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OZET

TURKIYE’DE FARKLI ILLERDEN TOPLANAN BAL ARILARINDA (Apis mellifera
L.) MEZOFILiK BAKTERI FLORASININ BELIRLENMESI VE ARILAR
UZERINDEKI INSEKTISIDAL ETKILERI
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Biyoloji Anabilim Dali, 2014
Yiiksek Lisans Tezi

Danmisman: Yrd. Dog. Dr. Omer ERTURK

Apis mellifera diinya’da yaygin olarak yetistiriciligi yapilan bir bal aris1 tiriidiir. Apis
mellifera, Apis cinsi altindaki dokuz tiirden ekonomik olarak en fazla 6neme sahip olanidir.
Bu calismada bal arilarmin mezofilik bakteri florasin1 belirlemek amaciyla bakteri
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen izolatlarin bal arilari iizerine insektisidal etkileri bioassay
caligmasi yapilarak incelenmistir.

Eylil-2013’te on dort farkhi ilden (Ardahan, Antalya, Artvin, Balikesir, Edirne, Hakkari,
Izmir, Kirklareli, Kirikkale, Mersin, Mugla, Nigde, Ordu ve Yalova) saghkli ve &lii ergin
artlar toplanmistir. Toplanan bal arilarindan mezofilik bakteri izolasyonu yapilmustir.
Izolatlar VITEK® 2 Advanced Colorimetry™ ve MIS (Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi)
yontemleri kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmustir. Bu yontemlerin disinda biyokimyasal,
fiziksel, degredasyon ve besinsel testler de yapilmistir. Bal arilarindan elde edilen Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilerin bal arilarina karsi olumsuz etkileri olup olmadigi
Bioassay calismasiyla belirlenmistir. Bioassay c¢aligmasinda saglikli ergin arilar
kullanilmistir. Kontrol gruplarina goére sonuglar degerlendirilmistir.

Tammlanan bakteriler Bacillus, Staphylococcus, Pediococcus, Klebsiella, Acinetobacter,
Escherichia, Rhizobium, Pantoea, Vibrio, Sphingomonas, Salmonella, Paenibacillus
cinslerine ait tiirlerdir. Izolatlarm bir kismi ise tamimlama i¢in molekiiler ¢alismalara
yoOnlendirilmistir. Yapilan literatiir caligmalarinda benzer tiir ve cinslerin bal arilarindan izole
edildigi gorilmiistiir. Bioassay ¢aliymasimin sonucunda Sphingomonas ve Klebsiella ' nin
arilar tizerinde Sldiirticii etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Arilar tizerinde herhangi bir zarar teskil etmeyen ancak heniiz tespit edilmemis daha bir¢ok
mikroorganizmanin ortaya ¢ikarilmasina yonelik ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle
yapilan ¢aligma, iilkemiz i¢in 6nemli bir degere sahip olan bal arilarinin bakteri florasinin
tespitine iliskin bir katki saglar. Ayrica yapmis oldugumuz calisma, yeni bakteri tiirlerinin
tanimlanmasi i¢in ilk adim olacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apis mellifera, Mezofilik Bakteri Florasi, Bioassay



ABSTRACT

DETERMINATION OF MESOPHILIC BACTERIAL FLORA AND THEIR
INSECTICIDAL EFFECT ON HONEY BEE (Apis mellifera L.) COLLECTED FROM
DIFFERENT PROVINCES OF TURKEY

Derya KECECI

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Natural and Technology
Department of Biology, 2014
MSc.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Omer ERTURK

Apis mellifera is a kind of honey bee widely farmed in the world. Apis mellifera is the most
important economically from nine species under the genus Apis. This study was madefor
bacteria isolation in order to determine the mesophilic bacterial flora of honeybees.
Insecticidal effects on the honeybees of obtained isolates were determined by bioassay study.

Healty and dead adults were collected from fourteen different cities in 2013 September
(Ardahan, Antalya, Artvin, Balikesir, Edirne, Hakkari, Izmir, Kirklareli, Kirikkale, Mersin,
Mugla, Nigde, Ordu ve Yalova). Total mesophilic bacteria isolation was made from
collected honeybees. Isolates were identified species levels using the method of VITEK® 2
Advanced Colorimetry™ ve MIS (Microbial Identification System). Alternatively,
biochemical, physical, degradation and nutritional tests were also made. Whether adverse
effects against honey bees of Gram negative and Gram positive bacteria obtained from honey
bees were determined by biosaay study. Healty adult honeybees were used in bioassay study.
According to the control group, the results were evaluated.

Identified bacteria are species of genus Bacillus, Staphylococcus, Pediococcus, Klebsiella,
Acinetobacter, Escherichia, Rhizobium, Pantoea, Vibrio, Sphingomonas, Salmonella,
Paenibacillus. Some of isolates have been directed molecular study to idendification. In the
literature study, similar genus and similar species were found to be isolated from honey bees.
In the results of bioassay, it was observed to have lethal effects on the bees of Sphingomonas
and Klebsiella.

It is needed to work about uncovering of many microorganisms which do not pose any harm
on bees but yet not been determined. Therefore, studies contributes related to determination
of bacterial flora of honey bees which has important value for our country. In addition, our
studies are thought the first step for defining a new bacterial species.

Key Words: Apis mellifera, Mesophilic Bacterial Flora, Bioassay
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1.GIRIS

I¢inde bulundugumuz giinler birgok bilim adamma gére diinyamizin bir yol ayrimima
geldigi gilinlerdir. Hemen acil onlem alinmaz ise dniimiizdeki 50 yil i¢inde diinya
ikliminin hizla degisecegi ve arilarin da i¢inde bulundugu bocekler sinifi bagta olmak
lizere tiirlerin %30 unun yok olacag: bildirilmektedir (Anonymous 2001).Ulkemizin
iklim kosullari, topografik yapist ve yeryliziindeki konumu, bitki Ortiisiinii ve buna
bagl olarak diger canlilarin gesitliligini artirdigi gibi, ar1 faunasinin da ¢ok zengin
olmasina olanak saglamistir. Ulkemizde toplam 2 000 civarinda ar1 tiirii olacagi

tahmin edilmektedir (Ozbek 2002).

Ayrica tilkemiz Afrika, Avrupa ve Asya arasinda dogal bir gecis noktas1 konumunda
bulunmasi nedeniyle, bircok ar1 irk1 ve ekotipini i¢inde barindiran bir gen havuzu

konumundadir (Adam 1983).

Bal aris1 (Apis mellifera L.), yiiksek adaptasyon yeteneginden dolayr hemen hemen
diinyanin her bolgesine yayilmis ve bulundugu boélgelerin ekolojik sartlarina adapte
olarak c¢ok sayida cografik wk ve bu wklar igerisinde de farkli ekotipler

olusturmustur.

Bal arilar1 ve insanlar arasindaki iliski binlerce yi1l 6ncesine dayanmaktadir. Basta bal
olmak {izere, ar1 iirlinleri tarih boyunca insanlar i¢in 6nemli kaynaklar arasinda yer
almistir. Balin yani sira, polen, ar1 siitii, ar1 zehiri, propolis, bal mumu, ana ar1 ve
ogul, gibi ekonomik degeri olan tiriinlerin elde edilmesi nedeni ile insanlar tarafindan
antik ¢aglardan beri yogun olarak yetistiriciligi yapilmaktadir (Kaftanoglu 1994). Bal
arilar1 (A. mellifera L.), bal ve diger bal aris1 iiriinlerini tiretmelerinin yaninda, nektar
ve polen toplama sirasinda yabani bitkilerin ve pek c¢ok tarim {iriiniiniin

polinasyonunu saglayarak dogada yasamsal bir rol de oynamaktadir.

Bal arilar1 tozlagsmaya olan katkilar1 yOniinden ele alindiginda diinya iizerinde
yetistiriciligi yapilan en degerli hayvanlar olup tarimsal iiretime sagladiklar: katki,

bal ve yan iiriinlerinden sagladiklari katkidan daha fazladir (Muz 2008).

