannapong, Benbow ve Nieh, 2012). Yapilan ¢alismalarda erkek arilarda yas, sicaklik,
mevsim, genetik hat ve pestisitlere maruziyet gibi faktorlerin tireme sistemine olumsuz
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Ozellikle varroa tedavisinde kullanilan akarisitlerin bal, bal
mumu ve polen gibi maddelerde siirekli bulunmalar1 erkek arilarin tireme sagligini etkileyen bu
olumsuz faktorlerin basinda gelmektedir. Bu gibi faktorler erkek arilarin sperm kalitesini
diisiirmekte ve bunun sonucunda, ana arinin spermetakasin da 6lii spermleri yogun olarak
bulunmasina neden olmaktadir. Bu durum, ana arinin daha az yumurtlamasina ve ana arinin
kalitesinin diismesine neden olur. Ana ar1 kalitesinin diismesiyle birlikte koloni yagamini da
olumsuz etkilenecegi i¢in, isci arilar ana ariy1 degistirme yoluna gideceklerdir. Sonug olarak

sadece ana armin degil erkek arilarinda koloninin devamliligi ve sagligi agisindan ciddi 6nemi

vardir (Rangel ve Fisher, 2019).
2.3.3 lsci An

Isci arilar kovanin en kalabalik grubunu olustururlar. Isci arilarin kulugka siireleri 21
giin siirer. Bu siirenin 3 giinli yumurta, 6 giinii larva ve 12 giinii pupa asamasinda gegmektedir
(Winston, 1991). isci arilarm kalabalik olmasi bir anlamda kovanin giicii ve verimliliginin bir
gostergesi olarak kabul edilir. Is¢i arilar kovanda neredeyse tiim gorevleri iistlenirler. Bu
gorevler yaslandik¢a degismekle ile birlikte baslica; kulugka yetistirme, petek 6rme, kovan
temizligi, yiyecek arama ve kovan savunmasidir. Isci arilar yaz mevsiminde 2-6 hafta, kis
mevsiminde ise ortalama 20 hafta hayatta kalirlar (Remolina, Hafez, Robinson ve Hughes,
2007; Winstone, 1992; Wongsiri vd., 1996a, 1996b). isci arilar birkag giinliik olduklarinda ilk
gorevleri petek gozlerini temizlemektir. Bu gorevin ardindan diger yavru arilarin beslenmesi
ile ilgilenirler. Daha sonraki donemlerde ise tarlaci ar1 olarak tabir edilen disaridan yiyecek
arama gorevini yerine getirirler (Hrassnigg ve Crailsheim, 1998). Yapilan bir caligmada tarlaci
arilarin viicutlarindaki lipit oraninin, bakici arilara oranla daha diisiik oldugunu bulunmustur
(Toth ve Robinson, 2005). is¢i arilara beslenmesinde prebiyotik ve probiyotiklerin takviye
edilmesi durumda bal mumu bezlerinde gelisimin arttig1 gézlenmistir (Patruica, Dumitrescu,

Stancu, Bura ve Dunea, 2012). Pestisitlere maruz kalan is¢i ar1 larvalarinda hayatta kalma ve

16



sagliklarina karst olumsuz etkiler bildirilmistir. Ayrica pestisitlere maruz kalan larvalarda
detoksifikasyon enzimlerinin gen ekspresyonlarinda degisimler gozlenmistir (Tome ve ark,

2020).
2.4  Ancilik Faaliyetlerinden Elde Edilen Uriinler

Bal arilart koloniler halinde yasayabilen sosyal yapiya sahip boceklerdir. Bitki
tozlagmasinin yani sira iirettikleri bir¢ok {iriin ile de insanliga faydali olmaktadirlar. Bu {iriinler;
bal, bal mumu, polen, ar1 ekmegi (perga), propolis, ar1 zehri, ar1 siitli ve apilarnil olarak

bilinmektedir (Karlidag ve Keskin, 2020).
2.4.1 Bal

Bal arilarinin baslica karbonhidrat ve enerji kaynagi baldir. Bal arilari tarafindan
iiretilen ballar kaynagina gore ¢icek ve salgi bali olmak {izere 2 gruba ayrilir. Cigek balina 6rnek
olarak narenciye, kekik, piiren, kestane ve aycicegi gibi monofloral ballar verilebilir. Salgi
balina ise cam bal1 6rnek verilebilir. Bir balin monofloral olarak kabul gérmesi i¢in elde edilen
bitki polenlerinin bal i¢indeki oraninin %45 ve iizerinde olmasi gerekmektedir (Kambur,
Kekegoglu ve Yildiz, 2015). Depolan bal ozellikle kis ve erken ilkbaharda arilarin hayatta
kalabilmeleri i¢in olduk¢a 6nemlidir. Taze nektar ise kolonin kulugka varliginin artmasina ve
dogal olarak daha fazla is¢i sayisinin olusmasina neden olmaktadir. Bu da kovana taginan nektar
miktarinin yiikselmesini ve daha fazla bal iiretimini saglamaktadir (Somerwille, 2000). Yetiskin
bir bal arisinin giin i¢erisinde hayatta kalabilmesi i¢in 4 mg karbonhidrat ihtiyaci vardir (Barker
ve Lehner, 1974). Bal temel olarak glukoz ve fruktozdan olusur. Ayrica igerisinde 25 farkli
oligosakkarit bulunur (Bogdanov, Jurendic, Sieber ve Gallmann, 2008). Kulugka gelisiminin
ilk ti¢ giinlinde %18 son iki giinliinde ise %45 oraninda nektar kullanilir (Brodschneider ve
Crailsheim, 2010). Bal yapisi geregi; antioksidan, antienflamatuar, bakteriyostatik ve
antimikrobiyal etkiye sahip dogal bir iriindiir (Alvarez-Suarez, Giampieri ve Battino,
2013). Ayrica ballarin antimikrobiyal 6zelliklerine kars1 yapilan ¢alismada multifloral ballarin,
monofloral ballara gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Tim
ballar ¢esitli oranlarda antibakteriyel etki gosterir. Ballara kars1 en direngli bakterinin Bacillus
cereus oldugu, en duyarl bakterilerin ise Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa
tiirleri oldugu belirlenmistir (Cinar, 2020). Balin bilesimi, tad1 ve fizikokimyasal 6zellikleri, bal

artllariin ugradig cigek tiirlerine gore degisiklik gostermektedir ve balda ortalama 600 farkli
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bilesigin bulundugu tespit edilmistir (Bogdanov, Haldimann ve Luginbiihl, 2007; Israili, 2014).
Ballar cicek ve salgi ballari olarak iki kisma ayrilirlar (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Cigek ve salgi ballarinin bilesimi (Bogdanov vd., 2008).

Cicek Bal Salg1 Bah

Ortalama En az-En cok Ortalama En az-En cok

Su 17,2 15-20 16,3 15-20

Monosakkaritler

Fruktoz 38,2 30-45 31,8 28-40

Glukoz 31,3 24-40 26,1 19-32

Dissakkaritler

Sakkaroz 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7

Digerleri 5.0 2.8 4.0 1-6

Trisakkaritler

Melezitoz <0,1 4.0 0,3-22,0

Erloz 0.8 0,5-6 10 0,1-6

Digerleri
0,5 0,5-1 3,0 0,1-6
Tammlanamayan Oligosakkaritler 3,1 10,1

Mineraller 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminoasitler 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Asitler 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5
pH Degeri 3,9 3,5-4,5 5,2 45-6,5
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2.4.2 Polen

Polen bal arilar1 i¢in 6nemli bir protein, lipit, mineral ve vitamin kaynagidir. Polen
ayrica kulugkalarin beslenmesi, normal gelisim ve is¢i arilarin émrii i¢in gerekli bir besin
maddesidir (Standifer, 1967). Polen besin igerigi bitki tiirlerine ve cografi bélgelere gore
degisiklik gosterebilmektedir (Brodschneider ve Crailsheim, 2010). Polenden yeterli
besleyiciligi elde etmek i¢in bal arilarinin birgok bitki taksonunu ziyaret etmeleri ve bunlardan
faydalanmalar1 gerekmektedir (Singh ve Singh, 1996). Ozellikle monokiiltiir tarim yapilan ve
bu bitkileri tozlastiran bal arilarinda, yeterli besinleri alamadiklarindan dolay1 beslenme stresi
gelisebilir (Alaux, Ducloz, Crauser ve Le Conte, 2010). Polenin kimyasal yapisi incelendiginde
%20-25 su, %1,8-3,7 kiil, %13-17 karbonhidrat, %3-5 seliiloz, %6-28 protein ve %1,2-3,7
yagdan olusur. Giiclii bir bal aris1 kolonisinin yillik tiikettigi polen miktar1 35 kg civarindadir.
Bir bal arisinin getirdigi polen topunun agirligi ise ortalama 12-29 mg arasindadir (Dogaroglu,
1999). Bakicilik ¢agindaki bir ig¢i ar1 ise ortalama 3,4-4,3 mg polen tiiketir (Crailsheim vd.,
1992). Yapay olarak hazirlanan protein diyetlerinde lipit oranin %2-4 oraninda olmasinin
kulugka verimini arttirdigr bulunmustur (Herbert, Shimanuki ve Shasha, 1980). Polen ayrica
antimikrobiyal bir 6zellige sahiptir. Yapilan ¢alismalarda polenin Escherichia coli, Proteus pp,

Salmonella spp ve diger Koliform tiirlerine kars1 etkili olduklar1 gézlenmistir (Bayrak, 2005).
2.4.3 Propolis

