Turkiye'de Yaygin Olarak Goriilen
Bakteriyel An Hastahiklarinin PCR
Yontemi lle ldentifikasyonu

Ozet

Ulkemizde yaygin olarak gbriilen ve
koloni kayiplarina sebep olan, ayni zamanda
aricilik sektoriinii biiyiik oranda etkileyen
bakteriyel hastalik etkenlerinin izolasyonu
icin primer dizayn edilmesi ve molekiiler
yontemlerden PCR kullanilarak 16S ribozomal
RNA gen bdlgesinden hastali§in var/yok
analizinin yapilarak asemptomatik bireylerde
de kisa siire icerisinde identifikasyonun
saglanmasi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel Ari Hastaliklari,
PCR, Paenibacillus larvae
Giris

Tiirkiye 6 milyonun {izerindeki koloni
varligi ile Diinya'da igiincii sirada yer alirken,
bal tretiminde ise Cin'den sonra 2. sirada
yer almaktadir. Ulkemiz koloni varliginda
her yil artis saglanmasina ragmen koloni
basina ortalama bal verimi disiiktiir (FAO.,
2012). Bunun en o&nemli nedenlerinden
birisi de ar hastalik ve zararlilari hakkinda
yeterli bilgiye sahip olunmamasi, gerekli
miicadelenin zamaninda ve dogru bir sekilde
yapilmamasidir. Bu caligmada iilkemizde
yaygin olarak bulunan bakteriyel ari hastalik
ve zararllariyla miicadelede kullanilacak
molekiiler ydntemlerin teshisi ve onemi
hakkinda bilgi verilecektir. Ulkemizde yaygin
olarak bulunan bakteriyel ar hastaliklari
Amerikan Yavru Ciiriikliigii ve Avrupa Yavru
Cariiklagd'dir.

Amerikan Yavru Giirikligii: Bu hastalik
bal anisi larvalarinda goriilen ve larvalarin
olip kokusmasina yol acan cok tehlikeli
ve salgin bir yavru hastaligidir. Hastaligin
etmeni Paenibacillus larvae larvae adl sporlu
bir bakteridir (Uygur ve Girisgin., 2008).
Paenibacillus larvae larvae gram pozitif bir
bakteri olup, sporlari yavrular igin patojendir.
Besinlerle beraber larvalara bulastinlan
bakteri sporlari larvalarda hastaliga neden

olur (Zeybek, 1991). Hastallk etmeni olan
sporlar kuru olarak 100°C’'de 8 saat, sivi
icinde ise 90°C'de 120 dakika ve 100°C'de
11-14 dakika dayanabilmektedir. 100°C
isttilmig balda 30 dakika yasadigi saptanmig,
116°C sicaklikta ise 20 dakikada oldiigii
bilinmektedir (Onciier ve Benlioglu, 1998).
Bu sporlar kovanda 33 yil, toprakta 60 yil ve
temel petekte 45 yil canl kalabilmektedirler.
Ulkemizde ihbari zorunlu olan bu hastalikla en
kesin ve etkili miicadele yéntemi, hastalikli
kolonilerin tiimiiyle yakilarak yok edilmesidir
(Giilpinar, 2005; Uygur ve Giriggin., 2008).

Avrupa Yavru Giriikligd, bal arlarinin
larva ddéneminde goriilen bakteriyel bir
hastaliktir. Etkeni Melissococcus pluton
isimli bir bakteridir. Larvalar hastalik etmenini
agiz yolu ile alrlar. Sindirim sistemine
yerlesen bakteriler barsakta gelisir ve diski
ile petek goziiniin tabanina atilirlar. Petek
goziinii temizleyen arlar bakterileri diger ari
ve yavrulara bulastirirlar. Bakteriler larvanin
pupa dénemine zayif olarak girmesine veya
olmesine yol agar. Genellikle, ilkbahar ve
sonbahar mevsiminde ve acik gdzlerde
bu hastalik goriilir. Soguk hava yetersiz
beslenme hastaligin siddetini artirr (Ozkok
1995; Sahinler ve Giil., 2005).

