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oz

GUnumizde 25 adet virus turGnin bal arlarini (Apis mellifera) enfekte ettigi bilinmektedir. Bu
viruslarin bal arilarina degisik sekillerde bulagsmasi sonucunda bir kismi yiiksek patojenite gosterirken dnemli bir
boliminin kolonilerde hastalik olusturmadan bulundugu, ancak bazi 6zel sartlar altinda hastalik bulgulari ve
kayiplara neden oldugu gorilmektedir. Bu nedenle bal arisi viruslarinin patogenezinde virus, konakgi (bal
arisinin yasam evresi) ve cevre faktorlerinin beraber ele alinmasi gerekir. Bu calismada Sirnak ili Uludere
ilcesinde yetistirilen, yogun Varroa destructor infestasyonu olan bal ari kolonilerinde, ari 6liimlerinin gorilmesi
Uzerine Yemisli, Ortakdy, Andag ve Dapdibi bolgelerinden 6l ergin ari numuneleri toplandi. Bu ergin bal arisi
numuneleri alindiklari bolgeler esas alinarak olusturulan bal arisi havuzlarindan elde edilen 6rneklerden RNA
ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen RNA 6rneklerinde Real-Time RT-PCR ile Akut Ari Paraliz Virusu (AAPV), Kronik
Ari Paraliz Virusu (KAPV) ve Deforme Kanat Virusu (DKV) spesifik RNA varliklari arastirildi. Arastirma sonucunda
Sirnak ili Uludere ilcesi Yemisli, Ortakoy, Anda¢ ve Dapdibi bolgelerinden saglanan ergin, 6la bal arisi
numunelerinden AAPV ve KAPV RNA varligi tespit edilmesine ragmen DKV RNA varligi tespit edilememistir. Bu
sonugclara gore, bal arilarinda cevresel etkilerin tetiklemesi, Varroa destructor infestasyonu ile AAPV ve KAPV
infeksiyonlari olabilecegi, kolonilerde birka¢ virusun beraber enfeksiyon olusturmasi ve bu etkilerin
yogunlugunun artmasi, beraber etkilemesi ile kolonilerde ari 6ltimlerinin olusturabilecegi kanaatine varilmigtir.

Anahtar kelimeler: Sirnak/Uludere, bal arisi 6limleri, bal arisi viruslari

Beee Deaths in The Uludere Region Of Sirnak Province Investigation With Real Time RT
PCR

ABSTRACT

Today, 25 virus species are known to infect honey bees (Apis mellifera). As a result of the transmission
of these viruses to honey bees in different ways, some of them show high pathogenicity, while a significant part
of them are found in colonies without causing disease, but under some special conditions, they cause disease
symptoms and losses. Therefore, in the pathogenesis of honey bee viruses, virus, host (life stage of the honey
bee) and environmental factors must be considered together. In this study, dead adult bee samples were
collected from Yemisli, Ortakdy, Anda¢ and Dapdibi regions after bee deaths were observed in honey bee
colonies with intense Varroa destructor infestation raised in Uludere district of Sirnak province. RNA was
extracted from samples obtained from honey bee pools created based on the regions where these adult honey
bee samples were taken. The presence of Acute Bee Paralysis Virus (AAPV), Chronic Bee Paralysis Virus (KAPV)
and Deformed Wing Virus (DKV) specific RNA presence was investigated in the RNA samples obtained by Real-
Time RT-PCR. As a result of the research, although the presence of AAPV and KAPV RNA was detected in the
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adult, dead honey bee samples obtained from Yemisli, Ortakéy, Andag and Dapdibi regions of Uludere district
of Sirnak province, the presence of DKV RNA could not be detected. According to these results, it was
concluded that AAPV and KAPV infections may occur in honey bees due to environmental effects, Varroa
destructor infestation, and the co-infection of several viruses in colonies and the increase in the intensity of
these effects, affecting them together, may cause bee deaths in colonies.