Propolis kelimesi Yunanca kokenlidir, pro (6n, giris) ve polis (sehir) anlamina
gelmektedir. Propolis, bal arilarin kovanlarini korumak i¢in kullanilan maddelerin karisimindan
olugmaktadir. Propolis kovanda bulunan c¢atlaklarin onarilmasinda, soguk giinlerin
yaklasmasiyla kovan girisinin  daraltilmasinda, kovana giren yabancit canlilarin
mumyalanmasinda ve bu sayede kovan icinde bu canlilarin ¢lirlimesinin 6nlenmesinde
kullanilir (Kedzia, 2008). Propolisin kimyasal bilesimi, toplandiklari bitki regineleri ve
balzamlar1 ile baglantilidir. Propolisin igeriginde 300’den fazla kimyasal bilesen tespit
edilmistir. Propoliste regineler disinda bulunan ana kimyasal bilesikler ise mumlar, polifenoller
ve terpenoidlerdir (Pimenta, Violante, Musis, Borges ve Aranha, 2015). Propolis yapis1 geregi
antimikrobiyal 0zellige sahiptir. Bu 0zelligi mikroorganizmalar iizerinde dogrudan
gosterebildigi gibi, organizmalarin dogal savunma mekanizmalarini aktive ederek ve bagisiklik
sistemlerini giiclendirerek gosterebilmektedir (Sforcin ve Bankova, 2015). Propolis gram

pozitif bakterilere gram negatif bakterilerden daha fazla etki gostermektedir. Bunun nedeni
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gram negatif bakterilerin hiicre zarinin yapisi ve gram negatif bakterilerin propolisin aktif

bilesenlerini parg¢alayan hidrolitik enzimleri tiretmesiyle agiklanmaktadir (Sforcin, 2016).
244 An Zehri

Kovanda sadece ana ar1 ve is¢i arilarda igne bulunur, erkek arilarda ise igne bulunmaz.
Isci artlarin yumurtlama organi, savunma organi haline doniismiistiir. Karin bélgesinde bulunan
bu savunma organi igne seklinde sivri bir yapiya donlismiistiir (Sekil 2.2). Ayni sekilde zehir
bezleri ile zehir torbalar1 da is¢i arilarin karin bolgesinde bulunmaktadir. Bal arilarinin igneleri
tirtikl1 bir yapiya sahip olduklarindan insan ve diger memeli canlilar1 soktuklarinda ignelerini
geri ¢ikarmalart miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle zehir torbasiyla beraber igneleri de bal
aris1 viicudundan kopmakta ve bu durum Sliimlerine neden olmaktadir. Isci arlar ii¢ giinliik
olduklarinda zehir salgilayabilir seviyede olurlar. Bu seviye 2-3 haftalik olduklarinda en yiiksek
diizeye ulasir ve sonrasinda diismeye baslar. Ana arilarda ise durum tam tersidir. Isci arilarin
tersine, ana ar1 ilk dogdugunda zehir diizeyi en yliksek seviyededir ve zamanla diismeye baslar

(Ozbek, 1990).
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Bal aris1 zehri aci, renksiz bir sividir (Zolfagharian, Mohaieri ve Babaie, 2015). Bal
arilar1 tarafindan sokulan ¢ogu insan zehrin vazoaktif ve norotoksik bilesenlerinden dolay1
sokma yerinde kizariklik, sisme, hassasiyet ve agridan olusan lokal bir reaksiyon yasarlar.
Yapilan caligmalarda toplumun %:20,7’sinin bal aris1 sokmalarina karsi asir1 reaksiyon
gosterdigi bulunmustur. Bu reaksiyonlar derinin lokal bir sekilde 6demli sismesinden ve insan
hayatini tehlikeye atacak, sistemik anafilaktige kadar genis klinik belirtiler gosterir (Nittner-
Marszalska vd., 2004; Peiren vd., 2005). Bal aris1 zehri ayn1 zamanda apiterapi de yogun sekilde
kullanilan tirtinlerden birisidir. Hekimler Hipokrat’a kadar olan donemde bile ¢esitli hastaliklari
tedavi etmek amaciyla bal aris1 zehrinden faydalanmiglardir. Bal aris1 zehri ¢esitli romatizmal
hastaliklar, kronik agrilar, iltihap, bag doku hasarlarinda miicadele yontemi olarak kullanilir.

Bunun yaninda ise migren, periferik nevrit ve kronik sirt agris1 gibi norolojik hastaliklari ise

tedavi edici olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Kim, 2013).
245 Arn Ekmegi (Perga)

Bal arilar1 topladiklar1 polenleri petek gozlerine depolar. Daha sonra bu polenleri bal ve
diger salgilarla karistirmakta ve laktik asit fermantasyonuna birakmaktadir. Bu karisim
ortalama 14 giin igerisinde ar1 ekmegi denilen {iriine doniismektedir. Bu sayede polen kovanda
fermantasyona ugramakta ve daha uzun siireler saklanabilmektedir (Bogdanov, 2011). Ar
ekmegi ar1 siitii liretiminin hammaddesini olusturmaktadir. Polen ve ar1 ekmegi icerigi benzer
olabilse de bazi farkliliklar goriilmektedir. Ar1 ekmegi protein bakimindan polene gore daha
zay1ftir fakat proteinin sindirim orani polene gore daha yiiksektir. Ar1 ekmegi polene gore 6 kat
daha fazla laktik asit igermektedir. Bu sayede polene gére maya gelisimini engeller ve son
tiiketim tarihinin uzun olmasin saglar (Mutsaers, Blitterswijk, Leven, Kerkvliet ve Waerdt,
2005).

246 An Siitii

Art siitli geng larvalarin ve ana arinin beslenmesinde kullanilan bal arilari i¢in oldukga
onemli bir maddedir ve kimyasal yapis1 Cizelge 2.3 te verilmistir. Ana ar1 ve is¢i arilar yumurta
donemlerinde genetik olarak ayni yapidadirlar. Fakat larva donemine gelindiginde farkli
stirelerde ve miktarlarda art siitii ile beslenen larvalar ise anatomik, fizyolojik, morfolojik olarak
is¢i arilardan farklilik gosterirler ve ana ar1 olusur. Ana arilar ortalama 3-5 yil kadar yasarlar,
is¢i arilar ise ortalama 2-3 ay kadar hayatta kalirlar. Bu farkli yasam siirelerinin ve yapisal

farklilasmanin nedeni ise ana arilarin kulugka siiresinde, sadece 6 giin fazladan an siitii ile
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beslenmesidir (Kolayli vd., 2016). Yapist krem kivaminda, beyazimsi bir renkte, keskin kokulu
ve tad1 ise eksi-ac1 yapida bir bal arisi1 Uiriiniidiir. Ar siitii 5-15 gilinliik is¢i arilarin bas kisminda
bulunan bogaz bezleri veya alt ¢ene bezlerinden salgilanir. Isci arilar kullandiklar1 bal, polen
ve suyu viicutlarinda degisiklige ugratarak ar1 siitiine donistiiriirler (Akyol ve Baran, 2015).
Ar siitii iiretimine birgok faktor etki etmektedir. Bunlar; bal aris1 irki, kolonilerde ana arinin
bulunup bulunmamasi, kolonilere ek beslemenin yapilmasi, iiretim kolonilerine yerlestirilen
ana ar1 goz sayilari, transfer edilen larvanin ve beslemeyi yapan is¢i ariin yasi gibi etmenlerdir
(Karlidag ve Geng, 2009). Ar siitiiniin kalitesini belirleyen en 6nemli etmenlerden birisi 10-
HDA (10-hydroxy-2-deconoic acid) maddesidir. Uygun bir ortamda iiretilen ar1 siitlerinin
igeriginde %1,40 oraninda 10-HDA bulunmasi gerekmektedir (Vecchi, Sabatini, Grazia, Tini
ve Zambonelli, 1988).

Cizelge 2.3. Ar siitiiniin kimyasal yapisi (Akyol ve Baran, 2015).

An Siitiiniin Icerigi Miktar1 (%)
Su 57-70
Protein 11-17
Yag Asitleri 4-5
Sekerler 11-13
Mineraller 2.34-3.34
Fosfor 0.5
Stilfiir 0.6

Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn Eser Miktarda

Bilinmeyen Maddeler 2-3

Arn siitii apiterapi uygulamalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Ari siitiiniin
antibakteriyel, antitiimoral, antioksidan o6zelliklerinin yaninda yaslanmayr geciktirmesi,
solunum sistemine 1yi gelmesi, saglarin uzamasina yardim etmesi, afrodizyak etkisinin olmasi

ve sperm kalitesini arttirmasi gibi 6zelliklerinden yararlanilmaktadir (Sorucu, 2019).
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247 Balmumu

Balmumu bal aris1 kolonisinin tiim iireme, depolama, termoregiilasyon vb gibi
faaliyetlerini {izerinde gergeklestirdigi petegin hammaddesini olusturmaktadir. is¢i arilar 12-18
giinliik olduklarinda balmumu iiretmeye baslar. Is¢i arilar yaslandik¢a balmumu bezlerinin
aktiviteleri diismeye baglar, fakat zorunlu hallerde balmumu iiretimine tekrardan
baslayabilirler. Balmumu balinda igeriginde bulunan fruktoz, glukoz ve sakkaroz gibi
karbonhidratlardan  olusmaktadir (Bogdanov,2004). Bal mumu arilar tarafindan
salgilandiklarinda neredeyse beyaz bir renge sahiptir. Zamanla bal ve polen ile temas etmesiyle
birlikte sar1 bir renk almaya baslar. Kulucka olarak kullanilmasiyla beraber dort yil sonra ise
kahverengi bir renge doniisiir (Hepburn vd., 1991). Ayrica balmumunun farmasétik kullanimi
cok eskilere dayanmaktadir. Antik Roma’da birgok hekim yanik, yara, kesik, ¢iiriik ve kiriklarin
tedavisinde i¢inde bal mumunda bulundugu, zeytinyagi ve giil suyundan olusan 6zel bir krem
uygulardi. Tibbin 6nemli isimlerinden Hipokrat ise bademcik iltihaplanmast durumunda tedavi
amagli olarak balmumu Onermistir. Bal mumu yapilan ¢alismalarda Staphylococcus aureus,
Salmonella enterica, Candida albicans ve Aspergillus niger gibi mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisi gosterdigi belirlenmistir (Fratini, Cilia, Turchi ve Felicioli, 2016).
Balmumu bal aris1 kolonilerinde kimyasal iletisim i¢in onemli bir maddedir. Karakteristik
kimyasal yapisindan kaynakli olarak, bal arilarinin kovan i¢indeki diger bireyleri tanimasini
saglayan 6nemli ipuglarindan birini olusturur. Balmumunun énemli rolii dikkate alindiginda,
balmumunun saf ve kirlenmemis olmasi1 ¢ok onemlidir. Fakat giiniimiizde balmumuna ticari
amacli eklenen dogal ve sentetik maddeler ile pestisit kalintilari, balmumunun ciddi oranda

kirlenmesine neden olmaktadir (Sve¢njak vd., 2019).
2.4.8 Apilarnil

Apilarnil erkek ar1 larvalarindan elde edilen dogal bir bal aris1 tiriiniidiir. Yiiksek besin
degerine sahip olan apilarnil igeriginde su, protein, karbonhidrat, yag asitleri, lipitler, mineraller
ve aminoasitler bulunur. Bunlarin yani sira testosteron, prolaktin, progesteron ve dstradiol gibi
belirli cinsiyet hormonlarini igerir (Erdem ve Ozkok, 2018; Yiicel, Sahin, Yildiz ve Kolayl,
2019). Apilarnilin genel apiterapi uygulamalarindaki amaci erkek cinsel sagligina,
infertilitesine ve sperm sayisinin artirilmasina yoneliktir. Ayrica testosteron oranini yiikseltmek
isteyen sporcular tarafindan takviye edici gida kaynagi olarak kullanilmaktadir (Parlakpinar ve
Polat, 2021).
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2.5 Bal Ans1 Gastrointestinal Sistemi