Bakteriyel An Hastaliklarina Yonelik PCR
Uygulamasi

Niikleik asitlerin  cogaltiimasi ve
tanimlanmasina imkan saglayan, 1983
yiinda Kary Mullis tarafindan Thermus
aquaticus’dan izole edilen Tagq DNA
polimerazi molekiiler biyolojide 6zellikle “in
vitro” sartlarda termostabil “polymerase
chain reaction” (PCR) tekniginde basan ile
uygulamasi arastirmacilara bu alanda yeni
bir kapi agmustir (Giinel, T., 2008).
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PCR igin Kullanilacak Primerlerin Dizayni

* 15-20 baz uzunlugunda boylar birbirine
yakin olmali,

* Genomda hedeflenen bélgelere uyumunun
kontrolii yapiimali,

* Tm ("melting temparature”=GCift iplikli
DNA molekiiliiniin % 50’sinin birbirinden
aynimasi icin gerekli olan is1) 58-60 oC
olmali,

* Reaksiyon icerisinde konsantrasyonu
50-200 nmol arasinda olacak sekilde
diizenlenmeli,

* Primer tasariminda hazir bilgisayar
programlar oldugu gibi bir cok firma
tarafindan kit olarak tiretimi yapiimaktadir
(Kiifrevioglu, 0. i., 2008).

Primer  dizayni  var/yok  analizi
icin yapilabildigi gibi, genin tamaminin
cogaltimasi amaciyla da yapilabilmektedir.
Primer dizayni yaparken dncelikle bakteriyel
arl hastaligini meydana getiren patojenin
NCBi (National Center for Biotechnology
Information) sitesinden etkene ozgii dizilime
erisiyoruz. Bu amacla DNA iizerindeki
mutasyona en az ugrayan ve en ¢ok korunan
bdlge olan 16S ribozomal RNA gen bélgesini
tercih ediyoruz.

DNA izolasyonu

Bakteriyel ari hastaliklarina sebep olan
patojenlere ait primer dizayni yapildiktan
sonra DNA izolasyonu basamagina gegilerek
PCR uygulamasi igin kalip DNA elde edilmis
olur.

10 g her bir bal 6rnegi 10 ml steril
distile su igerisinde siispanse edilir ve 95
oC'de 6 dakika inkiibe edilir. Sonradan,
bu sollisyonun 10 ml'si 4.000 g'de 30
dakika santrifiij edilir. Elde edilen pelletler
DNA extraksiyonu icin kullanilir. Balmumu
orneklerine de benzer metot uygulanir fakat
ornekler 1g olarak ahnir. Klinik semptomlar
gosteren larvalar 500ul PBS igerisinde

Resim 1. PCR uygulama alanlan (Giinel, T., 2008).
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Resim 2. Bakteriyel ari hastaligini meydana getiren patojenin DNA‘sina ait NCBI
sitesinde 16S ribozomal RNA gen bélgesinin segimi.
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Resim 3. Bakteriyel an hastaligini meydana getiren patojene ait NCBI sitesinde
16S ribozomal RNA gen bélgesinin 6zellikleri
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ource 1..1437
/organism="Paenibacillus larvae"
/mol_type="genomic DNA"
/=strain="ATCC 9545"
/caltAIE_cUllEction="ATCC:géjg"
/db_xref="taxon:;igi”””mm

