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Kisa Bilimsel Calisma / Short Communication

Tiirkiye’de Nosema ceranae’nin ilk molekiiler tanisi
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Ozet: Nosema ceranae Avrupa bal anilarinin (4pis mellifera) 6nemli mikrosporidian parazitlerinden biridir. Bugiine kadar
Tiirkiye’de N. ceranae’nin varligi hakkinda bilgi mevcut degildir. 2007 ve 2008 yillarinda laboratuvarimiza gonderilen iki art
kolonisine ait drneklerde mikroskobik olarak Nosema sp. teshis edilmistir. Pozitif 6rnekler, Nosema tiirlerinin tespiti amaciyla daha
once gelistirilen spesifik PZR primerleri ile test edilmistir. Caligmamiz sonucunda Tiirkiye’de ilk defa molekiiler olarak N. ceranae

belirlenmistir.

Anabhtar sozciikler: Apis mellifera, Nosema ceranae, PZR, Tiirkiye.

First molecular detection of Nosema ceranae in Turkey

Summary: Nosema ceranae is an important microsporidian parasite of European honey bees (4pis mellifera). To date there is
no information about the presence of N. ceranae in Turkey. Nosema sp. was microscopically diagnosed in two bee colonies that were
sent to our laboratory in the years 2007 and 2008. Positive samples were tested to detect the Nosema species using previously
developed spesific PCR primers. As a result of our study we molecularly detected N. ceranae in Turkey for the first time.
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Nosematosis ergin bal arilarinda goriilen en yaygin
hastaliklardan birisidir. Hastaligin etkeni Nosema apis ve
N. ceranae adli mikrosporidialardir (13). Hastalik bal
aris1 kolonilerinde fekal-oral yolla yayilmaktadir. Erigkin
arilar hastaliga sporlarla kontamine su ve gidayla ya da
kovan  temizligi  swrasinda  kontamine  digkiy1
uzaklastirilirken yakalanirlar. Sporlar alindiktan sonra
orta bagirsakta ¢imlenerek ¢ogalir. Enfeksiyondan birkag
hafta sonra milyonlarca spor olusur ve bu sporlar digki ile
disar1 atilir (5, 13). Enfekte kolonilerde; sindirim sistemi
bozukluklart basta olmak iizere, yasam siirelerinde
kisalma, ugamama, bagirsaklarin kirli beyaz ve mat renk
almasi, kovan girisinde olii arilarin toplanmasi, koloni
popiilasyonunda ve bal iretiminde azalma, hatta,
kolonilerde sonme sekillenebilmektedir (1, 5, 9, 13).

Nosema apis ilk tanimlanan mikrosporidian
parazitlerden biridir. Gegmiste Avrupa bal arilarinda
(Apis mellifera) nosematosis etkeninin sadece N. apis
oldugu, N. ceranae’nin ise sadece Asya bal arisinda (A4pis
cerana) parazitlendigi disiiniilmekteydi. Ancak yeni
tanimlanan bir tlir olan N. ceranae, gliniimiizde, Asya,
Avrupa, Kuzey Amerika ve Giiney Amerika olmak {izere
dort kitada gortilmekte, Avrupa bal arilari arasinda hizla
yayllmakta, diinya genelinde ise N. apis’in yerini
almaktadir (3, 8, 10, 16). Yapilan c¢alismalar N.

ceranae’nin N. apis’ten daha patojen olabildigini ve
enfekte kolonilerin tedavi edilmedikleri takdirde yok
oldugunu ortaya koymaktadir (12, 13).

Hastaligin teshisi geleneksel mikroskobik yontem-
ler ve baz1 molekiiler tekniklerle yapilmaktadir (2, 7, 10,
13).

Ulkemizde nosematosis ile ilgili yapilan ¢aligmalar
oldukga smirhdir. Elazig yoresinde yapilan bir ¢alismada
nosematosisin yayginligi % 8.77 olarak belirlenmistir
(14). Yine Elaz1g’da yapilan bir ¢alismada nosematosisin
yayginligi Merkez’de % 4, Baskil’de % 4 ve Sivrice’de
% 10 olarak tespit edilmistir (15). Giliney Marmara
bolgesinde 217 kovanda yapilan bir g¢alismada ise
hastaligin yayginlig1 % 24 olarak belirlenmistir (4).

Bu c¢alismada; gelencksel mikroskobik tani
yontemlerinde olusabilecek hatalari ortadan kaldirmak,
her iki nosema etkenini ayn1 anda ve dogru bir sekilde
teshise yardimci olabilecek multipleks PZR teknigini
rutin laboratuvar kullanimina sokmak hedeflenmis ve
calisma sonunda da Tiirkiye’de ilk kez N. ceranae
molekiiler olarak tespit edilmistir.