Bal arilariin viicutlari bas, gogiis ve karin olarak ti¢ kisma ayrilmistir. Karin bolgesinde
bulunan sindirim (gastrointestinal) sistemi bal midesi, orta bagirsak, arka bagirsak olarak ii¢
bolimden olugmaktadir ve Sekil 2.3’te gosterilmistir (Lamei, 2018). Bal arilar1 bulduklar
nektarlar1 ugus sirasinda bal midesinde gegici olarak sakkaroz, glikoz ve fruktoz olarak saklar.
Sonrasinda kovana gotiiriilen nektar kovandaki arilar tarafindan agizdan agiza aktarilarak
depolanir. Nektarda ki su arilar tarafindan ugurulup enzimler eklendikten sonrasinda ise bal
olusur. Bu tasima isleminde nektarin kirlenmemesi i¢in bal midesinin son kisminda
‘proventrikiil’ denen yapi bulunur (Olofsson ve Vasquez, 2008). Bal midesi yap1 geregi
mikroaerofilik (disiik oksijen) ve 35 °Csicakliga sahip olmasi sebebiyle laktik asit
bakterilerinin tiremesi i¢in uygun bir ortama sahiptir (Jones, Myerscough, Graham ve Oldroyd,
2004).
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Arka bagirsak

Sekil 2.3. Bal aris1 gastrointestinal sisteminin de bulunan bakterilerin kolonizasyonu
(Kwong ve Moran, 2016).

Orta bagirsak ise polen ve nektar i¢in birincil sindirim islemlerinin basladig1 yerdir
(Crailsheim, 1988). Bal aris1 arka bagirsagi ise diskinin toplandigi ve en yiiksek bakteri
yogunlugunun oldugu yer olarak bilinir (Engel, Maritson ve Moran, 2012). Bal arilarinin

gastrointestinal sisteminde; Bartonella apis, Snodgrasella alvi, Gilliamella apicola,
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Frischella perrara, Lactobacillus Firm-4, Firm-5 ve Bifidobacterium spp tiirleri bulunur
ve tiirler bal arisinin temel bagirsak mikrobiyotasini olusturur (Kwong ve Moran, 2016).
Bal arilar1 bu temel bagirsak mikrobiyotasina sahip olsalar bile farkli ¢cevresel ve peyzaj
kosullarin  da yetisen kolonilerin mikrobiyal konsantrasyonunda farkliliklar
olabilmektedir (Jones vd., 2018). Bu temel mikrobiyotasindan yoksun bal arilarinda kilo
aliminda azalma ve metabolizmalarinda degisiklikler, artmis patojen duyarliligi ve
kovanlarda artmis Oliim sayilari goriilmektedir (Koch ve Schmid-Hempel, 2011;
Raymann, Shaffer ve Moran, 2017; Zheng, Powell, Steele, Dietrich ve Moran, 2017).
Bal arilarinin gastrointestinal sisteminde bulunan bakteriler metabolik aktiviteler
icin 6nemli yer tutarlar. Yapilan bir ¢alismada mikrobiyotadan yoksun arilar ve bagirsak
mikrobiyotasinin yedi farkli ana bakteri tilirlinden olusturulmus bir topluluk ile
kolonilesmis arilar arasinda giicli metabolik farkliliklar bulunmustur. Sonrasinda
bagirsak mikrobiyotasinin genel metabolik ¢iktisina katkilarini denemek igin ise her
topluluk {iyesiyle ayr1 ayr1 kolonize edilmis arilar analiz edilmistir. Son olarak ise

sonuclar polenle zenginlestirilmis ortam kullanilarak in vitro olarak 6zetlenmistir (Sekil
2.4).

In vitro
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Sekil 2.4. Bal aris1 bagirsak mikrobiyotasinin metabolik aktivitelerini karakterize etmek
icin deneysel diizene genel bakis (Kesnerova vd., 2017).
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Bal aris1 mikrobiyotasi, bal arilarmin 6grenme ve hafiza yeteneklerine de etki
etmektedir. Bunu ise mikroorganizmalarin bagisiklik sistemine etkili olmasiyla ve mikrobiyal
metabolitlerin beyni direkt etkileyebilmesi ile yapmaktadir (Zhang vd., 2022). Ayni1 zamanda
normal ve saglikli bagirsak florasina sahip bal arilarinin viral etkenlere toleransinin yiiksek
oldugu goriilmektedir (Dosch, 2021). Bal aris1 bagirsak florasindan elde edilen Lactobacillus
plantarum tiiriiniin gii¢lii bir probiyotik potensiyeli oldugu kesfedilmistir (Tr, 2018). Saglikli
ve sagliksiz bal aris1 kolonilerinde mikrobiyal popiilasyonun degistigi bilinmektedir. Sagliksiz
kolonilerde Arsenophonus, saglik durumu iyi olan kolonilerde ise Lactobacillus ve Leuconostoc
spp cinsi bakterilerin daha yogun oldugu goriilmektedir. Ayrica Leuconostoc mesenteroides
tiirtiniin bal arilarinda potansiyeli yiiksek bir probiyotik olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Budge vd., 2016; Huang vd., 2021). Bifidobacterium cinsi bakteriler bal aris1 gastrointestinal
sisteminde yogun olarak bulunurlar. 1960 yilinda Apis mellifera, Apis cerana ve Apis dorsata
tirlerinden Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium coryneforme ve Bifidobacterium
indicum tiirleri izole edilmistir (Biavati, 2001; Bottacini vd., 2012). Is¢i bal arilarindan
probiyotik 06zellik gosteren bakteriler disinda Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Shigella sp ve Klebsiella pneumoniae gibi tiirler bagirsak florasindan
tespit edilmistir (Gilliam ve Valentine, 1974). Bal aris1 gastrointestinal sisteminden en sik izole
edilen patojen bakterilerin patojenitesi tespit edilmek istenilen bir c¢alismada 150 kovan
incelenmis ve 19 bakteri tiirli tespit edilmistir. Bunlardan en yaygin olarak bulunan bakteri
tiurleri ise sunlardir; Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Enterobacter
agglomerans, Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumonie ve Citrobacter freundii olmustur
(Dugalic-Vrndic, Vukovic ve Nedic, 2010). Bitki ve hayvanlar i¢in firsat¢i bir patojen olarak
bilinen Serratia marcescens varroa akarinda ve bal aris1 bagirsaklarmdan izole edilmistir. [zole
edilen Serratia marcescens tiiriiniin patojenitesinin tespiti i¢in bal arilarina agzidan uygulama
yapilmig ve bal arilarmi 6ldiirdiirdiigii goriilmistiir. Ayrica Serratia marcescens tiirlerinin bal
arist larva ve erigkinlerinde septisemiye neden oldugu bilinmektedir (Fiinthaus, Ebeling ve

Genersch, 2018; Raymann, Coon, Shaffer, Salisbury ve Moran, 2018).

Pestisitler bal aris1 gastrointestinal sistemde bulunan cekirdek mikrobiyotasia ciddi
zararlar vermektedir. Diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan pestisitlerden biri olan glifosata maruz
kalan bal aris1 mikrobiyotasinin yogunlugunda azalmalar goriilmekte, mikrobiyotanin yapisi ve
bilesimlerinde degisimler olmaktadir. Ayrica glifosata maruz kalan bal arilarinda bazi
bagisiklik genlerinin ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (Castelli vd., 2021). Tetrasiklinler ile

tedavi edilen bal arilarinin gastrointestinal sistemindeki cekirdek bakteri yogunlugunda
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azalmalar goriilmiistiir. Ozellikle gram pozitif bakteriler gram negatif bakteri tiirlerine gore
tetrasiklin tedavisinden daha ¢ok etkilenmistir (Raymann vd., 2017). Yine bir bagka antibiyotik
olan paromomisinin bal aris1 gastrointestinal sistemindeki bakterileri 6nemli 6l¢iide azaldig:

yapilan qPCR analizi ile belirlenmistir (Cho, Kogan, Elikan ve Snow, 2022).

2.6  Varroa Akan

Bal arilar1 i¢in 6nemli bir dis parazit hastali§1 olan varroa akari tiim diinyada oldugu
gibi lilkemizde bulunan bal arilar1 i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu akarin olusturdugu
hastaliga “’varroosis’’ ad1 verilmektedir. Varroa akarinin bilinen ve hastaliga neden olan dort
farkli tiirti bulunmaktadir. Bu tiirler Varroa jacobsoni, Varroa underwoodi, Varroa rindereri
ve Varroa destructor isimlerini alirlar. Bunlar arasinda Apis mellifera {izerinde etkili olan tiir
Varroa destructor akaridir. Varroa destructor akar1 2000 yilina kadar Varroa jacobsoni akari
olarak tanimlanmis ve sonrasinda ayr1 bir tiir oldugu kesfedilmistir (Rosenkranz, Aumeier ve
Ziegelmann, 2010). Varroa destructor’un bal arilarinin sadece hemolenfi ile beslendigine
inanilmaktaydi, fakat yapilan son ¢aligmalarda bal arilarina en biiyiik zararin lipit yolu ile
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bal arilarinin bagisiklik sistemleri zayiflamakta ve viral ve
bakteriyel etkenlere karsi savunmasiz hale gelmektedirler (Ramsey vd., 2019). Varroanin
deforme kanat viriisii ve akut ar1 felci viriisiine kars1 bal arilarinda bir vektor gorevi gordigi
bilinmektedir (Chen ve Siede, 2007). Bal arilarin1 varroa vektorliigii sayesinde enfekte eden bu
viriislerin ayn1 zamanda varroa davranisini degistirebilecegi diisiiniilmekte ve varroa karsisinda
alternatif bir miicadele yontemi olabilecegi bildirilmektedir (Campbell, Budge, Watkins ve
Bowman, 2016).