TRNA 1..1437

/product="163 riboscmal RNA"™

ORIGIN

f/

1 gagagrtnna TCCULOQCLCa ggacgaacgc TOJCQUCOTg CCLaatacat goaaguogag

61 cggaccttgt gtttocttog ggagacgcca ggttagoggc ggacgggtga gtaacacgta
121 ggcaacctgco ctgtaagacc gggataactt goggaaacgt gagotaatac cggatagotg
181 gtttcttcgo atgaagaagt attgazagac ggggcaacct gtcacttaca gatggocotge
241 ggcgoattag CTagLTngty agQtnacggc Tnaccaagyc Jacgatgcgt agocgaccotn
301 agagggtnaa cggocncact gggactgaga cacggocnag actocctacgg gaggcagoad
361 tagggaatct tccgcaatgg acgaaagtct gacggagcaa cgccgogtga gtgatgaagy
421 ttittcggatc gtaaagctct gllgoccaagg aagaacggoc aggggagtaa ctgococotgg
481 agtgacggta CULQOagaaga 2agCCCCOQgc TNAcTacgty CCAagoagccg cggtaatacy
541 tagggggcaz QOQULOTCCY Qaattattgg gogtaaagcy Cycgoaggcg grottttaad
601 tctggtgttt aagcoccgggy ctcaacccocg gttcogoactg gaaactggga gacttgaghtg
661 taggagagga aagtggaatt ccacgtgtag cggtgaaatg cgtagagatg tggaggaaca
721 ccagtggcga aggoggcLbtt ctggoctata actgacgctg aggcgcgaaa gogtggggag
781 caazacaggat Tagataccct ggragtccac gocgTaaacy atgaatgcta gotgTtaggy
841 gttteogatac cottggtgcc gaagttaaca cagtaagoat tcocgoctggg gagtacggte
301 gcaagactga aactcaaagg aattgacggg gacccgoaca agcagtggag tatgtggttt
361 aattcgaagc aacgcgaaga accitaccag gocttgacat coctctgace ggtittgaga
021 tagaccTTTt CCLTCOQOOQa cagaggagac AgOgUggTgca TRgLTOTCOt CageTtogtgr
081 cgtgagatgt tgggttaagt cocgcaacga gogcocaaccct tgatcttagt tgccagoacy
141 cagaggtggg cactctasga tgactgccgg tgacaaaccg gaggaagghbg gggatgacgt
201 caaatcatca tgocccttat ggocctgggot acacacgtac tacaatggic ggtacaacgg
261 gaagcgaagy agcgatooQy agcCaaToct Caaaagoccga TLOTCagTtTog gatlgcaggc
321 tgeoaactcge ctgoatgaag toggaattge tagtaatcge guatcagoat gocgoggtga
381 atacgttccc gggtcttgta cacaccgocc gtcacaccac gagagtttac aacacoc

Resim 4. Bakteriyel an hastaligini meydana getiren patojene ait NCB sitesinde
16S ribozomal RNA gen bélgesinin sequence dizilimi
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1 agtgacggtacttgagaagaaagcccoccggotnactacgtgocagocagocgoggtaatacg

tagggggcaageogttgtococggaattattgggogtaaagogegeogocaggeggtocttttaag

tctggtgtttaagococggggotcaacccoggttogoactggaaactgggagacttgagtyg

1 taggagaggaaagtggaattccacgtgtagocggtgaaatgocgtagagatgtggaggaaca

1l ccagtggogaaggocggotttoctggoctataactgacgoctgaggogogaaageogtgyggag

caaacaggattagataccctggtagtccacgeococgtaaacgatgaatgeotaggbgttaggg
gttteogatacccocttggtgocgaagttaacacagtaagecattocgoctggggagtacggte
gcaagactgaaacto

ggaattgacggggacccgcacaagcagtggagtatgtggttt

aattocgaagcaacgcgaagaaccttaccaggoccttgacatcoctcoctgacocggttttgaga
e e e e e e e e e e e s

1 tagaccttttcoccttocggggacagaggagacaggtggtgocatngttgtogtocagotegtgt

1 cgtgagatgttgggttaagtccocgoaacgagogoaacoocttgatocttagttgocageoacy

L L e et Ldas

cagaggtgggcactctaagatgactgoccggtgacaaaccggaggaagg atgacgt

1 caaatcatcatgcocococttatggocctgggctacacacgtactacaatggtcggtacaacgyg

1 gaagcgaaggagocgatococggagoccaatoctocaaaagococgatcoctocagttoggattgocagge

1 tgcaactcgcocctgoatgaagtocggaattgotagtaatecgoggatcagoatgeoocgoggtga

81 atacgttcccgggtcttgtacacaccgococgtcacaccacgagagtttacaacacco

Resim

5. Bakteriyel an hastaligini meydana getiren patojene ait Primer3

sitesinden 16S ribozomal RNA gen bélgesine ait primerlerin segimi

homojenize edilir. 100 ul homojenat N
14.000 g'de 10 dakika santrifijj edilir = 15 ‘

ve elde edilen pellet DNA izolasyonu
icin kullanilir. (Bakonyi T, Derakhshifar

I, Grabensteiner E, Nowotny N., 2003,

Kilig, A., Simsek, H., Kalender, H., 2010).

DNA Ekstraksiyonu Ve Per ile Var/Yok
Analizi

Elde edilen DNA ornekleri ve dizayn
edilen bakteri DNA'sina dzgii primerler PCR
analizi icin kullanir. Pelletler 200 ul enzim
soliisyonunda 370C'de 1 saat inkiibe edilirler
(20 mg lizozim, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2
mM EDTA ve 1.2% Triton). Ardindan, 25
ul Proteinaz K ve 200 ul buffer eklenir, ve
eriyikler ilk olarak 56°C’de 30 dk ve daha
sonra 96 oC'de 5 dk inkiibe edilir. DNA 200
ul eliisyon bufferi igerisinde eliie edilir ve -20
oC'de saklanir (Tiire, M., ve ark., 2012).