FAO'nun 2012 yil tiretim istatistikleri incelendiginde diinya bal {iretiminin 1 592
701ton oldugu, arivarlig1 bakimmdan ilk siradaki Cin'in 4 360 000 ton iiretimle yine



ilk swray1 aldig1 goriilmektedir. Tiirkiye 6 milyon koloniden 88 000 ton bal {iretimi

yaparak Cin'den sonra 2.sirada yer almistir.

Diger ar1 irlinlerinin iiretimi de aricilarin bu konuda yeterince bilgi sahibi olmamasi
nedeniyle yeterli diizeyde olamamaktadir. Ancak ar1 {iriinlerinin verimliliginin diisiik
olmasindaki esas neden; arilarin ¢aligma giiclinii etkileyen ve oliimlerine sebep olan

ar1 hastaliklari ile arilar1 etkileyen biyotik ve abiyotik faktorlerdir.

Ar1 hastaliklarina bir¢ok bakteri, viriis, mantar ve parazit sebep olmaktadir. Bu

nedenle bal arilarindan alinan verim de diismektedir.

Bal arilarma mikroorganizmalar polen ve nektar toplarken ya da kontamine olmus
besinlerle beslendiklerinde bulagsmaktadir. Bal arilar1 koloni halinde yasayan canlilar
olduklar1 i¢in mikroorganizmalarin arilarin her birine bulagsma olasilig1 oldukga
yiiksektir. Bal aris1 kolonilerinde, arilarin birbirleri ile sik¢a temas halinde olmalar1
ve trofilaksis (agiz yolu ile yiyecek paylasimi) nedeniyle, koloni i¢inde patojen bir

organizma varsa, biiyiik bir kolaylikla yayilmaktadir (Sanford 2003).

Polen ve nektar toplayan is¢i arilarindan daha fazla mikroorganizma izole
edilmektedir. Isci arilarin viicutlarma kovan disindaki aktivitelerinden dolay1, kovan

icindeki arilardan daha fazla mikroorganizma bulasmaktadir.

A. mellifera L. ve onlarin besinleri; bakteri, kiif ve mayalar1 igeren mikroorganizma
gruplar1 ile birlikte bulunur. Arilar ve onlarin besinlerinden 6 000’in iizerinde

mikroorganizma izole edilmis ve tanimlanmustir (Gilliam 1997).

Bu ¢aligmanin amaci, lilkemizde aricilik i¢in 6neme sahip olan on dort ilden toplanan
melez Kafkas arilarinin mezofilik bakteri florasini belirlemektir. Ayrica izole edilen
Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin bal arilari {izerine olumsuz etkilerinin olup
olmadigini bioassay calismayla belirlemektir. Yurtdisinda birgok c¢alisma olmasina
ragmen iilkemizde buna benzer bir ¢aligmanin olmamasmdan dolay1 yapilacak diger
caligmalara Onciiliik edecegi diisiiniilmektedir. Bal arilar1 insanlar i¢in ne kadar
onemliyse diger birgok canli icinde dnemlidir, bu nedenle bal arilartyla ilgili yapilan

her ¢aligma bilylik 6neme sahiptir.



1.1. Bal Anlarinin Tarihi ve Evrimi

Arilarin kretase doneminin sonlarma dogru cicekli bitkilerin ortaya g¢ikmasi ile
gelismeye bagladig bilinmektedir. Cigekli bitkilerin tozlasmasina yardimer en aktif
canli grubunun bal arilar1 olmasindan dolay1 ¢igekli bitkilerin ve bal arilarinin paralel
sekilde evrimlesmesi s6z konusudur (Krebs 1979, Sammataro ve Avitabile 1998,

Demirsoy 2007).

Baltik amberinde Ust Eosen, Erken Senazoik devrelerinde birgok Hymenopter
kalintisma rastlanmis olmasina karsin Apis ve Bombus cinslerine bagl tiirlere
rastlanmamistir. Apis cinsine bagl tiirlere Alt Miosen’ de Bonn yakinlarindaki

Rott’da rastlanmistir.

Malezya’da bulunan Geg Tersiyer veya Erken Kuaterner donemine ait fosillesmis bir
balaris1 petegi ise cinsin kdkeni ve Apini tribusu i¢indeki erken sosyal evrim

hakkinda bilgi vermektedir (Winston 1987).

Dogu Afrika’da daha yakin tarihlerde (yaklasik 100 yil) yapilan az sayida fosil
incelemesinde ge¢cmis yillardakine gore fazla bir degisim gézlenmemistir (Ruttner
1988). Fosil kayitlari, bal aris1 morfolojiye dayanan evrimi hakkinda ¢ok kullanish

olmasina karsin, sosyal davranisin evrimini géstermemektedir (Dietz 1986).

1.2. Bal Arilarinin Siniflandirilmasi

Bal arilar1t Hymenoptera takiminda Apidae familyasi i¢cinde yer alir. Linnaeus 1758
yilinda bal arilarmi “bal yapan” anlamia gelen A. mellifera olarak isimlendirerek tiir
diizeyinde siniflandirmistir. Ancak literatiirde ender de olsa A. mellifica olarak da
rastlanmaktadir (Ericson ve ark. 1999). A. mellifera 'min sistematigi Cizelge 1.1.’de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Apis mellifera’ nin sistematigi

Alem: Animalia (Hayvanlar)
Sube : Arthropoda(Eklembacaklilar)
Sinif : Insecta (Bocekler)
Takim: Hymenoptera (Zar kanatlilar)
Familya: Apidae (Arilar)
Cins : Apis (Bal arilarr)
Tir: Apis cerana
Apis dorsata
Apis florea
Apis mellifera

[k yapilan arastirmalar sonucu dort Apis tiirii tanimlanmistir. Bu tiirler, A. florea, A.
dorsata, A. cerana ve A. mellifera’dir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ise, bunlarin
sayisinin dort’ten fazla oldugunu gostermektedir. Yeni tanimlanan Apis tiirleri A.
andreniformis, A. koshevnikovi, A. laboriosa, A.nicrocincta, A. nuluensis tir (Otis
1906).

A. mellifera’nin yuva yapmmi ve haberlesmesi temelde A. cerana’ya benzemektedir.
Bu nedenle bu iki tiiriin genetik olarak birbirlerine daha yakin iki tiir oldugu
anlasilmaktadir (Ruttner 1988). Bunlardan A. mellifera diinyaya yayilmis ve

ckonomik 6neme sahip tek bal arisi tiiriidiir (Ruttner 1988).

1.3. Bal Arilarinda Irk Kavramm

Tiir kavranu tiirler arasindaki gen akisinin azalmasi veya yok olmasi c¢iftlesmenin
ayni tiirlin bireyleri arasinda olmasima, farkl tiirler arasinda g¢iftlesme egiliminin

olmamasina dayanmaktadir (Mayr 1942, Berlocher 1998).

Ar1 taksonomisinde tiirden sonra iklar yer almaktadir. ilk yapilan arastirmalarda
yirmibes A. mellifera ki oldugu bildirilirken daha sonra yapilan arastirmalarda A.
mellifera ruttneri (Sheppard ve ark. 1997) ve A. mellifera pomonella (Sheppard ve

Meixner 2003)’nin tanimlanmasi ile 1rk sayis1 yirmiyediye ¢ikmustir.

Tiirkiye’de en yaygm wk Anadolu ki (A. mellifera anatolica) basta olmak iizere

diger wrklar, Kafkasya ki1 (A. mellifera caucasia), Ermenistan ki (A. mellifera



armenica), iran ki (A. mellifera meda), Makedonya k1 (A. mellifera macedonia)

yayilis gostermektedir.