Key words: Sirnak/Uludere, honey bee deaths, honey bee viruses

GIRIS

Bal arisi yetistirme, bitkisel Gretime olan katkisi yaninda, bal ve diger (ari siti, polen, propolis, ari
zehiri ve apiair) aricilik Griinleriyle insan sagligina sifa saglayan Uriinlerin Uretilmesini saglamaktadir. Ulkesel
bazda Tirkiye ari varligi ve Uretilen bal miktari olarak bircok (ilkeyi geride birakarak Hindistan ve Cin'den sonra
8,179.085 kovan varligi ile diinya siralamasinda Uglnci Glke konumundadir (Anonim 2021; Kutlu ve ark., 2022).
Bu biyilik potansiyele ragmen birim kovandan elde edilen bal miktari, Grin gesitliligi ve diinya pazarinda
istenilen basariyi saglayamamaktadir. Tirkiye’de kovan sayisi ve bal Gretimi her gecen yil artmakta ancak gerek
koloni basina verimde, gerekse bal disi Griinlerin Gretiminde diinya ticaretine konu olacak bir Gretime sahip
olunmamaktadir. Bunun nedenleri arasinda bal arisi hastalik ve zararlilari basta olmak Uzere, yetistiricilikte
yapilan hata ve sanitasyon kurallarina uymama gibi birgcok faktor bulunmaktadir (Kutlu ve ark., 2022). Bu
zararhlardan en 6nemlisi, hayat déngisiinde onemli yeri olan Varroa destructor’ parazitinin bal arilarinin larva
ve olgun formlarinin viicuduna yapismasi ve yag dokularini emmesi sonucu bal arilarina mekanik ve biyolojik
olarak etkenleri aktarmasi ile yapigl zarardir. Bu zarar bal arisi ve larvalarda yag dokunun azalmasi hormon,
bagisiklik, enerji reglilasyonu ve pestisit detoksikasyonu sistemlerini olumsuz yonde etkiler. Bu olumsus
etkilerin yaninda en 6nemlisi, ari ve larvalardan beslenmesi esnasinda virus tasiyan arilardan aldiklari viruslari
vicutlarinda muhafaza ederek, virus tasimayan diger ari ve larvalara tasimada biyolojik vektor gorevi
yapmasidir. Biyolojik bulasma yaninda bal arilarinda virus bulasmasi direkt olarak arilarin birbiri ile temas
etmesi veya indirekt olarak virusla bulasik yetistirme malzemeleri ile de olmaktadir (Ramsey ve ark., 2019 B;
Yesilbag, 2021; Glrgay, 2022). Bal arilarinda, Varroa destructor’'un biyolojik vektéri oldugu birgok virus
bulunmaktadir (Glrgay, 2022). Varroa destructor akari, Akut ari felci virusu ve Deforme kanat virusunun
yayllmasinda biyolojik vektor olarak rol oynadigi bilinmektedir. AAPV ve KAPV ile enfekte felgli arilar virusu diski
yolu ile disari atarlar ve bu sekilde etrafi kontamine ederler. Kronik ari felci virusunun bal arilarina bulagmasi
kolonilerdeki bal arilarinin asiri yogunluga bagl temas artisina bagl olarak direkt temas ve gida maddeleri ile
beslenme yoluyla gerceklesmektedir (Yesilbag 2021, Gircay 2022,). Viruslarla enfekte olan bal arilarinda arinin
almis oldugu virus yogunluguna bagh olarak bagisiklik, hormon ve enerji regiilasyonunun bozumlasi ile
enfeksiyon yiksek patojenite gostermektedir. Bu bal arisi metabolizmasindaki bozukluklarin siddetine gore bal
arisi olimleri gortulmektedir. AAPV ve KAPV infeksiyonlarinin énemli bir bélimiinde virus yogunlugunun az
olmasina bagh olarak kolonilerde hastalik olusturmadan da enfeksiyonlar olusturmaktadir, bu enfeksiyon
seklinde, koloni ve arilar Uzerine etki eden bazi 6zel durumlarda (tekrar Varroa destructor enfestasyonu,
beslenme stresi, soguk-sicak stresi gibi) olumsuz sartlarin tekrari ile bal arisi kayiplara neden oldugu
goriulmektedir. Bu nedenle, bal arilarinda gorilen viral enfeksiyonlara bagli ari 6limlerini degerlendirmede
virus, konakgl ve cevresel faktorlerin beraber ele alinmasi gerekmektedir (Ramsey ve ark., 2019 A;Yesilbag,
2021; Glrgay, 2022).

Bu calismada, Sirnak ili Uludere bolgesinde bal arisi kolonilerinde gorilen bal arisi 6limlerinin
nedenlerini arastirmada Akut an felci virusu, Deforme kanat virusu ve Kronik ari felci virusunun rolleri
arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT
Bal arilarinin toplanmasi

Calisma materyali, Sirnak ili Uludere ilgesi Yemisli, Ortakéy, Andag ve Dapdibi bélgelerinde yetistirilen
ve bal arisi 6liimlerinin gorildig kolonilerinden toplanan 6li ari 6rnekleridir.