Caligmanin materyalini 2007 ve 2008 yilinda
Samsun ve Giresun illerinden gonderilen iki koloniye ait
arilar olusturdu. Nosematosisin teshisi amaciyla 20 arinin
abdomeni ayrilarak 3 ml serum fizyolojik igerisinde
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Tablo 1: Multipleks PZR’da kullanilan primerler ve 6zellikleri (7).

Table 1: Primers used in multiplex PCR and their speciality (7).

Primer Primerin DNA dizilimi (5'-3") Hedef gen bolgesi Spesifite  Uriin biiyiikliigii (bp)
218MITOC-FOR CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA
218MITOC-REV CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 165 rRNA N. ceranae 218219
321APIS-FOR GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 16S tRNA N. apis 1

321APIS-REV

GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG

ezildi. Olusan siispansiyondan 3 damla kadar alinarak bir
lam iizerine konuldu ve iizerine bir lamel kapatilarak 1g1k
mikroskobunda sporlar yoniinden incelendi. Nosema sp.
yoniinden pozitif bulunan 6rnekler kullanilincaya kadar —
20 °C’de muhafaza edildi.

Hedef DNA elde edilmesinde, Hernandez ve ark.
(7)’larmin kullandig1 metot modifiye edilerek uygulandi.
Pozitif 6rneklerin bulundugu siispansiyondan 1 ml
alinarak 1.5 mI’lik tiip icerisine konuldu. 800 x g’de 5 dk
santrifiij edildi. Ustteki stv1 atildiktan sonra dipte kalan
tortudan QIAamp® doku kiti (Qiagen GmbH, Germany)
ile DNA ekstraksiyonu yapildi. Ekstraktlar PZR’de
kullanilincaya kadar —20 °C’de muhafaza edildi.

Polimeraz zincir reaksiyonunda Hernandez ve ark.
(7) tarafindan Multipleks PZR i¢in dizayn edilen, N.
ceranae ve N. apis’in 16S rRNA genine spesifik primer
ciftleri (Alpha DNA, Montreal, Canada) kullanilmis ve
primerlerin 6zellikleri Tablo 1°de belirtilmistir. Toplam
50 pl’lik hacimde hazirlanan PZR karisimma 5 pl 10X
PZR tamponu, 5 pl 25 mM MgCl,, deoksiniikleotidlerin
her birinden 200 uM, 1.25 U Tag DNA Polymerase
enzimi (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), primer
ciftlerinin her birinden 50 pmol ve 2,5 pl template DNA
ilave edildi. PZR amplifikasyonunda 95 °C’de 2 dk 6n
denatiirasyon agamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu,
95 °C’de 1 dk denatiirasyon, 50 °C’de 1 dk baglanma, 72
°C’de 1 dk uzama olarak gergeklestirildi. Son siklusu
takiben 72 °C’de 5 dk son uzama islemi yapildi. Olusan
trinler %1,5’lik agaroz jelde yiriitiilerek ethidium
bromide ile boyanip, UV transilliminatorde spesifik
bantlarin varligi izlendi.

Tek primer cifti kullanilarak yapilan PZR’de M.
ceranae’nin pozitif kontrolleri i¢in 218-219 bp ve N
apis’in pozitif kontrolleri i¢in 321 bp’lik bantlar elde
edilmistir (Sekil 1A). Ayni pozitif kontrollerin Nosema
ceranae ve N. apis’e spesifik primer giftleri birlikte
kullanilarak yapilan multipleks PZR’sinde N. ceranae ve
N. apis’e ait spesifik bantlar ayn1 anda elde edilmistir.
Boylece multipleks PZR ile gerek tek ve gerekse miks
enfeksiyonlarin belirlenebilecegi anlasiimistir (Sekil 1B).
2007 ve 2008 yilina ait saha izolatlarindan elde edilen
templateler hem PZR, hem de multipleks PZR’de
kullanilmigtir.  Elde edilen iriinlerin agaroz jel
elektroforezi ve ethidium bromide ile boyanmasindan
sonra N. ceranae igin spesifik bantlar1 verdigi
goriilmiistiir (Sekil 1 A, B).

Snlbp
400bp

100k

Sekil 1: A. M: Marker (100bp DNA ladder, MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 1: N. apis pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol
(distile su), 3: 2007 yili izolati, 4: 2008 yili izolat, 5: N.
ceranae pozitif kontrol, 6: Negatif kontrol, 7: 2007 yili izolati,
8: 2008 yil1 izolati. Sekil 1: B. M: Marker, 1: N. apis ve N.
ceranae’ya ait pozitif kontroller (2.5 ul N. apis DNA’s1 + 2.5 pl
N. ceranae DNA’s1 karisimi), 2: Negatif kontrol, 3: 2007 yili
izolati, 4: 2008 y1l1 izolat1.