Bir grup arastiriciya gore Irk kavrami ayni tiir igerisindeki ¢esitliligin cografik olarak
dagilimi ile ilgilidir. Bazi arastiricilara gore ise ik kavrami kalitimla ilgilidir. Bu
kars1 goriisler nedeniyle bu terimin sistematikteki gegerliligi ve kullanimi hala
sorgulanmaktadir (Wilson ve Brown 1953). Bu denli fazla sayida A. mellifera irkinin
olusmasinda buzul cagindaki goclerin ve cografik engeller nedeniyle izole
populasyonlarin olusmasinin 6nemli bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Sheppard ve

Smith 2000, Soysal 2004).

1.4. Bal Arilarinin Kokeni ve Diinya’ya Yayilmasi

A. mellifera’nin kokenine iliskin ti¢ hipotez gelistirilmistir (Rothenbuhler ve Kerr
1968, Wilson ve Brown 1953, Rutnner 1988). Wilson ve Brown (1953), bal arilarmnin
Afrika da ortaya ciktigini ve Orta dogu ilizerinden Avrupa’ya yayildigmi ileri
stirmektedir. Rothenbuhler ve Kerr (1968)’e gore balarilar1 Asya’nin giineydogusu
veya Hindistan’da ortaya ¢ikmustir. Ruttner (1988), ise bal arilarinin Hazar denizinin
giiney kiyilarinda ortaya ¢iktigini ve Anadolu yolu ile Avrupa’ya ve Arap yarimadasi

boyunca Afrika’ya yayildigini belirtmistir.

A. mellifera L., Avrupa bal arisi, diinyada en yaygin olarak bulunan bal aris1 olarak
bilinmektedir. Iskandinavya’nin giiney bdlgesinden Orta Asya ve Afrika boyunca
uzanan genis bir araliga sahip olup bulundugu ortama son derece adapte olabilen bir
tiirdiir. Dolayisiyla farkli iklimsel ve cografik kosullarda birgok alttiir ve ekotip
olusturmustur. Bu kadar genis alana yayilmasi, insanlarm gittigi yerlere arilarini da

gotiirmesinden  kaynaklanmaktadir ~ (vanEngelsdorp ve  Meixner  2010).



1.5. Bal Arnisinin Morfolojisi

Bal arilar1 genel olarak diger boceklere benzemekle birlikte viicutlar1 yogun bir kil
ortiisiiyle kaplidir. Viicutlar1 bas (cephalon), gogiis (thorax) ve karin (abdomen)

olmak iizere ii¢ ana bolimden olusmaktadir.

Arilarda bag onden bakildiginda bir iiggeni andirmaktadir. Basta gozler, antenler ve
ag1z parcalar1 bulunur. Gozler bir ¢ift bilesik (petek) goz ile li¢ adet basit (nokta)

gbdzden ibarettir. Basit gdzlerin her biri binlerce kii¢iik iiniteden olusmaktadir.

Arilarda koku, tat ve dokunma-hissetme duyulari, basta bulunan bir ¢ift anten ile
saglanmaktadir (http://wwwe.aricilik.gov.tr/aricilik-egitimi/71-bal-arisi.html).

Arilarin agiz yapisy; lst dudak, iist cene, alt ¢gene ve alt dudak olmak iizere dort

kisimdan meydana gelen yalayici-emici agiz tipine sahiptir.

Gogiiste bulunan {li¢ segmentin her birinden bir ¢ift olmak iizere ii¢ ¢ift bacak ve iki
cift kanat bulunmaktadir. Bu nedenle gogiis arinin hareket merkezidir. Bacaklarin

armin hareket etmesini saglamasi yaninda baska gorevleri de vardir.

Bal arilar1 ¢ok ince iki zardan yapilmis olup kitinlesmis damarlarla desteklenmis iki
¢ift kanata sahiptir. On kanatlar arka kanatlardan daha genis ve damarlidir. Arilar
u¢manin disinda kanatlarini kullanarak havada belirli bir noktada sabit kalabilmekte,

ucus yonlerini degistirebilmekte ve ani olarak ¢esitli yonlere donebilmektedirler.

Arilarin abdominal kisminda mide, bagirsak ve iireme organlari gibi i¢ organlariyla
birlikte balmumu bezleri ve igne de bulunmaktadir. Bal aris1 larvasinda on adet
abdominal segment bulunur. Fakat birinci abdominal segment gégiisle birlesir ve
ergin arida dokuz segment bulunur. Son karin segmentleri de i¢ ice girerler ve
boylece is¢i ve ana arida alti  segment varmig gibi  gOriinir

(http://www.aricilik.gov.tr/aricilik-egitimi/71-bal-arisi.html).

Isci arilar ve ana arida abdomenin sonunda igne bulunmaktadir. igne, igne
odacigindan ¢ikan ince, sivri uglu bir savunma organidir. Isci arilarm ignesi geriye
centiklidir; bu yiizden is¢i arilar birisini sokmak {izere ignesini batirdiginda geri

cekemez. Centikler testere agzini andiran ¢ikintilar olup bu ¢ikintilarin sivri uglar



ignenin batig yoniinlin tersine yoneliktir. Bu nedenledir ki arilar kendi hayatini

tehlikede gérmedigi siirece insani sokmaz.

Doéllenmis yumurtadan ¢ikan ve diploid olan ana ar1 kovandaki arilarin en irisidir.
Kanatlar1 boyuna gore biraz kisadir ve arka ayaklarinda polen sepeti bulunmaz. Egri
bir ignesi vardir, Mum salg1 bezleri yoktur. Geng is¢i arilar tarafindan beslenir ve
korunur. Ana armin viicut uzunlugu 18-20 mm kadardir (Demirsoy 2006, Dogaroglu
2009).

Ar ailesinin en biiyiik toplulugunu teskil eden is¢i arilar dollenmis yumurtalardan
¢ikarlar ve diploid kisir disilerdir. Viicut uzunluklar1 14-15 mm’dir. Isci arilarmn arka
bacaklarinda cicek tozlarini yiikleyip kovana tasimalarini saglayan etrafi killarla

cevrili polen sepeti bulunur.

Erkek arilar gelisimlerini 24 giinde tamamlarlar. Isci arilar gibi beslenen larvalarin
bulundugu petek gozleri 10. giinde kapatilir. Is¢i arilardan daha iri ve tombul, ana

aridan daha kisa ve kalindirlar.

1.6. Bal Arilarinin Koloni Yasami

Arilar sosyal yasayan canlilardir. Arilar, koloni olarak adlandirilan topluluklar
halinde yasarlar. Sosyal yasayan canlilarda 6nemli olan koloniyi olusturan bireyler
degil, koloninin kendisi ve devamliligidir. Bir koloni, kovan basina bir tane ana ar1
(disi), on-yetmis bin tane is¢i ar1 (disi) ve 500-2 000 tane erkek ar1 bireylerinden

olusmaktadir.

Kovan igerisinde iyi bir igbirligi vardir. Bu diizenin saglanmasinda ana armimn roli
cok biiyliktiir. Ana ar1 agiz ¢evresindeki salgi bezlerinden feromon salgilayarak
kovan igerisindeki isbirligini ve kovanin diizenini saglar. Ayrica bu feromonlar, isci
arilar etkileyerek kovanin islevlerini gerceklestirmelerini, erkek ariyr etkileyerek
ciftlesmenin gerceklesmesini saglar. Kralice ar1 olarak da anilan ana armin en 6nemli

gorevi yumurtlamaktr.

Is¢i arilar koloninin devammi saglayan her tiirlii i¢giidiisel ve yapisal yeteneklere
sahiptirler. Ayrici1 koloni i¢in polen toplamaktadirlar. Erkek arilarin kolonideki

gorevi ¢iflesmeyi saglamaktir.



1.7. Tiirkiye’de Aricihk

Aricilik biiytik ve kiigiik isletme sahiplerinin gelir kaynagini saglamada onemli bir

yeri bulunan bir is koludur (Burgut ve Kumova 2007).