Varroa akarinin yasam dongiisli pupa asamasina gegcmemis petek gozlerinde bulunan
larvalara disi akarlarin girmesi ile baglar. Birkag giiniin sonunda akar yumurtalarini larvalarinda
icinde bulundugu petek gozlerine birakir. Boylece bir veya birkag¢ anne akardan meydana gelen
yavrular petek gozlerinde ciftlesir ve isci arilarla birlikte 21. giinde, erkek arilarla ise 24. giinde
petek gozlerinden ¢ikar (Sekil 2.6). Varroa akari cinsel 6zellikleri bakimindan yapisal olarak
farkli dimorfizm gosterirler. Erkek akarlar gelisimlerinin her asamasinda disi akarlardan daha
kiiciiktiirler. Akarlarin bacak uzunluklar1 viicutlarina oranla erkeklerde daha uzundur. Erkek
akarlarin viicut yapilart armutsu bir sekil almistir (Sekil 2.5). Anne akarlar is¢i ar1 yavru
gozlerine alt1, erkek ar1 yavru gozlerinde ise yedi adet yumurta birakabilirler (Rehm ve Ritter,
1989). Varroa akar1 ile miicadele yapilmazsa enfekte koloniler iliman iklim gosteren yerlerde

iki ya da ii¢ yil igerisinde ¢okmesi beklenir. Diizenli miicadelenin yapilmasi durumunda ise
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aricilik maliyetleri artmakta ve {irlinlerde kalinti miktarlar1 sorun yaratmaktadir. Zarar goren
bal aris1 kolonileri ve miicadelede kullanilan yontemler aricilik igletmelerine maddi yiik olarak
geri donmektedir (Rosenkranz vd., 2010). Varroa miicacdelesinde kimyasal, biyolojik, fiziksel
ve yasal olmak tizere dort ana miicaedele yontemi goriilmektedir. Kimyasal miicadelede cesitli
sentetik ve organik kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Fakat akarlarin kullanilan
kimyasallara kars1 direng mekanizmasi gelistirmesi, bal ve diger iirlinlerde kalint1 riski bu
miicadele yoOnteminin olumsuz yoOnlerinin basinda gelmektedir. Biyolojik miicadele
yonteminde hedef erkek ar1 gozleridir. Erkek ar1 gozlerinin azaltilmasiyla kovandaki varroa
akar1 niifusunda 6nemli bir diisiis hedeflenmektedir. Bunun nedeni ise varroa akarmin yogun
olarak erkek ar1 gozlerini tercih etmesidir. Fiziksel miicadelede 6zel kovanlar kullanilmakta ve
kovan i¢i 1s1 derecesinin arttirilmasi esasina dayanmaktadir. Fakat uygulanmada yasanan
zorluklar bu miicadele yonteminin kisitli kalmasina neden olmustur. Yasal miicadelede ise
hastalikli kovanlarin diger bolgelere tasinmasinin engellenerek hastaligin yayilmasinin 6niine
gecilmesi esasina dayanmaktadir. Bu amagla iilkemizde 6zel kanun ve tiiziikler hazirlanmistir

(Akyol ve Ozkdk, 2005).
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Sekil 2.5. Varroa akarinin gelisim evreleri ve cinsiyetlerine gore goriiniimleri (Rosenkranz vd.,
2010).
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Sekil 2.6. Varroa akarinin yasam dongiisii (Evans ve Cook, 2018).

2.7 Akarisitler

Varroa miicadelesinde bal arist kolonisine uygulanan birgok akarisit bulunmaktadir.
Bunlardan; amitraz, coumaphos, flumethrin, tau-fluvalinate gibi etken maddeler basta
gelmektedir. Fakat bu sentetik kimyasallarin uzun siireli ve yogun miktarda kullanimi akarlarin
bu etken maddelere kars1 direng olusturmasina neden olmustur. Bunun yaninda yogun kimyasal
kullanim1 ar1 tirlinlerinde kalinti birakma sorununa neden olmakta ve dolayli olarak insan
sagligina olumsuz etkileri olmaktadir. Varroa miicadelesinde sentetik kimyasallara alternatif
olarak ve balinda dogal yapisinda bulunan formik asit, laktik asit ve oksalik asit gibi organik
asitlerde kullanilmaktadir. Ayrica timol basta olmak iizere okaliptiis, nane, ¢ordiik otu ve
karanfil gibi bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar da diger alternatif maddeler olarak varroa
miicadelesinde kullanilmaya devam etmektedir. Akarisitlerin kendisi kadar kullanim
zamanlarida 6nemlidir. En uygun kullanim zamani1 etken maddelere gore degismekte olup genel
olarak arilarin salkimda olmadigi, biiyiik nektar akimindan en az bir ay 6nce, erken ilkbahar ve

ge¢ sonbahar donemleridir (Cengiz, Emsen ve Geng, 2010; Demirel, Keskin ve Kumral, 2019).
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2.7.1 Amitraz

Amitraz bir¢ok alanda pestisit olarak kullanilmasina karsilik 6zellikle akarlara olan
etkisinden dolay1 akarisit olarak kullanilmaktadir (Brown, 1977). Amitraz bal arilarinda bir
akarisit olarak kullaniminin disinda sigir, koyun ve domuzlarda da kullanilan bir veteriner
ilacidir. ik olarak 1969 yilinda Ingiltere’de sentezlenmistir ve 1974 yilinda piyasaya
stiriilmiistiir. Amitraz memelilerde diisiik toksik etkiye sahip oldugundan dolay1 ayn1 zamanda
kopeklerde kene tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapisi geregi kristal bigimde ve
beyaz renktedir. Suda ¢oziinmez. Insektisit etkisini ise asir1 uyarilma, felg ve 6liim seklinde

gosterir (Bonsall ve Turnbull, 1983; Harrison vd., 1973).

Yapilan bir ¢alismada yaygin bir sekilde akarisitlere maruz kalan bal arilarinin (Apis
mellifera) hayatta kalma basarilari, gelisim hizlar1 ve larva agirliklarina etkisi arastirilmustir.
Amitraz ile tedavi edilen gruba 1,5 mg/L - 11 mg/L - 25 mg/L ve 46 mg/L dozlari iceren bir
diyet uygulanmistir. Bu ¢alismanin neticesinde 46 mg/L amitraz ile tedavi edilen grupta hayatta
kalma basarilarinin ve gelisim hizlarmin azaldigi tespit edilmistir (Dai, Jack, Mortensen,
Bustamante ve Ellis, 2018). Ayrica amitrazin sigir spermler hiicrelerindeki toksik etkisini
arastiran bir calismada, amitraza maruz kalan sperm hiicrelerinin zarlarinin fonkisyonel
biitiinliigiinli, akromozamal durumu, DNA fragmantasyonu ve canliligin olumsuz etkilendigi
goriilmiistiir. Bu olumsuz etkilere bagli olarak, amitrazdan etkilenen sperm hiicrelerinden elde

edilen embriyolarda ise DNA hasarlar1 olustugu belirlenmistir (Carranza vd., 2023).
2.7.2  Flumethrin

Flumethrin bal arillarinin disinda kopek, kegi, koyun, sigir ve atlarda parazitlere ve
kenelere kars1 kullanilan etkili bir piretroid insektisittir. Oliimciil olmayan dozlarda uygulanan
flumethrin dozlarmin yetigkin bal arilarinda strese neden oldugu bulunmustur (Qi vd., 2020).
Bal aris1 larvalariin gastrointestinal sisteminde bulunan mikroorganizmalarin bir bariyer

gorevi gorerek flumethrinin olusturdugu stresi azalttigi goriilmustiir (Yu vd., 2021).

Oral olarak uygulanan flumethrin dozlarmin bal arilarinda ciddi toksik etkilere neden
olmaktadir. Oral yollar ile alinan flumethrin bal arilarinda kismi ya da tam fel¢ durumunun
olusmasia ve motor koordinasyonun bozulmasina neden olur (Oruc vd., 2012). Flumethrin
ndroblastoma hiicrelerine etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada flumethrin maruziyetinin, DNA
hasaria neden olabilecek oksidatif stres ve apoptozu indiikleyici etki gosterdigi belirtilmistir.

Ayrica oksidatif stresin biyobelirtecleri olarak bilinen reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit
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olusumu, malondialdehit konsantrasyonu ve kaspaz-3 aktivitesi gibi etkenlerde artis

goriilmistiir (Barrios vd., 2022).
2.7.3 Tau-fluvalinate

Tau-fluvalinate Varroa akarlarina kars1 oldukea giiclii bir etkiye sahip olan sentetik bir
piretroiddir. 1988 yilindan bu yana aricilar tarafindan varroosis miicadelesinde kullanilmaktadir
(Tsigouri, Menkissoglu-Spiroudi ve Thrasyvoulou; 2001). Kislayan bal arilarinda tau-
fluvalinate’in olumsuz etkileri arastirilmis, bagisiklikla ilgili gen ekspresyonlarinda dliimciil
olmayan degisiklikler ve DNA hasar1 gozlenmistir (Sabova vd., 2022). Isci arilar iizerinde
13.700 mg/L tau-fluvalinate kullanimy, is¢i arilarin yarisini 6ldiirmiis ve orta bagirsakta yirtiklar
ve kiigtilmeler gozlenmistir. Ayrica illeumda seffaflasma ve ince gizgiler ile rektumda yirtilmis

ve ¢ok ince bir rektum duvari gibi anatomik bozukluklar gortilmiistiir (Aljedani, 2022).
2.8 Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri bir etken maddenin bir mikroorganizma tizerindeki
etkisini in-vitro kosullarda belirlemek igin yapilan uygulamalardir. Bu yontemler difiizyon ve

diliisyon olarak baslica iki temel metoda dayandirilmaktadir (Demirpek, 2012).
2.8.1 Difiizyon Yontemleri