Her merkeze ait ari numunelerinden 15 ddeti bir havuzda toplandi. Ari 6rnekleri havanda PBS ile ezildi.
Ezilen 6rnekler, 9 ml Eagle (EMEM) (Sigma, U.K.) ile homojenize edildi. Daha sonra 30 dakika 3500 rpm'de ve
4°C'de santrifiij islemi yapildi. Elde edilen slipernatant analiz edilene kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.
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Ekstrasiyon

Calismada RNA ekstraksiyonu icin ticari kit (MagNA Pure LC Total Niikleik Asit izolasyon Kiti, Almanya)
kullanildi. RNA ekstraksiyonu igin elde edilen siipernatantlardan 200 ulL alindi. Ekstrasiyon iglemi uretici
firmanin belirtmis oldugu prosediire gore gergeklestirildi.

Cizelge 1. Calismada kullanilan spesifik Primer ve Prob bilgi ve referanslari.

Virus  Forward Primer Reverse Primer Probe Referans

AAP CATATTGGCGAGCCACTATG CTACCAGGTTCAAAGAAAATTT  (6-Fam) (Schurr ve

\ C ATAGTTAAAACAGCTTTTCACACTG ark, 2019)
G (Tamra)

KAP CGCAAGTACGCCTTGATAAAGAA  ACTACTAGAAACTCGTCGCTTC  (6-Fam) (Blanchar

\ C G TCAAGAACGAGACCACCGCCAAGT dve ark.,
TC (Tamra) 2012)

DKV GCGGCTAAGATTGTAAATTG GTGACTAGCATAACCATGATT (6-Fam) (Schurr ve

A CCTTGACCAGTAGACACAGCATC ark.,

(Tamra) 2019)

Real Time RT-PCR

Bu calismanin amplifikasyon asmasinda RealTime ready RNA Virus Master kiti kullanildi (Roche
Diagnostics GmbH Mennheim, Germany). AAPV, KAPV ve DKV viral genom varliginin tespiti icin TagMan® tek
asamali testi uygulandi. Uygulama Schurr ve arkadaslarinin (2019) belirtmis oldugu prosediir uygulandi. AAPV,
KAPV ve DKV pozitif kontrolleri igin Sguazza, (2013)'nin bildirmis oldugu primerler (Cizelge 1) kullanildi.
Ornekler Real Time RT-PCR cihazina (Roche Light Cycler 1.5 Kapiller Real-Time PCR, Almanya) yerlestirildi ve
uygun programlara tabi tutuldu ve slre sonunda sonuglar elde edildi (Castillo ve ark., 2017; Schur ve ark. 2017;
Schur ve ark., 2019).

BULGULAR

Sirnak/Uludere Yemisli merkezinden iki farkli arilik, 5 kovandan bal arisi 6rnekleri ve Ortakoy
merkezinden iki farkli arilik 4 kovandan saglanan ari 6rneklerinden elde edilen RNA’ larda AAPV ve KAPV
spesifik RNA varligi tespit edilmesine ragmen spesifik DKV, RNA varligi tespit edilmedi. Andag merkezindeki bir
arilikta 3 kovandan alinan ari1 6rneklerinde AAPV spesifik RNA’sI tespit edilesine ragmen, KAPV ve DKV spesifik
RNA’sI tespit edilmedi. Dapdibi merkezindeki bir arilik ve 6 kovandan alinan ari 6rneklerinde KAPV spesifik RNA
varligi ortaya konulmasina ragmen, AAPV ve DKV spesifik virus RNA’sI tespit edilmedi (Cizelge 2, Sekil 1, Sekil 2).

GOl Threshold: 6,39
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Sekil 1: AAPV ve KAPV RNA varliginin Real Time RT-PCR ile ortaya konuldugu egriler (Ornekler Yesil, Siyah,
Pembe) Pozitif Kontrol: Mavi, Negatif Kontrol: Gri).
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Sekil 2: DKV RNA varliginin Real Time RT-PCR test ile ortaya konulamadigi egriler (Ornekler Siyah kalin karma,
Pozitif Kontrol: Yesil, Negatif Kontrol: Siyah kalin karma).

Cizelge 2: Real Time RT-PCR sonuglari.