Tiirkiye, Asya ve Avrupa kitalarini birbirine baglayan kdprii konumundaki cografi
konumu ve sahip oldugu dogal zenginliklerinden dolayi, Diinya iilkeleri arasinda

aricilik i¢in avantajli konumdadir (Kekegoglu ve ark. 2007).

Tiirkiye’de aricilik iki dénem halinde incelenmektedir. Ilk dénem 5000 yildan daha
fazla bir slire 6nce baglamis ve modern Tiirkiye’nin kurulusuna kadar gecen siireyi
icine almaktadir. Bu dénem geleneksel aricilik olarak da adlandirilmaktadir. Tkinci
donem ise Birinci Diinya Savasi sonrasini kapsamaktadir ve ilkel kovanlardan
modern aricilik ekipmanlarma ve galismalarina gegis olarak bilinmektedir (Kandemir
2003). Gilinlimiizde Tiirkiye’deki koloni varligi alt1 milyona ulagmistir (Anonim

2012). Koloni varligimin artigiyla bal tiretimi de artmistir.

Aricilikta bal iiretiminin yaninda balmumu, ar1 siitii, polen, ar1 zehiri ve propolis gibi
bircok iiriin elde edilmektedir. Gelismis tilkelerde bal, balmumu, propolis, ar1 siitii
gibi iirlinlerin liretimine ve islenmesine dayali bir¢cok aricilik altyap1 sektorii olusmus
ve bu iriinlerin her birine dayali milli sanayiler kurulmustur. Tiirkiye’de ise bu
sektor bal iiretimine yOnelik bir tarimsal ugras olmakla birlikte, diger ar1 {iriinleri

konusunda bir gelisme goriilmemektedir (Geng 1996).

Tirkiye’de aricilik bazi sorunlarla karsi1 karsiyadir. Bunlardan en 6nemlisi koloni
basina verimde oOnemli bir artis saglanamamustir. Ayrica orman ve c¢ayir-mera
alanlarindaki azalma ve tarim alanlarinda denetimsiz ve zamansiz pestisit
kullanilmasi da ariciligi olumsuz yonde etkilemektedir (Firath ve ark. 2005).Yogun
olarak gergeklesen bal arisi koloni Oliimlerinin nedeni tam olarak bilinmese de,
bir¢ok faktdr neden olarak gosterilmekte ve bilim adamlari bu nedenler iizerine
aragtirmalarmi stirdiirmektedir. Bir¢ok bal arisi hastaligi (bakteriyel, fungal, viral,
mikrosporidial), parazitleri (Varroa, Acarapis), kontamine sular, yanlis aricilik
uygulamalari, antibiyotik kullanimi, kovan i¢i ve cevresel kaynaklardan pestisit
zehirlenmeleri ve besinsel stres gibi nedenler, ar1 oliimleri etkeni olarak ortaya
cikmaktadir. Bu nedenler iizerinde bir¢ok calisma yapilmaktadir. Zayif beslenme,

kuraklik, ani mevsimsel degisiklikler ve gezginci aricilik gibi potansiyel stres



faktorleri bal aris1 direncinin zayiflamasma ve kolonilerin hastaliklara kars1 daha
duyarli olmasina neden olmaktadir. Ayrica mobil telefonlar, genetigi degistirilmis
iiriinler ve nanoteknolojik iiriinler gibi ar1 kayiplarinin nedeni olabilecek durumlar
tartisma konusudur (Bacandritsos ve ark. 2010, Neumann ve Carreck 2010,
vanEngelsdorp ve Meixner 2010).

1.8. Bal Arnlarinda Bakteriyel Hastahklar

Bal aris1 kolonilerindeki birey ¢oklugu 6zellikle enfeksiyon hastaliklarinda hastaligin
hizla yayilmasinda ¢ok onemli rol oynar. Arinin kovan disindaki nektar toplamak
amaciyla kilometrelerce u¢gmasi, hastaligin baska bolgelere taginmasinda oldukc¢a
etkilidir. Diger yandan, bal arilarinin evrimi siiresince enfeksiyonlara karsi giiclii
dogal korunma mekanizmalar1 gelismemistir. Genellikle hastalikli kolonilerden
gerekli verim alinamamaktadir. Ancak birtakim icgiidiisel davranislarla hastaligin
kovan iginde yayillimi 6nlenmeye calisilmaktadir. Ornegin, en onemli bakteriyel
hastaliklar olan Amerikan Yavru Ciriikliigi ve Avrupa Yavru Ciirtkligi
hastaliklari, yagislarin, serin ve nemli hava kosullariin bittigi ve havalarin 1sinip,
kovan i¢i sicakligin 30-37°C’ye yiikseldigi donemde ortaya ¢ikar. Ciinkii bu sicaklik
her iki hastalik i¢inde en uygun iireme sicakligidir. Ayni zamanda bu mevsimsel
periyod, arilarin hayat siklusunda bakterilerin {izerinde yasama ortami bulacaklar1
yavrularin olustugu tireme mevsimidir (Morse 1997, Shimanuki ve Hung 1999, OIE
2004).

1.8.1. Amerikan Yavru Ciiriikliigii (AFB)

Amerikan Yavru Ciirtikligi, bal aris1 A. mellifera’nin larvasimi etkileyen ciddi bir
yavru clriikliigii hastaligidir. Etkeni, 1siya ve kimyasal maddelere karsi oldukca
diren¢li spor olusturan Paenibacillus larvae’dir ve basil seklinde gram pozitif bir
bakteridir (Antunez ve ark. 2004).

Etken organizma, ilk olarak 1906 yilinda White tarafindan Bacillus larvae olarak
adlandirilmig, ardindan 1950 yilinda Bacillus pulvifaciens adi Onerilmistir
(Katznelson 1950). 1993 yilinda ise Paenibacillus cinsine dahil edilmistir (Ash ve
ark. 1993).



Sekil 1.1. Paenibacillus larvae’ nin vejetatif, sporovejetatif ve spor formlar1 (Shimanuki ve
Knox 2000)

P.larvae 2.5-5 pm boyunda, 0.5-0.8 pm eninde bir bakteridir (Bailey ve Ball 1991).
Spor formu ise 1.3 um x 0.6 um boyutlarindadir (Lindstrom 2006). Karbol fuksin ile
sporlarin duvarlar1 kirmizims1 mor renkte boyanmaktadir ve spor merkezleri seffaftir

(Sekil 1.1.) (Shimanuki ve Knox 2000).

Parazit, sadece Apis cinsine dahil arilarmn larvalarimi enfekte etmektedir (Ash ve ark.
1993).Yaklasik 24 saatlik bir larvada enfeksiyonun baglamasi i¢in 10 sporun larvaya
bulagsmis olmast yeterli olmaktadrr (Bredsgaard ve ark 1998). Daha ileriki
donemlerde ise enfeksiyon olabilmesi i¢in ¢ok daha fazla sayida sporun bulunmasi
gerckmektedir (Lindstrom 2006). P. larvae’ nin farkli suslar1 arasinda da enfektif doz
acisindan biiyiik cesitlilik vardir ve bazi suglarin enfeksiyon olusturmasi i¢in ¢ok

fazla miktarda spor bulunmasi gerekmektedir (Genersch ve ark. 2005).

Hastalik spor formu ile bulasmakta olup, larvalar sporlar1 besinleri vasitasiyla
almaktadir. Sporlar, sindirim sistemine girdikten yaklasik bir giin sonra orta bagirsak
limeninde (pH: 6.6) cimlenmeye baslamaktadir. Vejetatif formdaki bakteri sayisinin
hizla ¢ogalmasmi takiben, bu bakteriler peritrofik zara gbé¢ edip orta bagirsak
epiteline tutunmaktadir. Epitel hiicrelerine fagositik yolla giren bakterilerin bir kismi1
fagositik vakuollerde yok edilse de biiylik bir kismi yasamaya devam etmektedir.
Istila ettikleri hiicrenin lizisinin ardindan, bakteriler larvanin hemosdliine gecip,
burada hemolenf i¢inde hizla ¢cogalmakta ve sonrasinda sporiilasyona gegmektedirler.