Disk diflizyon, agar well diflizyon ve e-test yontemi olarak uygulanmaktadir. Bu
yontemlerde antimikrobiyal etkisi 6l¢iilen maddelerin etkileri, agar plaklari izerinde inhibisyon
zonlari olarak goriilmekte ve antimikrobiyal etki bu inhibisyon zonlari tizerinden 6l¢iilmektedir

(Aytar, Oryasin, Basbiilbiil ve Bozdogan, 2019; Brown ve Brown, 1991).
2.8.2 Diliisyon Yontemleri

Tiip diliisyon ve agar diliisyon yontemi olarak uygulanmaktadir. Tiip diliisyon yontemi
kendi i¢inde makro ve mikrodiliisyon yontemi olarak ikiye ayrilir. Makrodiliisyonda deney
tiipleri kullanilirken, mikrodilisyonda kiiciik mikroplate kuyucuklar kullanilir. Makro ve
mikrodillisyon testlerinde duyarlilik iireme olan ve olmayan tiiplere gore belirlenir. Agar
diliisyon yonteminde ise antimikrobiyal etki gostermesi gereken madde direkt olarak agarli
besiyerinin i¢ine eklenir ve petri kaplarina dokme plak yontemi ile aktarilir. Bu yontemde de
duyarlilik makro ve mikrodiliisyon yontemlerinde oldugu gibi iireme olan ve olmayan petri

kaplarina gore belirlenir (Demirpek, 2012; Esel, Stimerkan, Ayangil ve Telli, 2004).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Bal Anisi Orneklerinin Toplanmasi

Bal aris1 ornekleri Tekirdag ilinin Siileymanpasa il¢esine bagli Nusrath ve Seymenli
mahallesinden uzun dénem akarisit uygulamasi yapilmamis kovanlardan segilmistir. Toplamda
15 adet kovandan tarlaci is¢i ar1 6rnekleri alinmistir. Toplanan tarlaci isgi ar1 6rnekleri her
kovandan 10 adet olacak sekilde steril bir falkon tiipiine aktarilmig ve uygun bir tagima kabu ile
laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirilen is¢i arilar dncelikle CO> (karbondioksit) gazi
ile bayiltilmistir. Sonrasinda ise %70 etanol ile dis ylizeyleri yikanmis ve ardindan ise steril
serum fizyolojik su ile durulama islemi gergeklestirilmistir. Bal aris1 6rnekleri steril bir petri
kabina alinarak bir pens yardimi ile sabitlendi ve bistiiri kullanilarak abdomen kismindan dikey
bir sekilde kesilmigstir. Baska bir pens yardimi ile gastroinsestinal sistem ¢ikarildi ve steril bir
petri kabina aktarildi. Diseksiyon islemi Oncesi ve sonrasinda tiim islemler aseptik kosullara
uyularak gergeklestirilmistir (Carreck vd., 2013; Sanders, 2012). Bal aris1 orneklerinin

diseksiyon 6ncesi ve sonrast durumlari Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 gosterilmistir.

Sekil 3.1. Diseksiyon dncesi bal aris1 6rnekleri
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Sekil 3.2. Bal aris1 gastrointestinal sistemi

3.2 Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Diseksiyonu yapilan bal aris1 gastrointestinal sistemi, steril tiiplerde, 1 ml olarak
bulunan ve izotonik bir ¢dzelti olan steril MRD (Maximum Recovery Diluent) igerisine
aktarilmistir. Tiplerde bulunan gastrointestinal sistemin homojenizasyonu i¢in steril 6ze
kullanilarak parg¢alama islemi yapilmistir. Sonrasinda ise voteks cihazi kullanilarak karigtirma
islemi gerceklestirildi. Iyi bir homojenizasyon saglandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika
otoklavda steril edilen MRSA (de MAN, ROGOSA and SHARPE Agar) ve TSA (Tryptic Soy
Agar) kullanilmak i¢in hazirlanmistir. Ayrica Bifidobacterium tiirlerini izole etmek igin ise
MRSA 118 °C 15 dakika otoklav islemine tabi tutulmustur. Otoklav isleminden sonra
hazirlanan tiim besiyerleri 90 mm ¢apindaki steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Hazirlanan
besiyerleri kullanilarak her 6rnekten farkli olacak sekilde 0,1 ml inokiilasyon islemi
gerceklestirilmistir. Steril bir drigalski spatiilii kullanilarak yayma plak yontemi ile 6rnekler
homojen bir sekilde besiyeri ortamma yayilmistir. Inokiilasyonu yapilan 6rnekler inkiibatdre
kaldirilmadan 6nce anaerocult kullanilarak anaerobik bir jar igine yerlestirildi ve 37 °C’de 2

giin Sekil 3.3te goriildiigii gibi inkiibasyona birakilmistir.
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Sekil 3.3. Anaerobik jar kullanarak bakterilerin inkiibasyona birakilmasi

Inkiibasyondan sonra MRSA ortaminda 3 farkli, TSA ortaminda 2 farkli olmak {izere 5
farkli koloni tipi se¢ilmistir. Tek koloni seklinde alinarak saflagtirmak amaciyla tekrardan kendi
besiyeri olan MRSA ve TSA ortamlarina inokiilasyonu yapilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerin
tanimlamas1 amaciyla identifikasyon islemine baslanmistir. Kiiltlirlerin uzun siire muhafazasi
icin her saf kiiltiir ayr1 ayr1 olacak sekilde boncuklu bakteri saklama tiiplerine aktarildi ve -18
°C’de muhafaza edilmistir.

MRD Icerigi ve Hazirlanis1:

e Pepton: 1 gr/l
e Sodyum Kloriir: 8,5 gr/l
Damitik su kullanilarak 9,5 gr/l olacak sekilde hazirlanmistir. Kullanima uygun sekilde
kaplara ve deney tiiplerine aktarilmistir. Otoklavda 15 dakika 121 °C’de steril edilmistir
(Halkman ve Sagdas, 2014).
MRSA Igerigi ve Hazirlanis::

Kazeinden elde edilen pepton: 10gr/I
Et ekstrakti: 10 gr/l

Maya ekstrakti: 4 gr/l

D (+) Glikoz: 20 gr/l
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e Dipotasyum hidrojen fosfat: 2 gr/l
e Tween 80: 1 gr/l

e di-Amonyum hidrojen sitrat: 2 gr/I
Sodyum asetat: 5 gr/I

Magnezyum siilfat: 0,2 gr/l
Manganez siilfat: 0,04 gr/l

e Agar-agar: 14 gr/l

Dehidre besiyeri 68,2 gr/l olacak sekilde damitik su i¢inde ¢ozdiirtilmistiir. Otoklavda
15 dakika 121 °C’de sterilize edilmistir. Besiyeri Bifidobacterium tiirleri i¢in kullanilacak ise
15 dakika 118 °C’de sterilize edilmistir. Otoklav sonras1 45-50 °C’ye sogutulmus ve steril petri
kaplarina dokiilmiistiir (Halkman ve Sagdas, 2014).

TSA Igerigi ve Hazirlanis1:

Tripton: 15 gr/l

Soya pepton: 5 gr/I
Sodyum kloriir: 5 gr/l
Agar no.2: 12 gr/l

Dehidre besiyeri 37 gr/l olacak sekilde damitik su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Otoklavda 15
dakika 121 °C’de sterilize edilmistir. Otoklav sonrasi 45-50 °C’ye sogutulmus ve steril petri

kaplarina dokiilmiistiir (Halkman ve Sagdas, 2014).
3.3 Gram Boyama

Hazirlanan saf kiiltiirlerin gram 6zelliklerini belirlemek {lizere gram boyama islemi
yapilmustir. Saf kiiltiirden aliman orneklerden fizyolojik tuzlu su kullanilarak preparatlar
hazirlanmigtir. Hazirlanan preparatlarin  kurumasi beklendi ve buzen beki alevinden
gecirilmistir. Preparat kristal viyole ile 1 dakika boyanmis ve yikanmistir. Lugol ¢6zeltisinde 2
dakika bekletilmis ve sonrasinda dekolorizasyon islemi i¢in alkol kullanilmistir.
Dekolorizasyon isleminin sayesinde gram pozitif bakterilerin hiicre duvarindaki porlar iyice
daralir ve boya disar1 ¢ikamaz. Gram negatif bakterilerde ise porlar iyice genisleyerek alkol
boyay1 ¢ozer ve hiicreden uzaklastirir. Bu islemden sonra ise preparat sulu fuksin ile 15-20
saniye boyanmistir. Gram negatif bakteriler pembe-kirmizi renk alirken gram pozitif bakteriler

mor renk almiglardir. (Tripathi ve Sapra, 2020).
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3.4 Molekiiler Tanimlama
3.4.1 Bakteri DNA Izolasyonu

Saf kiiltiirlerden alinan bakteriyel DNA izolasyonu, Nucleic Acid Extraction Kit — Gram
Bacteria DNA Auto Tube Kit (TANBead, Taiwan) ile saglanmistir. Calisma da Maelstrom
4810 otomatik niikleik asit izolasyon cihazi (TANBead, Taiwan) kullanilmustir. ilk olarak
izolasyon yapilacak petri kabindan tek koloni alinip distile su iceren mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmis ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant
uzaklastirilmistir. Pelletin tizerine 200 pl inkiibasyon buffer, 10 ul lizozim ve 10 ul proteinaz
K eklenmistir. Vorteks ile iyice karistirilarak pelletin tamamen ¢6ziinmesi saglanmigtir. Daha
sonra 30 dakika boyunca 60 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen
lizat otomatik izolasyon cihazina aktarilmaya hazir hale getirilmistir. izolasyonda kullanilacak
Auto Tube’iin iizerindeki aliiminyum folyo dikkatlice acilmustir. Izole edilecek lizat kitin
manualinde belirtilen sekilde Auto Tube’de ilgili kolonlara aktarilmistir. Auto Plate cihaza
yerlestirilmistir. Cihazda amaca uygun olan program segilerek izolasyon islemi baslatilmigtir.
Izolasyon islemi tamamlandiginda, izolat Auto Tube’den temiz bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmigtir. Elde edilen DNA miktari1 belirlemek amaciyla, Qubit florometre cihazi
(Thermofisher, USA) kullanilmistir. DNA izolasyonlarina gére DNA miktarlari 11,1 ile 46,5

ng/ul arasinda degismistir. izolat, kisa siireli olarak 4 °C’de saklanmistir.
3.4.2 PCR Asamasi

DNA izolasyonu sonrasi dizilenecek 6rnekler, 16S rRNA geninin V3 ve V4 bolgelerini
cogaltacak sekilde ileri (F) ve geri (R) primerleri ile amplifiye edilmistir. Amplifikasyon sonrasi
elde edilen iiriin yaklasik 550 bp olmalidir. Bu nedenle PCR asamasinin kontrolii i¢in agaroz

jel hazirlanmig ve 100-1000 bp igeren marker ile 6rnekler kontrol edilmistir.
3.4.3 PCR Sonrasi Clean-up Asamasi

Dizilemesi yapilacak olan PCR firiinleri i¢in ilk olarak PCR Clean-up asamasi
gerceklestirilmelidir. Bu asamada dizileme de kullanilacak olan 6rneklerin, PCR reaksiyonu
sirasinda kullanilan primerlerden ve dNTP’lerden arindirilmasi saglanmistir. Bu amagla Exo-
Alp PCR Clean-up Mix Kiti (AdvancedSeq, USA) kullanilmigtir. Calisma igin clean-up
yapilacak &rnekten 5 ul almip yeni bir PCR tiipiine aktarilmistir. Uzerine 2 ul Exo-Alp PCR
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Clean-up Mix eklenilmistir. Tiip kapatilip vortekslenmistir. Ardindan termal cycler’a

yerlestirilmigtir. 37 °C’de 15 dakika, ardindan 80 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.