Figure 1: A. M: Marker (100bp DNA ladder, MBI Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 1: N. apis positive control, 2: Negative
control (distilled water), 3: 2007 isolate, 4: 2008 isolate, 5: N.
ceranae positive control, 6: Negative control, 7: 2007 isolate, 8:
2008 isolate. Figure 1: B. M: Marker, 1: Positive controls of N.
apis and N. ceranae (mixture of 2.5 pl N. apis DNA + 2.5 ul N.
ceranae DNA) 2: Negative control, 3: 2007 isolate, 4: 2008
isolate.

Nosematosis N. apis ve N. ceranae’nin neden
oldugu son derece Onemli ve yaygm bir bal arisi
hastaligidir (13). Hastaligin teshisi mikroskopta Nosema
sp. sporlarin1 gérmek sureti ile yapilmaktadir. Ancak her
iki tliriin sporlari da morfolojik olarak birbirine g¢ok
benzediklerinden geleneksel mikroskobik yontemlerle tiir
ayrimi yapmak olduk¢a zordur (6, 13). Bu nedenle
giiniimiizde iki patojenin neden oldugu enfeksiyonlarin
ya da miks enfeksiyonlarin tanisinda PZR, Multipleks
PZR, DNA dizileme ve PZR-RFLP (PZR-Restriction
Fragment Length Polimorphism) gibi molekiiler
biyolojik teknikler kullanilmaktadir (2, 3, 7, 8, 16).
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Chen ve ark. (3), nosematosisin PZR ile teshisi ve
tiir ayrimi amactyla rRNA genini hedef alan farkli primer
giftlerini kullanarak yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
Amerika Birlesik Devletleri’'nde bulunan Avrupa bal aris1
kolonilerinde N. ceranae’y1 ilk kez tespit etmislerdir.
Klee ve ark. (10), Nosema tiirlerinin teshis ve ayriminda
PZR-RFLP teknigini kullanmiglardir. Bu amagla 16S
rRNA’nin 400 bp’lik bolgesini ¢ogaltan primerleri
dizayn etmislerdir. Bu gen bdlgesinin kesiminde ise
Pacl, Ndel ve Mspl adli restriksiyon enzimlerini
kullanmiglardir. Pacl’in sadece N. ceranae’nin, Ndel ‘in
sadece N. apis’in, Mspl’in ise N. ceranae, N. apis ve N.
bombi nin, PZR ile ¢ogaltilan 16S rRNA genini kestigini,
PZR-RFLP tekniginin hastaligin teshisinde ve hastaliga
neden olan tiirlerin ayriminda, olduk¢a hizli ve giivenilir
oldugunu ifade etmislerdir. Higes ve ark. (8), 16S rRNA
genini PZR ile ¢ogalttiktan sonra dizileyerek Avrupa’da
ilk kez Avrupa bal arist kolonilerinde N. ceranae’yi
tespit etmislerdir. Ayni teknigi kullanan farkl
aragtirmacilar Kanada, Orta Amerika (16) ve Fransa’daki
(2) Avrupa bal aris1 kolonilerinde ilk kez N. ceranae’y1
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Hernandez ve ark. (7),
nosematosisin teshisi amaciyla 16S rRNA genini hedef
alan primerler dizayn etmislerdir. N. apis ve N.
ceranae’ya spesifik olan bu primerlerin multipleks
PZR’de miks enfeksiyonlarin  teshisi amaciyla
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Hernandez ve ark. (7)
tarafindan dizayn edilen, bu ¢alismada kullanilan primer
¢ifi. ve multipleks PZR teknigi, gilinlimiizde
nosematosisin teshisinde OIE (Office International des
Epizooties) tarafindan 6nerilmektedir (11).

Ulkemizde hastaligin mikroskobik tanisina yonelik
caligmalar yapilmis ve hastaligin yayginligi hakkinda
bilgi verilmis (4, 14, 15) ancak molekiiler diizeyde tiir
tayinine yonelik herhangi bir calisma yapilmamustir.

Bu c¢aligma ile Tirkiye’de ilk defa N. ceranae
molekiiler olarak tespit edilmigtir. Calismada kullanilan
Multipleks PZR teknigi, laboratuvarimizda hastaligin
rutin teshisi amaciyla; her iki patojeni ayni anda tespit
edebilmesi ile PZR’den, tek asamali ekonomik ve kolay
olmast yonii ile de PZR-RFLP ve DNA dizileme
tekniklerinden daha uygun bulunmustur. Calismamiz
sonucunda iilkemizde daha fazla koloninin incelenmesi
gerekliligi ortaya c¢ikmustir. Konuyla ilgili ¢alisan
aragtirmacilarin elinde stok halinde gecmis yillara ait
Nosema sporlar1 bulunuyorsa, bunlarin molekiiler olarak
tiir tayinlerinin yapilmasi da bu hastaligin iilkemize kag
yilinda girdiginin tespit edilmesine olanak saglayacaktir.
Ayrica nosematosisin mikroskobik olarak teshisinde tiir
ismi  verilmesinden kaginilmasi ve Nosema sp.
yazilmasinin daha uygun olacagi kanaatine varilmistir.
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