Larva sistemik bakteriyemi nedeniyle prepupa evresinde 6lmektedir (Alippi 1999).



AFB diinya capinda yaygin olan ve bes kitada da pek ¢cok bolgeden vakalarin rapor
edildigi bir hastahiktir (Antanez ve ark. 2004). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda iilke
capinda hizla yayilmakta oldugu goriilmiistiir (Kaftanoglu 1998, Ozkirim 2006).

Hastaligin, bal aris1 popiilasyonunu ve bal iiretimini azaltmak gibi aricilik sektoriine
zarar veren ciddi etkileri vardir (Antinez ve ark. 2004). Ayrica, etken organizmanin
sporlarmin dogada uzun siire hayatta kalabilmesi nedeniyle, savasilmasi zor bir

hastaliktir (Fries ve ark.2005).
1.8.2. Avrupa Yavru Ciiriikciiliigii (EFB)

Avrupa Yavru Curtkligl, etkeni Melissococcus pluton (White) olan, bal arisinin
ciddi bir bakteriyel hastaligidir. Hastalik bal aris1 yavrularm etkilemekte ve koloni

kayiplarma kadar varan ciddi vakalara neden olmaktadir (Waite ve ark. 2003).

M. pluton kisa, spor formu olmayan bir bakteridir. 0.5-0.7 X 0.1 um boyutlarindadir
ve mikroskop altinda tek basina, ¢ift ya da toplu halde gozlenebilmektedir. Karbol

fuksin ile koyu mor boyanmaktadir (Shimanuki ve Knox 2000).

Hastalik, besinler vasitasiyla bulagsmaktadir. Sindirim sistemine giren bakteri, orta
bagirsakta hizla ¢cogalmakta ve larvanin besinine ortak olmaktadir. Larva heniiz 2—3
giinliikken ve hastaligin belirtileri ortaya ¢ikmadan Onceki donemde, bakteriler
peritrofik zar ile besinlerin arasinda kalan bolgeye yerlesmektedirler. Larva 5 giinliik
oldugunda orta bagirsagi besin artiklar1 ve bakterilerle dolu bir hal almaktadir. Daha
sonra, bakteriler peritrofik zar1 pargalayip bagirsak epiteline gegmektedirler. M.
pluton larvanin besinini tiikettigi i¢in, larvanin besin gereksinimi karsilanmaz ve
larva gelisemez. Dolayisi ile isci arilar bu belirti ile larvalari tespit edip, kovan disina
atar. Bu bakimdan gii¢lii kolonilerde hastaligin erken teshisi ve hafif atlatilmasi
miimkiindiir (Alippi 1999). Ancak beslenmenin yetersiz oldugu durumlarda tiim
besin bakteri tarafindan tiiketildiginden larva aclik nedeni ile 6lmektedir (Waite ve

ark. 2002).

EFB hastaliginda etken organizma disinda bazi bakterileri de gérmek miimkiindiir.
Hastalikla iligkili olan bu bakteriler Paenibacillus alvei, Brevibacillus laterosporus,

Enterococcus faecalis, Bacterium eurydice ve Paenibacillus apiarius’tur (Sekil 1.2.).



Bu bakteriler, 6lii larva tizerinde iireyen ikincil saprofitlerdir (Waite ve ark. 2002).

Sekil 1.2. EFB enfeksiyonunu takiben ortama yerlesebilen bakterilerin vejetatif veya spor
formlar1 (A: Enterococcus faecalis, B: Bacillus laterosporus, C: Paenibacillus
alvei) (Shimanuki ve Knox 2000).

Ikincil saprofit bakteriler hastaligm klinik tablosunu etkilemektedir (FAO 2006) ve
M. pluton’ un tespiti oldukga zordur (Goodman ve ark. 2004).

Saglikli koloniler, enfekte kolonilerden yagma yaptiklar1 sirada ya da aricinin
kontamine ekipmanlar1 vasitasiyla hastalik etkenini almaktadir. Koloni iginde ise is¢i
arilarin besleme sirasinda etkeni bulastirmalariyla veya yavru gozdeki bakterilerin bir
sonraki yavru donemine kadar hayatta kalmasiyla da enfeksiyon yayilabilmektedir

(Alippi 1999).

EFB, kolonilerin zayiflamasi ve iirlinlerin azalmasi nedeniyle aricilik sektoriine
onemli zararlar veren bir hastaliktir. Diinya iizerinde hemen hemen her bolgede
goriilmektedir ancak, en ¢ok goriildiigii yerler Kuzey ve Giiney Amerika, Avrupa,
Japonya, Avustralya, Hindistan ve Giiney Afrika’dir (Russenova ve Parvanov 2005).
Resmi kaynaklara gére 1952 yilindan bu yana hastaligm iilkemizdeki pek ¢ok yorede
de bulundugu belirtilmektedir (Tutkun ve Bosgelmez 2003).

Son yillarda Edirne’de (Yilmaz 1999); Trakya bolgesinde (Sirali 1993); Giiney
Marmara bolgesinde (Aydin ve ark. 2003); Karadeniz bdlgesinde (Yasar ve ark.
2002); Ankara’da (Ozkirim ve Keskin 2002), Elazig’da (Simsek ve Ozcan 2001) ve
Hatay yoresinde (Sahinler ve Giil 2005) yapilan caligmalarda yavru ciirikligii

vakalar1 rapor edilmistir.



1.8.3. Septisemi (Kan Zehirlenmesi)

Septisemi, Pseudomonas aeruginosa (=Pseudomonas apiseptica) adi verilen
bakteriler tarafindan olusturulan ergin bal aris1 hastaligidir. Pseudomonas apiseptica
Gram (-) ve spor olusturmayan bir bakteridir (Shimanuki ve Knox 2000). Bu bakteri
dogada nemli topraklarda, bitkilerde, durgun su ve batakliklarda bulunmaktadir.
Pseudomonas apiseptica ¢esitli yollarla armin solunum (trake) sistemine, buradan da
kan sivisina gecerek hastalik yapar. Hastalik havasiz ve yiiksek oranda nem bulunan
kovanlarda goriilmektedir. Ayrica yogun yapay yemleme, olumsuz hava kosullari,
petek 6rme stresi ve varroa zararmin baslamasi gibi nedenlerle olusan stres faktorleri
septisemiye duyarliligi arttirmaktadir (Tutkun ve Bosgelmez 2003, Geng ve
Dodologlu 2002). Hastalik armin her li¢ gelisme doneminde de goriiliir. Hastaliga
yakalanan arilar kisa siirede oliirler. Oliimler daha ¢ok bulasmadan sonra 20-36.
saatlerde olur. Saglikli arilarda kan rengi solgun sarimtirak renkte veya amber
rengindeyken, hasta arilarda kan rengi elma-kahverenginden tebesir beyazina
dontistir. Hastaligin en belirgin belirtisi kaslarin dejenere olmasidir. Bu ylizden 6li
arilar1 elle tutmak imkansizdir. Elle tutuldugunda arilarin bacak, kanat, bas, gogiis ve
karmlar1 hemen ayrilmaktadir (Oder 1983). Septisemiye karsidayamkli herhangi bir
ar1 k1 veya hatt1 bilinmemektedir. Hastaligin tedavisi i¢in de herhangi bir yontem
gelistirilememistir. Ariligm kuru, temiz, glines alan yerlerde kurulmasi, gerekli
beslemelerin yapilmasi ve arilarda stres olusturan faktorlerin ortadan kaldirilmasiyla

hastaliktan korunulmus olunur.