Numune saglanan Merkez KAPV AAPV DKV
Yemigli (2 farkh arilik 5 Kovan) Pozitif Pozitif Negatif
Ortakdy (2 farkh arihik 4 Kovan) Pozitif Pozitif Negatif
Andag ( Bir arilik 3 Kovan) Negatif Pozitif Negatif
Dapdibi ( Bir arilik 6 Kovan) Pozitif Negatif Negatif
TARTISMA

Ari hastalik ve zararlilari koloni bal ve diger aricilk Grinlerinin verimleri izerinde blylk oranda etkili
olmaktadir. Ari hastalik ve zararlilari koloni performansini olumsuz etkiledigi gibi arilarin yasam siresinin
azalmasina ve koloni kayiplarina neden olmaktadir. Kolonilerin bal arisi viruslari ile enfekte olmasi birgok diinya
Ulkesi ve Turkiye’de yaygin olarak goriilmektedir (Sguazza, 2013, Schur 2019, Ristemoglu 2019, Giller ve ark.,
2021; Guller ve Kurt 2021, Kutlu ve ark., 2022). Bal arilarinda enfeksiyona neden olan viruslarin bal arisi ve
kolonileri Gizerindeki klinik belirtiler oldukca karakteristiktir. Ornegin AAPV ve KAPV hiicrelere tutunabilmesi ve
hiicre igcerisine girmesi icin gerekli olan reseptorler ari sinir sistemi ve beyin dokularinda bulunan sinir hiicreleri
ile gerceklesmektedir (Yesilbag, 2021). Beyin dokularinin virusla enfekte olmasi sonucu; sinir ve beyin
hiicrelerindeki biraktigi patolojik etkilere bagh olarak bireyde uyum bozuklugu, yén bulma gigligl, hizli
yaslanma, azalmis duyusal yetenek ve nektar, polen temininde giigliik gibi davranis bozuklugu yani sira titreme,
sirinme ve ugamama gibi gozle gorilen belirtiler olusur (Usta ve Yildirnrm 2022). DKV, bal arisinin larva
doneminde ari biyolojik gelisimi déneminde kanat olusumu hicrelerini enfekte etmesi ile bu hicrelerde
olusturdugu hicre yikimi sonucu kanatlarin saglkli gelisememesine neden olur. Bu gibi bireyler u¢ma
yetenegini saglikh olarak gerceklestiremeyeceginden kolonide istenmez ve koloni bireyleri tarafindan
beslenmeyerek disari atilir (Glller ve Kurt 2021; Kutlu ve ark., 2022). Bireysel ve koloni diizeyindeki virus
patogenezi, virus miktari ile iligkilidir. Bal arisi viruslarinin ¢ogu, kovan ortaminda gida depolari, mum vb. zarar
vermeden 6nemsiz seviyelerde her yerde bulunur. Kalici, gizli bir virus infeksiyonunun agik, 6limcul bir salgina
doniismesi icin genellikle dis etkenler (asir kapali kalma, stres, soguk, nem, aclk, zehirlenme, diger
patojenler/parazitler vb.) gereklidir (Genersch ve Aubert, 2010). Varroa destructor infestasyonunun
yogunluguna paralel olarak, bal arisi virusu titresinin artmasi 6ldirict olmayan diizeyde (<LD50), nérotoksik
bocek ilaci molekillerinin arilarin bilissel yeteneklerini etkiledigi, performanslarini bozdugu ve sonucta
kolonilerin yasayabilirligini etkilemesi, bal arilarinda viruslarin virulans artisini tesvik eder, bagisikliklarini
baskilar, cevresel strese maruz kaldiktan sonra onlari savunmasiz hale getirir (Sanchez-Bayo ve ark., 2016) . Bal
arillarindaki DKV ve AAPYV titrelerinin yiksek olmasina bagl olarak, yogunlukla orantili olarak bal arilarindaki
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koloni dayanma guici krilir ve melanin Uretimi, Varroa destructor yikici akarlarin yayilmasina yol agar. Bu
sonuglar bir araya getirildiginde, viruslar ve akarlar arasindaki sinerjiye immunstpresyonun degil, akar besleme
aktivitesinin kendisinin katkida bulunabilecegini gdstermektedir (Yang ve Cox-Foster 2005; Gisder ve Genersch
2017; Lopez-Uribe ve ark., 2019; Molineri ve ark., 2017). Yapilan galismalarda, Varroa destructor invasyonu
yogunlugu paralel olarak bal arisi kolonilerinde bal arilarinda klinikman felg belirtisi ve 6limlerin artmasi
gorilmektedir. Bu tir kolonilerden saglanan 6l ergin ari numunelerinde AAPV ve KAPV varligl tespit edildi
(Molineri ve ark., 2017; Lépez-Uribe vd, 2019; Usta ve Yildirim, 2022). Bazi bal arisi numunelerinde iki veya Ug
bal arisi virusun miks enfeksiyona neden oldugu goriildi (Gisder ve Genersch 2017; Usta ve Yildirim 2022).
AAPV infeksiyonunun bulagsmasinda Varroa destructor invasyonunun ©6nemli olmasi ancak KAPV
infeksiniyonunun bulagmasinda ¢ok etkin olmamasina ragmen bu enfeksiyonun 6lim sekillenmis kolonilerde
yaygin gorilmesi Varroa destructor invasyonunun AAPV infeksiyonuna neden olmasi yaninda Varroa destructor
akarinin ari yag dokusu ile beslenmesine bagli bal arisi engellenmesinin neden olmasi ile ilgilidir. Varroa
destructor (Varroa mite), bal arilari Apis mellifera'ya saldiran ve bunlarla beslenen bir dis parazit akaridir.
Varroa akari sadece bal arisi kolonisinde beslenebilir ve Greyebilir. Arinin viicuduna yapisir ve yag goévdelerini
emerek ariyi zayiflatir (Ramsey ve ark., 2019 A). Yetiskin akarlar, hem yetiskin arilarin hem de ari larvalarinin
yag govdesini beslenme icin emer. Yagh vicut, hormon ve enerji regiilasyonu, bagisiklik ve pestisit
detoksifikasyon gibi bircok viicut fonksiyonu icin ¢ok 6nemli oldugundan, ari ciddi sekilde zayiflamis bir
durumda kalir. Varroa destructor bal arisi kolanilerinde bal arilarinin yag goévdelerini emmesi ile aryi
zayiflatmasi, ar Uzerinde stres etkisi yaparak gizli infeksiyonlari acgik infeksiyon haline gelmesini saglar. Varroa
akari, beslenmesinin biraktigi agik yaralar, hastalik ve virus infeksiyonlari icin acgik alanlar haline gelir. Varroa
akari, aricilik endstrisi Gizerinde en belirgin ekonomik etkiye sahip olan parazittir. Varroa, diinya ¢apinda daha
yuksek ari kayiplarina katkida bulunan g¢oklu stres faktorlerinden biri olarak kabul edilir (Goulson et al. 2015;
Gisder ve Genersch 2017;; Molineri ve ark., 2017; Ramsey ve ark., 2019 A; Lépez-Uribe ve ark., 2019; Yesilbag,
2021; Glrgay ve Kutlu 2022).