3.4.4 Sekans islemi Oncesi PCR Asamasi

Sekans islemi oncesi PCR asamasinda SupreDye Cycle Sequencing Kit ve 5X
Sequencing Buffer (AdvancedSeq, USA) kullanilmistir. Kalip DNA olarak Exo-Alp

reaksiyonundan gelen iirlin kullanilmistir. Reaksiyonda kullanilacak primerin konsantrasyonu

1uM olmalidir. Kurulacak reaksiyonun igerigi Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Sekans islemi 6ncesi PCR igin kurulacak reaksiyonun igerigi

Bilesen

Miktar (ul)

SupreDye

2

ADS 5X Sequencing Buffer

3

Primer (1 uM)

3.2

Distile Su

9.8

Template

2

Toplam

20

PCR tiipii igerisinde reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra termal cycler’a

yerlestirilmistir. Sekans islemi 6ncesi PCR asamasi igin kullanilacak protokol Cizelge 3.2°de

belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Sekans islemi 6ncesi PCR igin kullanilacak protokol

Sicakhik Siire Dongii
96 °C 1 dakika 1
96 °C 10 saniye
50 °C 5 saniye 30
60 °C 4 dakika
4°C 0 -
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Sekans islemi 6ncesi PCR asamasi tamamlandiktan sonra 6rnekler cihaza yiliklenmeden 6nce
son bir clean-up asamasi gergeklestirilmistir. Bu asamada sekans PCR reaksiyonundan kalan
kontaminantlarin (florasan boyalar, tuzlar, ANTP, primer ve enzim) temizlenmesi saglanmaistir.
Bu ¢alisma i¢in Sequencing Reaction Cleaning Beads (AdvancedSeq, USA) kullanilmistir.
Calismanin ilk agsamasinda yikama soliisyonu olarak %85 etanol hazirlanmistir. Sekans PCR
tirtintinden 10 pl alinip, tizerine 10 ul manyetik boncuk eklenmistir. Ardindan 45 pl yikama
soliisyonu eklenmistir. Karistirip 5 dakika oda sicakliginda birakilmistir. Plate ise manyetik
plate tutucuya yerlestirilip 2 dakika birakildi ve manyetik plateden ayirmadan ters cevrilip
ekstra sivi uzaklastirilmigtir. Plate tutucuya iki kat kagit havlu konulmustur. Manyetik plate
tutucu ile plate ters olarak tutulmustur ve 250 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda
ise plate ¢ikarilip kagit havlular atilmis ve 100 ul yikama soliisyonu eklenmistir. Son olarak ise
45-65 ul deionize su veya eliisyon buffer (AdvancedSeq, USA) eklenmis ve karistirilip 5 dakika
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu islemler sonunda sekans cihazina yiiklemeye hazir halde,
yiiksek saflikta {iriin elde edilmistir. Elde edilen iirliniin sanger sekans islemi i¢in Krosgen
Biyoteknoloji Arastirma ve Gelistirme Laboratuvarindan hizmet alim1 yapilmistir. Ornekler ¢ift
yonlii dizilenmigstir. Sonuclar FinchTV uygulamasinda goriintiilendi. Goriintiilenen sonuglar
Mega 11 programinda diizenlendi ve NCBI veri tabaninda BLAST programinda taranarak

benzerlik diizeyi en yiiksek olan tiirler sec¢ilmistir.

3.5 Antimikrobiyal Duyalihk Testi
3.5.1 Saf Kiiltiirlerin Canlandirilmasi

Tanimlamas1 yapilan bakteri tiirleri boncuklu bakteri saklama tiiplerinden birkag
boncuk alinarak peptonlu su iceren bir sivi besi ortaminda canlandirilmistir. Canlandirilan
kultirlerden 1,2 ve 3 numarali kiiltiirler MRSA, 4 ve 5 numarali kiiltiirler TSA ile inokiile
edilmistir. Kiiltiirler anarobik ortam saglamak amaciyla, anaerocult ve anaerobik jar

kullamilarak 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir.
3.5.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

MRSA ve TSA 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sadece Bifidobacterium
tiirleri icin MRSA ayrica hazirlanarak 118 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Steril
edilen besiyerleri 90 mm capindaki petri kaplarina kalinligi 4 mm + 0,5 mm olacak sekilde 25

ml dokiilmiistiir. Dokiilen besiyerleri hazir olduktan sonra uygun bir stre¢ film ile sarilarak +4
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°C’de buzdolabinda 1 haftadan uzun olmayacak sekilde saklanmistir (Halkman ve Sagdas,
2014).

3.5.3 Disk Difiizyon Testi

Akarisitlerin antimikrobiyal aktivitesinin tespit edilmesinde piyasada ruhsatli olarak
satilan 3 farkli akarisit kullanilmistir. Bunlar; 125 mg/ml Amitraz, 10 mg/ml Flumethrin ve 240
mg/ml Tau-fluvalinate olarak temin edilmistir. Sonrasinda steril izotonik bir saf su ile 1/1, 1/2,
1/4,1/8, 1/16, ve 1/32°lik olarak seyreltilmistir. Iyi bir emiilsiyon olusturulabilmesi i¢in ortama
%1,5 oraninda Tween 20 katilmistir. Negatif kontrol olarak igerisinde %1,5 Tween 20 bulunan
steril izotonik saf su kullanilmistir. Bu sayede seyrelticinin bakteriler {izerinde herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gosterip gostermediginin tespiti amaglanmustir. Pozitif kontrol olarak
Klebsiella aerogenes ve Citrobacter freundii i¢in polimiksin B, Lactiplantibacillus spp ve
Leuconostoc mesenteroides i¢in dezenfektan madde, Bifidobacterium spp i¢in vankomisin
kullanilmaistir.

Petri kaplarinda tiretilen saf kiiltiirlerden 4-5 koloni alinarak serum fizyolojik icerisinde
dogrudan koloni siispansiyon yoOntemiyle bakteri siispansiyonlart hazirlanmistir. Bakteri
stispansiyonlar1 0,5 McFarland olacak diizeyde yine serum fizyolojik kullanilarak Sekil 3.4’te

goriildigi gibi ayarlanmistir. Hazirlanan inokiiliimler 30 dakika igerisinde kullanilmustir.

Sekil 3.4. Bakteri stispansiyonlarinin McFarland degerlerinin ayarlanmasi
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Hazirlanan bakteri siispansiyonuna steril bir ekiivyon ¢ubugu daldirilip karigtirilmastir.
Ekiivyon c¢ubugunun emdigi fazla siviyr uzaklastirmak icin ise tiipiin kenarma hafifge
bastirilarak rotator hareketi yapilmistir. Sonra ekiivyon ¢ubugu 60 derecelik ac1 ile dondiirerek
ti¢ kez tekrarli olacak sekilde ilgili besiyerlerine inokiilasyon islemi Sekil 3.5°te goriildiigi gibi
yapilmustir. Petri kaplar1 3-5 dakika oda 1sisinda kurumaya birakilmistir. Kurutma isleminden
sonra Sekil 3.6’da gosterilen, 6 mm ¢apinda steril bos diskler petri kaplarina steril penset
yardimi ile yerlestirilmistir ve hafif¢e bastirilarak sabitlenmistir. Hazirlanan akarisit
diliisyonlart 10 pl olacak sekilde disklerin {izerine aktarilmistir. Sonrasinda petri kaplari
anaerobik ortam saglanarak 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
petri kaplar ¢ikarilarak, siyah tabanli ve tstten 1siklandirilan bir ortamda kumpas yardimiyla
Sekil 3.7°de gosterildigi gibi inhibisyon zonlart 6l¢iilmistir (Kotan ve Tozlu, 2021; Rojo-
Bezares ve ark., 2006; Wang ve ark., 2019).

Sekil 3.5. Bakteri slispansiyonlarinin ekiivyon ¢ubugu ile besiyerlerine inokiilasyonu
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Sekil 3.6. Steril bos diskler

Sekil 3.7. Inhibisyon zonlarmin kumpas yardimiyla 6l¢iilmesi
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3.5.4 istatistiksel Analiz

Bakteri tiirii i¢indeki uygulama dozlarinin inhibisyon zon degerlerine etkisi ve
uygulama dozlarinin tiirler arasindaki inhibisyon zon degerlerine etkisi belirlemek amaciyla
One-Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) testi uygulanmistir. One-Way ANOVA testi
sonucunda istatistiksel olarak aralarinda anlamli farkliliklar bulunan (p<0,05) gruplar i¢in
Tukey c¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde

istatistik analiz programi olarak, JMP 8.0.2 versiyonu kullanilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Saf Kiiltiirlerin Petri Kaplarindaki Goriintiileri

MRSA ve TSA besiyerinde bulunan saf kiiltiir sonuglar1 Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. TSA ortamindaki saf kiiltiirler
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4.2 Saf Kiiltiirlerin Mikroskobik Goriintiileri

Gram boyama sonucunda saf kiiltiirlerin mikroskop goriintiileri Sekil 4.3’te verilmistir.