1.9. Bakterilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Yontemler

1.9.1. Niimerik Taksonomi

Niimerik taksonomi veya bilgisayar destekli taksonomi, karakterlerle sekillendirilen
taksonomik birimlerin (OTU; Operational Taxonomic Unit) niimerik yontemlerle

siniflandirilmasi1 anlamina gelmektedir (Sneath ve Sokal 1973).

Niimerik olarak kodlanan ve birer karakter olarak ifade edilen veriler i¢in ¢esitli
matematiksel yontemlerin uygulanmasi ve organizmalarin kapsamli benzerligine

dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle dendrogramlar seklinde iligkilerin ortaya



konmasidir (Manfio 1995). Bu smiflandirma pek c¢ok arastirict tarafindan bakteri
sistematiginde uygulanmaktadir (Sneath ve Sokal 1973, Sneath 1978, Goodfellow ve
Dickinson 1985, MacDonell ve Colwell 1985, Sackin ve Jones 1993).

Bu smiflandirmada mikroorganizmalarin bir¢ok o6zelligi ile ilgili bilgiler sayisal
analiz i¢in uygun bir sekle doniistiiriilmekte ve sonra bir bilgisayar yardmm ile
kargilastirilmaktadir. Ortaya ¢ikan smiflandirma, her birine esit agirlik verilmis
bircok Ozelligin  karsilastirilmas1  ile  degerlendirilen genel benzerliklere
dayanmaktadir. Bu yontem kullanilarak dogru ve giivenilir bir siniflandirma i¢in; en
az 50, ideal olarak 100-200 adet morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik verilerden

olusan karakter karsilastirilmalidir (Sackin ve Jones 1993, Johansson 1999).

NT olarak ifadelendirilen niimerik taksonomi fikri ilk 1957°de Sneath tarafindan
kullanilmistir (Sneath 1957a, 1957b). Niimerik taksonomi; siniflandirmanin temel
aldig1 Adanson prensiplerini esas alarak ¢ok sayida birim karakterlerin kullanildig:
yliksek bilgi icerir ve bu smiflandirma pek c¢ok arastirici tarafindan bakteri
sistematiginde ve Streptomyces sistematik calismalarinda uygulanmistir (Sneath ve
Sokal 1973, Sneath 1978, Goodfellow ve Dickinson 1985, Macdonell ve Colwell
1985, Sackin ve Jones 1993). Bu smiflandirmanin ilk hedefi, her bir bakteriyal susu,
morfolojiden biyokimyasal, beslenmeden fizyolojik 6zelliklerine kadar tiim farkli
safhalardan elde edilen fenetik verileri kullanarak homojen gruplar haline

getirmektir.

Niimerik taksonomi c¢alismasinda biitiin testlere tabi tutulacak sus setini; belirlenen
habitattan izole edilen izolat suslar, uluslararasi olarak kabul edilen tip 6rnekleri ve
kodlanmis referans suslar ve duplike suslar olusturur. Duplike suslar, testlerin
giivenilirligini kontrol etmek i¢in, kullanilan OTU sayisinin %10°’nu kadar rastgele

segilen suglardir (Priest ve Austin 1993, Logan 1994, Goodfellow 1995).

Niimerik taksonomi c¢alismasinda kullanilacak karakterlerin se¢imi oldukca
onemlidir. Test seciminde 6nemli olan; ¢evresel faktdrlerden etkilenmeyen, tek gen
ya da operonun ekspresyonunu temsil eden karakterlerin kullanilmasidir. Boyle
karakterler stabil oldugu i¢in giivenilir dogal siniflandirmalar elde edilebilir. Pratikte,
organizmalarin miimkiin oldugu kadar ¢ok, biyolojik yonlerini temsil eden bir seri

test kullanmak gerekir. ideal bir liste; koloni ve mikromorfoloji verilerini, gelimse



karakterlerini, biyokimyasal testleri, inhibitor ajanlarin etkisini, enerji ve gelisme igin
tek karbon kaynagi bilesikleri, serolojik, kemotaksonomik ve molekiiler genetik
bilgileri igermelidir. Amag; taksonlar arasindaki akrabalik iligkilerini gdsterecek veya
farkliliklar1 belirleyecek yeterli bilgiyi elde etmektir. Bu nedenle, gereksiz testlerden
kacinilmalidir ki; bu testler, calismada kullanilan OTU’ler i¢in tiimiiyle pozitif veya
tiimiiyle negatif olarak degerlendirilen testler olup, taksonomik ¢alismada ayirt edici

Ozellige sahip degildir (Priest ve Austin 1993).

Bilgisayar analizleri i¢in testler formata uygun bir sekilde kodlanir. Genel olarak,
pozitifsonuglar i¢in (1) veya (+), negatif sonuglar i¢in (0) veya (-) seklinde kodlama

yapilir.
1.9.2. Yag Asitleri Profillerine Gore Bakterilerin Tanis1 ve Karakterizasyonu

Yag asitleri, hidrokarbon [CH3-(CH),-COOH] yapisinda olan, tek veya dallanmis
zincire sahip mikromolekiillerdir. Yapilarindaki farklilik dikkate alindiginda yag
asitleri, tek zincirli yag asitler ve dallanmis yag asitleri olmak iizere iki gruba
ayrilabilir. Biyolojik sistemlerde tek zincirli yag asitleri olduk¢a yaygindir. Fakat
prokaryotik hiicrelerde dallanmis zincir olusturan yag asitlerine de sikca rastlanir.
Yag asitleri; i¢erdikleri karbon atomlarinin sayisina, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift
bag sayisina, hangi karbon atomlar1 arasinda cift bag olduguna ve karbonlarin
hidrojen atomlar1 tarafindan doyurulmus olup olmamalarina gore farkli isimler
alirlar. Prokaryotik hiicrelerde bulunan yag asitlerindeki karbon sayis1 9-20 arasinda

degisir (Sahin 2003).

Genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin hiicrelerindeki yag asitlerinin sayisi,
cesitliligi ve yiizde olarak miktarlar1 (yag asitleri profilleri) aynidir ve ¢evre sartlari
ayni oldugu siirece degismez. Yag asitleri profillerindeki farkliliklar ise dolayl
olarak mikroorganizmalar arasindaki genetiksel farklilig ifade etmektedir. Bu
nedenle  kiiltiir ~ ortaminda  (standart suni  besiyerlerinde) cogalabilen
mikroorganizmalarin  gerek tanis1 gerekse taksonomik smiflandirilmasinin
saptanmasi i¢in yag asitleri profillerinin kullanilabilecegi bir¢ok bilimsel ¢aligma ile

ispatlanmustir (Sahin 2003).

Mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda (stoplazma ve hiicresel membralarda)

fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yag asitlerini, sayisina,



cesidine ve yiizde olarak miktarlarina gore tanilayan sistem 1985 yilinda
gelistirilmistir (Miller ve Berger 1985). Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS)
olarak isimlendirilen bu yontem, bilgisayar kontoliinde ¢aligmakta olup, gaz
kromotografisi, bu kromotografiyi besleyen gaz tanklari (hidrojen, azot ve hava),
bilgisayar tinitesi, bilgisayar linitesiyle uyumlu ¢alisan kiitiiphaneler ve yazici olmak
iizere bes kisimdan meydana gelmektedir (Lelliot ve Stead 1978). Anaerobik ve
aerobik bakteriler, aktinomisetler, maya ve gelismis funguslar bu sistem sayesinde
kolaylikla ve ¢ok kisa siirede tanimlanabilmektedir (Miller ve Berger 1985, Sasser
1990, Dunfield ve ark. 1999, Buyer 2002).