SONUC ve ONERILER

Bal arisi ve kolonilerinde AAPV ve KAPV varligi Yemisli ve Ortakdy merkezlerinden saglanan
numunelerde tespit edilmesi ari virus enfeksiyonlarinda miks enfeksiyonlarin varligini ispat etmektedir. Bal arisi
viruslarinin ar1 kolonilerindeki etkiler (izerine yapilan ¢alismalarda koloni kayibi veya kolonilerdeki ani ari
olimlerinde enfeksiyon bir bal arisi virusunun neden olmadigi birkag ari virusunun beraber miks enfeksiyonlar
seklinde etkiledigi tespit edilmistir (Usta ve Yildirim). Klinik belirtileri ve 6limlerin siddetini, KAPV, AAPV gibi
ari viruslari infeksiyonu ile enfeksiyonu olusturan virusun titresi yaninda, Varroa destructor ve Nosema gibi
parazitlerle asir parazitik istila olabilecegi yoninde degerlendiriimektedir (Cornman ve ark., 2012; Van
Engelsdorp ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2015; Ristemoglu, 2019; Kalayci ve ark. 2020; Yesilbag, 2021; Girgay
ve Kutlu 2022). Bolgede yasanan kis kayiplari ve erken ilkbaharda meydana gelen koloni kayiplarinin, kolonilerin
kisin doneminde yeterli besin maddesini alamamasina bagl olarak zayif ve savunmasiz kalmasi, koloni
kayiplarinin bir baska nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle calismada saglanan Varroa destructor
invasyonu ile birlikte AAPV ve KAPV virus varliginin kovanlarda belirgin belirtiler gostermeden miks enfeksiyon
olusturmasi, patojen titresi, beslenme kalitesi gibi stres faktorlerinin etkisinin tek sebebe bagh olmaksizin
bircok faktor etkisi ile ari 6liimleri gerceklesmektedir Bal arisi kayiplarina yol agabilecek birgok faktor vardir.
Ozellikle viruslar kolonilerin azalmasinda &nemli bir rol oynamaktadir (Kalayci, 2020).

Tesekkiir: Saha galismasini yiriten M. Ali Kutlu’ya tesekkir ederiz.
Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢cikar gatismasi olmadigini beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan
ederler.
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