I

Sekil 4.3. Elde edilen saf kiiltiirlerin 400 kat biiyiitme ile mikroskobik goriintiileri

4.3 Sanger Dizileme Sonucu Belirlenen Bakteri Tiirleri

Sanger dizileme sonucunda, NCBI veri tabaninda benzerlik diizeyi en yiiksek olan bakteri

tiirleri ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. NCBI veri tabaninda benzerlik diizeyi en yiiksek olan bakteri tiirleri

Bakteri Benzerlik Bakteri Ismi
Ornegi Diizeyi
Numarasi
1 9699,52 Lactobacillus plantarum - Lactiplantibacillus
plantarum - Lactiplantibacillus pentosus
2 %98,38 Leuconostoc mesenteroides
3 999,00 Bifidobacterium asteroides - Bifidobacterium
polysaccharolyticum
4 %97,38 Klebsiella aerogenes
5 %94,94 Citrobacter freundii




4.4 Disk Difiizyon Testi Sonuglari

Akarisitlerin bal arilarinin gastrointestinal sisteminden izole edilen bakteri tiirleri
tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in akarisit oranlar1 ve inhibisyon zon degerleri Cizelge 4.2,
Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te verilmistir. Calisma ii¢ tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Flumethrin ve Tau-fluvalinate etken maddeli akarisitlerin bakteriler iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal etki goriilmemistir. Sadece amitraz etken maddeli akarisitin bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etkisi goriilmiistiir. Caligma sonucunda amitraz, flumethrin ve tau-fluvalinate
etken maddeli akarisitlerin olusturdugu disk diflizyon test sonucu goriintiileri Sekil 4.4, Sekil
4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Sekil 4.4. Amitraz disk difiizyon sonuglari
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Sekil 4.6. Tau-fluvalinate disk difiizyon sonuglari
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Cizelge 4.2. Amitraz inhibisyon zon cap degerleri ortalamalar1 (mm)

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16  1/32  Negatif Pozitif

Lactiplantibacillus 14,96 14,43 1356 11,46 10,13 7,66 - 26,03
spp.

L.mesenteorides 17,83 16,56 12,93 8,70 - - - 26,46
Bifidobacterium 15,36 14,43 1350 12,26 10,23 - - 32,20
spp.

K.aerogenes - - - - - - - 21,06
C.freundii - - - - - - - 21,06

(-) Inhibisyon zonu goriilmedi

Cizelge 4.3. Flumethrin inhibisyon zon degerleri ortalamalari (mm)

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16  1/32  Negatif Pozitif

Lactiplantibacillus

i} - - - - - 26,03
spp.

L.mesenteorides ) ) } y ) . N 26,46
Bifidobacterium ) ) _ . . - - 32,13
spp.

K.aerogenes } . - - - - 21,03
C.freundii ) ) ; - - - - 21,13

(-) Inhibisyon zonu goriilmedi

Cizelge 4.4. Tau-fluvalinate inhibisyon zon degerleri ortalamalari (mm)

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16  1/32  Negatif Pozitif

Lactiplantibacillus

- - - - - - 25,96
spp.

L.mesenteorides ) } ; . - - - 26,46
Bifidobacterium ) ) } . . - - 32,23
spp.

K.aerogenes } . - - - - 21,06
C.freundii ) ) . - - - - 21,13

(-) Inhibisyon zonu goriilmedi
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45 Istatiksel Analiz Sonuglar

Amitraz uygulama doz oranlarinin (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) uygulanan bakteri
tiirlerinin kendi i¢indeki inhibisyon zon ¢aplarina etkisine bakilmis ve Lactiplantibacillus spp.
(F=1191,428; p <0,05), Bifidobacterium spp. (F=485,5676; p <0,05), Leuconostoc
mesenteorides i¢in (F=1554,145; p <0,05) bulunmus ve tiirlerin kendi i¢inde amitraz uygulama
dozlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Amitraz uygulama
dozlarmin Lactiplantibacillus spp., Bifidobacterium spp. ve Leuconostoc mesenteorides
bakterileri arasindaki etkisi yine istatistiksel olarak test edilmistir. Varyans homojen olan
oranlar i¢in Tukey testi uygulanmigtir. Buna goére 1/1 doz oraninda, Lactiplantibacillus spp.
14,96 mm, Bifidobacterium spp. 15,36 mm ve Leuconostoc mesenteorides 17,83 mm olan
inhibisyon zon ¢aplari ortalamalari gruplar arasinda farklilik goriilmistiir (F=542,333; p <0,05)
ve Sekil 4.7°deki grafikte gosterilmistir.

1/1 doz oram
20 B

. A 17§ F=542,333

p <0,05

[
L]

mm zon ¢ap1
=
[+ o

=

ra

Lactiplantibacillus Leuconostoc Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

Sekil 4.7. Amitraz 1/1 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi

Bunun yan1 sira 1/2 doz oraninda zon caplar1 ortalamalari istatistiki olarak farklilik
gorilmustiir (F=195,048; p <0,05) ve Sekil 4.8’deki grafikte gosterilmistir. 1/2 doz oraninda
Lactiplantibacillus spp. 14,43 mm ve Bifidobacterium spp. 14,43 mm olan zon caplari
ortalamasi arasinda fark bulunmazken (p >0,05), bu iki bakteri tiirliniin zon ¢ap1 ortalamalari
ile Leuconostoc mesenteorides bakterisinin 16,56 mm olan inhibisyon zon ¢api ortalamasi

arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir (p <0,05).
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1/2 doz oram
B

)
[=]

F=195,048
p <0,05

mm zon Gapi
b e e e
o o o] o [ ) = h o3

N

Lactiplantibacillus Leuconostoc Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

Sekil 4.8. Amitraz 1/2 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi

1/4 doz oraninda zon ¢aplar1 ortalamalari istatistiki olarak farklilik goriilmiistiir
(F=10,219; p <0,05) ve Sekil 4.9’daki grafikte gosterilmistir. 1/4 doz oraninda
Lactiplantibacillus spp. 13,56 mm ve Bifidobacterium spp. 13,50 mm olan zon caplari
ortalamasi arasinda fark bulunmazken (p >0,05), bu iki bakteri tiirlinlin zon ¢ap1 ortalamalari
ile Leuconostoc mesenteorides bakterisinin 12,93 mm olan inhibisyon zon ¢ap1 ortalamasi

arasinda istatistiki olarak fark goriilmiistiir (p <0,05).

1/4 doz orani

14

F=10,219
p <0,05

138

136

[ =
L
(SRS

mm zon Gapi
[y
w

128
126

12,4

12,2
Lactiplantibacillus Leuconostoc  Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

Sekil 4.9. Amitraz 1/4 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi

49



1/8 doz oraninda Lactiplantibacillus spp. 11,46 mm, Bifidobacterium spp. 12,26 mm ve
Leuconostoc mesenteorides 8,70 mm olan inhibisyon zon ¢aplari ortalamalarinda istatistiki
olarak fark goriilmiistiir (F=363,731; p <0,05) ve Sekil 4.10’daki grafikte gosterilmistir.

1/8 doz oram

[y
[=)]

F=363,731
p<0.05

mm zon Gapi
(= [ =
LS (=] =] o ~ o

L)

Lactiplantibacillus Leuconostoc Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

Sekil 4.10. Amitraz 1/8 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi

1/16 doz oraninda Lactiplantibacillus spp. 10,13 mm ve Bifidobacterium spp. 10,23 mm
olan ihhibisyon zon ¢aplar1 ortalamasinda istatistiki olarak fark goriilmemistir (F= 0,643 p
>0,05) ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Leuconosctoc mesenteorides bakterisinde ise hig

inhibisyon zonu goriilmemistir.

10,3

10,25

1/16 doz orami
A
10,2

A
10023 p>0.05
10,15 10[13
10,1
10,05
10
9,95

Lactiplantibacillus Leuconostoc  Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

mm zon ¢ap1

Sekil 4.11. Amitraz 1/16 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi
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1/32 doz oraninda ise sadece Lactiplantibacillus spp.’de 7,66 mm ortalama inhibisyon
zon ¢ap1 gorlilmiistiir, Leuconostoc mesenteorides ve Bifidobacterium spp.” de hi¢ inhibisyon
zonu goriilmemistir. Bu nedenle 1/32 doz oraninda istatistiki degerlendirmesi yapilmamaistir ve

Sekil 4.12°deki grafikte gosterilmistir.

1/32 doz orani

8 7,66

mm zZon ¢api

Lactiplantibacillus Leuconostoc Bifidobacterium spp
spp mesenteorides

Sekil 4.12. Amitraz 1/32 doz oraninin inhibisyon zon ¢aplar1 grafigi

Negatif kontrol ise diliisyon sivisinin antimikrobiyal etkisini dlgmek icin yapildi ve
hi¢bir inhibisyon zon ¢ap1 goriilmemistir. Pozitif kontrol i¢in kullanilan antimikrobiyal
maddeler i¢in kendi iglerinde One-Way ANOVA testi uygulanmistir. Lactiplantibacillus
spp.’de amitraz i¢in 26,03 mm, flumethrin i¢in 26,03 mm, tau-fluvalinate i¢in 25,96 mm
inhibisyon zon cap1 goriilmiis ve istatistiki olarak fark bulunmamistir (F=1,3333; p >0,05).
Leuconostoc mesenteorides’te amitraz i¢in 26,46 mm, flumethrin igin 26,46 mm, tau-
fluvalinate i¢in 26,46 mm inhibisyon zon ¢ap1 Ol¢iilmiis ve istatistiki olarak fark bulunmamstir
(F=0; p> 0,05). Bifidobacterium spp.’de amitraz i¢in 32,20 mm, flumethrin igin 32,13 mm, tau-
fluvalinate i¢in 32,23 mm inhibisyon zon ¢ap1 6l¢lilmiis ve istatistiki olarak fark bulunmamistir
(F=1,40; p>0,05). Klebsiella aerogenes’te amitraz i¢in 21,06 mm, flumethrin i¢in 21,03 mm,
tau-fluvalinate icin 21,06 mm inhibisyon zon c¢ap1 Ol¢lilmiis ve istatistiki olarak fark
bulunmamuistir (F=0,3333; p> 0,05). Citrobacter freundii’de amitraz i¢in 21,06 mm, flumethrin
i¢cin 21,13 mm, tau-fluvalinate i¢in 21,13 mm inhibisyon zon ¢ap1 6l¢iilmiis ve istatistiki olarak