1.9.3. Metabolik Enzim Profilleri ve Biyokimyasal Ozelliklerine Gore

Bakterilerin Tanimlanmasi

Karbonhidratlar yapt ve depo molekiili olup, enerji kaynagidirlar.
Mikroorganizmalarm, ¢esitli karbon kaynaklarmni enerji kaynagi olarak kullanma
ihtiyacinda gosterdigi farkliliklar, tan1 ve karakterizasyonda kullanilabilmektedir.
Bakteriler hayatlarini slirdiirmek icin biyoenerjiye ihtiya¢ duymakta ve disardan
aldiklar1 karbon kaynaklarmi metabolik enzimlerle parcalayarak biyolojik enerjiye
donitistiirmektedirler. Mikroorganizmalarin farkli karbon kaynaklarini (basit sekerler,
alkoller, aminoasitler, deterjanlar, aminoasit benzeri molekiiller) kullaniminda
gosterdikleri farkliliklar metabolik profil olarak adlandirilmaktadir ve profildeki bu
farklilik sahip olduklar1 metabolik enzim c¢esitliligine bagl olarak degiskenlik
gostermektedir (Black ve Sweetmore 1994, Gamo ve Shoji 1999).
Mikroorganizmalari tasidigi bu enzim farkliligi ise onlarim familya diizeyinden
baslayip alt tiir seviyesine kadar devam etmektedir (Konopka ve ark. 1998, Yilmaz
2004). Mikroorganizmalarin arasindaki metabolik farkliliklar1 saptamak i¢in farkl
teknikler kullanilmaktadir.

Giliniimiizde VITEK® 2 kullanilarak tanimlama yapilmaktadir. Bu sistemin temeli,
sistemde referans organizmalar ile dogal organizmanin biyokimyasal Ozellikleri

bakimindan karsilastirilmasi esasina dayanar.

VITEK® 2 sistemi floresan temelli yeni bir teknolojiyi kullanmaktadir. Sistemde s1v1

diliisyon bazli Gram negatif, Gram pozitif, maya ve kiif gibi organizmalarin



tanimlanmalarimi saglayan 64 tane kuyucuklu kart kullanilmaktadir (Verweij ve ark.
1999, Pincus 2002).

Gram-Negatif identifikasyon kart1 (GN) VITEK® 2 System ile birlikte bir¢ok klinik
olarak anlamli fermantasyona yol acan ve fermantasyona yol agmayan Gram-negatif
basilin otomatik identifikasyonu i¢in tasarlanmistir. VITEK® 2 GN identifikasyon
karti1 atilabilen, tek kullanimlik bir malzemedir. GN karti, karbon kaynag1 kullanima,
enzimatik aktiviteler ve direnci 6l¢cen kanitlanmis biyokimyasal yontemlere ve yeni
gelistirilen substratlara dayanir. 47 adet biyokimyasal test ve bir negatif kontrol
kuyucugu mevcuttur. Dekarboksilaz Negatif Kontrol Kuyucugu Dekarboksilaz test
kuyucuklar1 i¢in baz ¢izgisi referansi olarak kullanilir. Kesin sonuglar yaklagik 10

saat ve daha kisa siire i¢inde elde edilir.

Bacillus identifikasyon kartt (BCL) kanitlanmis biyokimyasal yontemlere ve yeni
gelistirilen substratlara dayanir. Karbon kaynagi kullanimi, inhibisyon direnci ve
enzimatik aktiviteleri dlcen 46 biyokimyasal test mevcuttur. Kesin identifikasyon

sonuglar1 yaklasik 14 saat i¢inde elde edilir.

Gram pozitif identifikasyon kart1 (GP) kanitlanmis biyokimyasal yontemlere ve yeni
gelistirilen substratlara dayanir. Karbon kaynagi kullanimi, enzimatik aktiviteler ve
direnci Olgen 43 biyokimyasal test mevcuttur. Kesin identifikasyon sonuglar yaklasik

sekiz saat ve daha kisa siire i¢inde elde edilir.

1.10. Mikroorganizmalarin Insektisidal Etkilerinin Belirlenmesi

Boceklerden izole edilen mikroorganizmalarin, izole edildikleri bocek iizerinde

patojenik bir etkiye sahip olup olmadiklar1 virulans testleriyle belirlenir.

Bu testler icin bocegin biyolojisi gz Oniinde tutularak yasayabilecekleri uygun
ortamlar hazirlanir ve saglikli bocekler kullanilir. In vitro sartlarda {iretilebilen
mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri hazirlanir ve uygulanir. In vitro olarak
iretilemeyen virilisler, protozoalar ve diger mikroorganizmalarin enfeksiyon
numunesi, 0lii ve hastalikli boceklerden elde edilir. Boceklerin enfeksiyonu igin
birgok metot bilinmektedir. Bu metodlar; besin i¢inde enfeksiyon, kiitikula i¢ine

enfeksiyon, agiz ve cevresi igine enfeksiyon, mikroorganizmalar1 oral ve anal



acikliklar iizerine yerlestirmek, mikrobesleme ve mikroinfeksiyon seklinde

siralanabilir (Lipa 1975).

Viriilans testleri (biyoassay) siiresi, uygulanan mikroorganizmaya gore degisiklik
gostermektedir. Bakteriler ve virlisler gibi mikroorganizmalarin virulans testlerinin
genelde 5-10 giin siirdiriiliirken, boceklerde kronik enfeksiyonlar olusturan
protozoalarin virlilans testleri birka¢ ay siirdiiriilebilir. Virulans testleri sirasinda,
diger 6liim nedenlerinin sonuglarindan, mikroorganizmalarin neden oldugu 6liimleri
ayirmak i¢in, Oli boceklerin diseksiyonu yapilmali ve gercek oliim nedeni

aragtirilmalidir (Lipa 1975, Lacey 1997).

Yapilan virulans testlerinin sonuglari, istatistiksel metotlar kullanilarak matematiksel
olarak ifade edilir. Bu amag¢ i¢in kullanilan bir¢ok metot bulunmaktadir. Bunlardan
en yaygin olarak kullanilan1 Abbott Formiiliidiir (Abbott 1925) tarafindan gelistirilen

bu yontem su sekilde formiile edilebilir;

(%) Oliim orani= Toplam 8liim oran1 (%)-Kontrol grubundaki $liim orani (%

(%) 100-Kontrol grubundaki 6liim orani



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Boceklerin Toplanmasi icin Arazi Calismalan

2.1.2. Cahisma Alanlarimin Belirlenmesi

Bu tezde caligma alani, Tiirkiye’de ariciligin daha yogun yapildig1 ve 6zellikle smir
illeri basta olmak tizere tiim tilkemizi temsil edebilecek onemli iller dikkate alinarak
belirlendi (Sekil 2.1.). Yapilacak arazi caligmalari ile bu illerden tez siiresince
kullanilacak saglikli ve olii melez Kafkas ki bal arilar1 (A. mellifera L.) Ordu

Aricilik Enstitiisii tarafindan toplanarak temin edildi.
2.1.3. Orneklerin Alinmasi

Bu calismada on dort (Ardahan, Antalya, Artvin, Balikesir, Edirne, Hakkari, Izmir,
Kirklareli, Kirikkale, Mersin, Mugla, Nigde, Ordu ve Yalova) ilden Ekim-Kasim
2013 tarihleri arasinda toplanan canli ve 6lii bal arilar1 (A. mellifera L.) steril tiiplere
konularak laboratuara getirildi ve laboratuar kodlar1 verildi. Toplanan bal arilari
orneklerinden bakteri izolasyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Arilarin

laboratuar kodlar1 ve lokaliteleri Cizelge 2.1.’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Tiirkiye nin Farkli illerinden Toplanan Bal Arilarinin Lokaliteleri



Cizelge 2.1. Caligmada Kullanilan Bal Arilarinin Laboratuvar Kodu ve Lokaliteleri