Bakteriyel DNA'lar giiniimiizde ticari
kitler vasitasiyla izole edilmektedir. Toplam
50 ul'lik PCR kanisimi igin, 5ul 10xPCR
buffer (100 mM Tris-HCI, pH 9.0, 500mM
KCI, 15mM MgCI2, 1% Triton X-100), 250
UM her bir deoxynucleotide triphosphates
icin, 2U Tag DNA polymerase enzyme,
40 pmol her bir dizay edilen primerlerden
FP (AAGCAACGCGAAGAACCTTA) ve RP
(CTTAGAGTGCCCACCTCTGC) ve 5 ul hedef
DNA eklenir. Karigimin yiizeyi 100 ul mineral
yag ile kaplanir ve PCR reaksiyonu baglatilir.
Amplifikasyon 95 oC'de 5 dk ve bunu takiben
dongii 95 oC'de 20 sn, 50°C'de 20 sn ve

72°C'de 1 dk olacak sekilde 40 kez
tekrarlanir. Final dongiisi 72 oC'de 7 dk
olarak tamamlanir. PCR iiriinii elektroforez

uygulanana kadar +4°C'de saklanir
(Chagas, S.S. ve ark, 2012).

PCR uygulanmig DNA elektroforezde
kontrol edilir. Trisboric acid-EDTA (TBE)
elektroforez buffer soliisyonu olarak kullanilir
ve GelRed ile jel boya alir. DNA Elektroforez
tanklarinda 75 V 1 saat yiiriitiliir. Sonuglar
ultraviyole cihazinda degerlendirilir. Bant
goriilen bp uzunlugu iki primer arasinda
kalan ve ¢ogaltilan bdlgenin uzunlugu ile ayni
seviyede olmasi bakteriyel etkenin varliginin
somut gdstergesi olmaktadir.
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Sonuglar

Bakteriyel ar hastaliklarini meydana
getiren iki patojen etken (ilkemizde hem
ekonomik yonden hem de an vyetistiriciligi
yoniinden biiyiik dneme sahiptir. Hastalik
semptomu gdstermeyen yani asemptomatik
seyretme durumunda teshis ydniinden
molekiiler ydntemlerin kullaniimasi hem
dogruluk oraninin yiiksek olusu hem de
sonuglarin somut bir sekilde géz o6niine
serilmesi acisindan biiyiik 5neme sahiptir.

Bakteriyel ari hastaliklarini meydana
getiren patojenlerin izolasyonu hakkinda
diinyada, Chagas, S. S., ve arkadaslan
brezilyadan izole edilen Paenibacillus larvae
izolatlarinin  karakterizasyonu,  Hornitzhy
MAZ ve Clark S Bacillus larvae'nin kiiltiirii
ve ozellikleri, Dernakhshifar | Amerikan yavru
curikliginin erken tanisi igin diagnostik
yontemler, Peters M, Kilwinski J, Beringhoff
A, ve arkadaslan Avrupa yavru cirikligi
etkeninin genotiplendirmesi, Tiirkiye'de ise
Aydin N, ve ark. Peanibacillus larvae'nin
izolasyonu ve Kiig A. ve arkadaslar
Amerikan yavru ¢lrlikligii hastaliginin
kiiltir ve PCR ile ortaya konmasi amaci
ile cahigmalar yapmiglardir. Ari hastaliklan
konusunda yapilan bu calismalar ileride
yapilacak calismalar ydniinden biiylik 6nem
arz etmektedir.

Sonugc olarak, an hastaliklarinda
kullanilan molekiiler yontemler, hastaliklarin
teshis ve epidemiyolojisinde, tiir ici ya
da tiirler arasi yapilacak taksonomik
caligmalarda, gen kaynaklarinin tespiti
ve korunmasi gibi daha bircok konuda
yapilacak arastirmalar igin rutin bir arag
haline gelmislerdir.
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Resim 6. Bakteriyel arn hastaligini meydana getiren patojene ait Primer3
sitesinden 16S ribozomal RNA gen bélgesine ait segilen primerlerin ézellikleri
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