fark bulunmamustir (F=1,3333; p> 0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda bal aris1 mikrobiyotasinin, bal aris1 sagligina ve buna bagli olarak verime
olan etkisinin énemi daha fazla anlagilmistir. Bu nedenle bal aris1 mikrobiyotasina yonelik
calismalar hiz kazanmistir. Bu ¢alismada ise bal arilarindan bes farkli bakteri tiirii izole edilip
tanimlanmistir. Tanimlamasi yapilan bakterilerden iki tiiriin gram negatif, ii¢ tiiriin ise gram
pozitif ve probiyotik 6zellige sahip bakteriler oldugu tespit edilmistir. Tanimlamas1 yapilan
bakteri tiirlerine, piyasada satilan ve igerisinde oransal olarak %12,5 amitraz, %1 flumethrin ve
%24 tau-fluvalinate etken maddesi bulunan akarisitlerin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemiyle belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda igerisinde flumethrin ve tau-fluvainate
bulunan akarisitlerin bakteriler tizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivitesi tespit
edilememistir. Amitraz etken maddesinin bulundugu akarisitin ise gram pozitif bakteriler
tizerinde etkili oldugu, gram negatif bakteriler {izerinde ise herhangi bir etkisinin olmadigi
bulunmustur. Amitraz etken maddesine sahip akarisit Lactiplantibacillus spp. iizerinde en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi 1/1 oraninda, en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise 1/32
oraninda gostermistir. Leuconostoc mesenteroides tizerinde en yiiksek antimikrobiyal etki 1/1
oraninda, en diisiik antimikrobiyal etki ise 1/8 oraninda olmustur. Leuconostoc mesenteroides
tizerine 1/16 ve 1/32 oranlarinin herhangi bir antimikrobiyal aktivitesi goriilmemistir.
Bifidobacterium spp. tizerine en yiiksek antimikrobiyal aktivitesi ise 1/1 oraninda en diisiik
antimikrobiyal aktivitesi ise 1/16 oraninda goriiliirken, 1/32 oranminda herhangi bir
antimikrobiyal  aktivite  goriilmemistir.  Inhibisyon ~zon ¢aplarina  bakildiginda,
Lactiplantibacillus spp. 14,96 mm, 14,43 mm, 13,56 mm, 11,46 mm, 10,13 mm, 7,66 mm
olarak ol¢iildii, Leuconostoc mesenteroides 17,83 mm, 16,56 mm, 12,93 mm, 8,70 mm olarak
olgtiliirken, Bifidobacterium spp. ise 15,36 mm, 14,43 mm, 13,50 mm, 12,26 mm, 10,23 mm
olarak oOlgiilmiistiir. Leuconostoc mesenteroides bakterisinde 1/1 ve 1/2 oranlarinda diger
bakterilerden daha fazla inhibisyon zon ¢ap1 olusurken, en diisiik antimikrobiyal aktivite orani
1/8 oraninda gozlenmistir. Bu da amitraz etken maddeli akarisitlerin, Leuconostoc
mesenteroides ve diger laktik asit bakterileri iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin,
biyokimyasal olarak hangi yollarla ve nasil oldugunun 6grenilmesi i¢in daha fazla aragtirmaya
ihtiyac oldugunu gostermektedir. Pozitif kontrol ise disk diflizyon tekniginin uygulanisindaki
hatalar1 (besiyeri kalinligi, bakteri yogunlugu, inkiibasyon 1s1s1, inkiibasyon siiresi ve anaerobik
ortam etkinligi vb.) degerlendirmek igin uygulanmistir. Pozitif kontrollerde istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik olmamasi disk difiizyon tekniginin uygulanis1 ve tekerriir ¢aligmalarinda

bir hata olmadiginin gostergesi olmustur.
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Yapilan bu ¢alisma sonucunda amitraz etken maddeli akarisitin gram pozitif ve
probiyotik ozellige sahip bakteriler tizerinde antimikrobiyal aktivitesi goriilmektedir.
Probiyotiklerin bal aris1 sagligi izerinde 6nemli faydali etkileri vardir. Probiyotikler ile takviye
edilen bal arilarinin Paenibacillus larvae enfeksiyonlarina karsi bagisiklik gen ekspresyonunu
arttirdig1, patojen yiikiinii engelledigi ve hayatta kalma basarisini yiikselttigi goriilmiistiir
(Daisley vd., 2020). Lactobacillus spp. ile tedavi edilen bal arilarinda ise kireg hastaliginin ciddi
oranda engellendigi goriilmistiir (Tejerina, Cabana ve Benitez, 2021). Laktik asit bakterilerinin
bal arilarinda verimi arttirdigi, sag kalim oranlarini yiikselttigi, ana ar1 yumurtlamasini tesvik
ettigi ve koloni giiclinii arttirdig1 bildirilmistir (lorizzo vd., 2022). Amitraz etken maddeli
akarisitin Lactiplantibacillus spp., Bifidobacterium spp. ve Leuconostoc mesenteroides e olan
antimikrobiyal aktivitesi diisiiniildiiglinde, bal arilarinda bulunan laktik asit bakterilerine zarar
verebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle artan patojen duyarliligi, bal aris1 sagligini olumsuz
yonte etkilenmesi ve bal aris1 verim diizeylerinin diismesi gibi olumsuz etkilere neden
olabilecegi goriilmektedir. Ayrica amitraz etken maddeli akarisitin gram negatif bakterilere
etkili olmamasi patojen duyarliliginin daha fazla olacagimi diistindiirmektedir. Bu olumsuz
etkilerin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Amitraz etken maddeli akarisitin
tic farkli bakteri tiiriinde de farkli oranlarda antimikrobiyal aktivite gostermesi bal arisi
probiyotik besleme ¢alismalarinda destek olabilecek veriler sunmaktadir. Ozellikle saglikli bal
arist kolonileriyle iligkilendirilen ve bu kolonilerde yogun olarak bulunan Lactobacillus ve
Leuconostoc spp. tiirlerinin oldugu bilinmektedir (Budge vd., 2016). Bal aris1 kolonileri i¢in
Leuconostoc mesenteroides yiiksek potansiyele sahip bir probiyotik olarak goriilmektedir
(Huang vd., 2021). Bu ¢alismada akarisite oransal olarak en direngli tiir olan Leuconostoc
mesenteroides oldugu goriilmektedir. Bunun da yeni yapilacak probiyotik ¢aligmalari igin
onemli bir kaynak olacag: diisiiniilmektedir. Bal aris1 kolonilerinde probiyotik 6zellik gosteren
laktik asit bakterileri sadece gastrointestinal sistemde bulunmaz. Polenin petek gozlerinde art
ekmegi olarak daha uzun saklanabilmesi i¢in laktik asit bakterilerine ihtiya¢ vardir (Ispirli ve
Dertli, 2021). Bu nedenle amitraz etken maddeli akarisitlerin, arilarin uzun siireli protein
kaynagi olarak kullandig1 ar1 ekmeginin kalitesini etkileyebilecegi diisliniilmektedir.

Amitraz piyasada saf halde kullanilmamaktadir. Basta ksilen olmak iizere diger petrol
tirevi maddeler amitraz ile birlikte ¢6ziici olarak kullanilmaktadir (Tungok ve Kalyoncu,
2007). Bu ¢alismadaki amitraz etken maddeli akarisitte ¢oziicli olarak ksilenin kullanildig:
bilinmektedir. Bu nedenle ¢oziicii olarak kullanilan maddelerin de antimikrobiyal aktivitesine
bakilmasi tavsiye edilmektedir. Aricilikta amitaz kullanimi koriikle yakilarak ya da seritler

seklinde kovanlara uygulanmaktadir. Gereginden fazla akarisit kullanilmamali ve akarisit
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kullanimindan sonra probiyotik takviyesinin bal arilari i¢in faydali olacag: diistiniilmektedir.
Bu c¢alisma akarisitlerin, bal arilart gastrointestinal sistemindeki bakterilere etkisini
belirlemedeki nadir ¢alismalardan biridir. Bu nedenle akarisitlerin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesinde daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismanin diger

yapilacak olan ¢aligmalara da faydali olmasi diigiiniilmektedir.
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EK-1. SANGER DIiZILEME SONUCLARI

1. Numarah Bakteri Ornegi

GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAAC
TGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA
GCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTG
CATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTG
GTACATGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAAGTATGG 418bp

2. Numarah Bakteri Ornegi

TAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGA
TGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAAGCACTGTTGTATGGGAAGAACAGCTAGAATAG
GAAATGATTTTAGTTTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGACGGTTTATTAAGTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCGGA
ATGGCATTGGAAACTGGTTAACTTGAGTGCAGTAGAGGTAAGTGGAACTCCATGT
GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTA
CTGGTACGTAACAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTTGTGGGGTTAGCAAAAAAC
A 432bp

3. Numarah Bakteri Ornegi

GGGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGLGGEG
ATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGATTGGGAGCAAGCGAGAGTGAGTG
TACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTCGTCG
CGTCTGGTGTGAAAGTCCATCGCTTAACGGTGGATCGGCGCCGGGTACGGGCGGA
CTGGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAATGTGTAGA
TATCGGGAAGAACACCGGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCACAGTACACTGAC
GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGG 404bp
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4. Numarah Bakteri Ornegi

GATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGGGGCTGCAGTGGGGAATATTGCACAATG

GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCTGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA
AAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTAAGGTTAATAACCTCAGTGATTGACGT
TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGT

CAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCA
GGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG

AGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCTCTGTTACAAAGAACTGAC

GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG 459%bp

5. Numarah Bakteri Ornegi

TTTGTTTGTGGGTCGGAGATGGTTATAGAGACAGGACTACCGGGTATCTAAGCTT

TTTGGCTCCCCCACGTCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGAGAGCCG
CCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAAT
TCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGGATGCAGTTCCCAGGTTG
GAGCCCGGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGGTGCGCTTTACGC
CCAGTAAATTCCGAATTAACGCCTTGGCACCTCCGGTATTACCGCGGCTGCTGGC

ACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCCTGCGAGTAACGTCAATCGCTGCGGTTATTAA

CCACAACGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATA
CACAATGCGCGCATGGCTGCAT 466 bp
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