Laboratuar  Tiirii Lokalite Say1
Kodu

01 Apis mellifera L. Ardahan 100
02 Apis mellifera L. Artvin 100
03 Apis mellifera L. Antalya 100
04 Apis mellifera L. Balikesir 100
05 Apis mellifera L. Edirne 100
06 Apis mellifera L. Hakkari 100
07 Apis mellifera L. [zmir 100
08 Apis mellifera L. Kirklareli 100
09 Apis mellifera L. Kirikkale 100
10 Apis mellifera L. Mersin 100
11 Apis mellifera L. Mugla 100
12 Apis mellifera L. Nigde 100
13 Apis mellifera L. Ordu 100
14 Apis mellifera L. Yalova 100
2.2. Yontem

2.2. 1. Mezofilik Bakteri izolasyonu

Toplanan bal arilar1 6rneklerinden canli olup saglikli olmayan ve 6lii olan bal
arllarindan bakteri izole etmek iginayr1 ayr1 her bir ilden en az 10 tane bal arisi
secilip steril tiiplere konuldu. Tiplere konulan bal arilarinin yiizey sterilizasyonu
%70’lik alkolle yapild1 (Poinar ve Thomas 1978). Yiizey sterilizasyonundan sonra
aseptik sartlarda bal arilar1 iki kez verimsiz saf suyla yikandi. Tiplere 10 mLsteril saf
su ilave edildi ve arilar saf su igerisinde homojen hale gelene kadar ezildi. Bu islem
bittikten sonra Nutrient Agar (Merck) tizerine 100 pL ilave edilerek yayma plaka
ekimi yapild1. Steril tiip igerisinde kalan homojen karigim Bacillus tiirleri izole etmek
icin 80°C’de bir saat bekletildi ve Nutrient Agar (Merck) tlizerine 100 pL ilave
edilerek yayma plaka ekimi yapildi ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakild: (Sekil
2.2.)
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Yiizey sterilizasyonu (%70 Etanol) ve 2 kez steril saf su
ile yikama (Poinar ve Thomas, 1978)

{ 10 ml steril saf su
S
: Bacillus tirleri izole etmek
icin 80°C’de Inkiibasyon

Homojenizasyon -

1, 100u1

. Yayma Plaka Ekimi

37°C’de 24 saat Inkiibasyon

N

Koloni segimi

Sekil 2.2. Mezofilik Bakteri Izolasyonu

2.2.2. Saf Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Inkiibasyon sonunda Nutrient Agar (Merck) iizerinde olusan koloniler, koloni
morfolojisi ve rengine gore ayirtedilerek birbirinden farkli olanlar segildi. Secilen
kolonilerin ¢izgi ekim yontemi ile Nutrient Agar lizerine ekimi yapilarak saf
kiiltiirleri elde edildi ve izolatlara laboratuar kodu verildi. izolatlarin laboratuar

kodlar1 ve temin edildikleri iller Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.



Cizelge2.2. Izolatlarin Laboratuvar Numarasi ve Temin Edildikleri Il

izolat Laboratuar iller

No:

DEO001 Ordu
DEO002 Ordu
DEOQ03 Kirikkale
DEOQ004 Balikesir
DEOQ05 Balikesir
DEO006 Ardahan
DEQO07 Ardahan
DEQ08 Balikesir
DEOQ09 Artvin
DEOQ10 Artvin
DEO11 Artvin
DEOQ13 Edirne
DE014 Kirklareli
DEO015 Yalova
DEO016 Nigde
DEOQO17 Hakkari
DEOQ18 Edirne
DEOQ19 [zmir
DEO020 Mersin
DEO21 Antalya
DEQ022 Ordu
DE023 Hakkari
DE024 Hakkari
DE025 Ardahan
DEO026 Kirklareli
DE027 Mersin
DEO028 Mugla
DE029 Nigde
DEO030 Antalya
DEO031 [zmir




2.2.3. Saf Kiiltiirlerin Stoklanmasi

Secilen izolatlarin uzun siireli muhafazasi i¢in Nutrient Broth’la (Merck) hazirlanan
%20’lik gliserol stoklar cryo tiiplerine 1.5 mL konularak 121°C’de 15 dakika
otoklavlandi. Sterilizasyon isleminden sonra Nutrient Agar’daki taze saf kiiltiirler

steril 6ze yardimiyla cryo tiiplere inokiile edildi ve -20°C’de muhafaza edildi.

2.2.4. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Basit Boyama

Bal arilarindan elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaci ile ilk
olarak basit boyama yapildi. Boyama igin her bir izolat Nutrient Agar (Merck)
besiyerine ekildi ve 37°C’ye ayarh etiivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan
sonra kiiltiirlerden bakteriyal smear hazirlandi1 ve alevden gecirilmek sureti ile tespit
edildi. Daha sonra kristal viyole boya soliisyonu ilave edilip 1-2 dakika sonra, ddH,O

ile yikanip mikroskop altinda incelendi (Benson 1985).
2.2.4.2. Gram Boyama

Gram boyama icin her bir izolat Nutrient Agar besiyerine ekildi ve 37°C’ye ayarh
etiivde 16-24 saat inkiibasyona birakildi. Bakteriyal smear hazirland1 ve alevden
gegirilerek tespit edildi. Gram Boyama i¢in Merck marka Gram boyama Kiti
kullanildi. Hazirlanan smear 1 dakika kristal viyole ile muamele edilerek ddHO ile
yikandi. Kurumasi beklenmeden 3 dakika lugolle muamele edildi ve alkolle yikandi.
Daha sonra renk kaybini durdurmak i¢in hemen ddH,O ile yikandi. 30-60 saniye
safraninle muamele edildi ve tekrar ddH,O ile yikandi. A¢ik havada kurutulduktan
sonra mikroskop altinda incelenmeye alindi. Pembe renge boyanan hiicreler Gram
negatif, mor renge boyanan hiicreler ise Gram pozitif olarak kaydedildi (Cappuccino
ve Sherman 1992).

2.2.4.3. Endospor Boyama

Her bir izolat T3 besiyerine ekildi (Bozlagan ve ark. 2009) ve 48-72 saat 37°C’ye
ayarli etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan bakteriyal smear
hazirlanip alevden gecirilerek tespit edildi. Hazirlanan smearlar filtre kagidi ile
kapatilarak, malasit yesili ile 5 dakika boyunca su buhar1 iizerinde boyandi ve ddH,0

ile yikandi. Yikama isleminden sonra 30—-60 saniye boyunca safranin ile muamele



edilip tekrar ddH,O ile yikanarak agik havada kurutuldu ve mikroskop altinda

incelendi (Cappucino ve Sherman 1992).
2.2.4.4. Koloni Morfolojisinin Belirlenmesi

Saflastirilan izolatlar Nutrient agar {izerine ¢izgi ekim yontemiyle ekildi ve 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakildi. Sonuglar koloni rengine, kenarina gore degerlendirildi

(Saygil ve ark. 20006).

2.2.4.5. Hareket Testi

Taze kiiltliri hazirlanan bakteriler, Nutrient Broth (Merck) ve %0.5’lik agardan
hazirlanan 5 mL’lik yar1 kat1 besiyerine igne uglu 6ze ile inokiile edildi. 37°C’de 2
giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, inokiilasyon cizgisi boyunca
ireme var ve dallanma yoksa mikroorganizma hareketsiz olarak kaydedildi. Eger
inokiilasyon ¢izgisinin etrafina dogru bir lireme varsa bu organizmalar hareketli

olarak kaydedildi (Tittsler ve Sandholzer 1936).
2.2.4.6. MacConkey Agar

Besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlar1 ve kristal viyole Gram pozitif refakatci
floray1 baskilar, pH indikatorii olan neutral red laktozun kullanildigin1 ya da
kullanilmadigmi gosterir. 35-37°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda laktoz negatif

bakteriler renksiz koloniler yaparken, laktoz pozitif olanlarin kolonileri kirmizi o lur.

Taze organizmalar hazirlanan MacConcey Agar iizerine ekildi ve 37°C’de 1-2 giin

inkiibasyona birakild1.
2.2.4.7. Mannitol Salt Agar

Klinik ve Klinik olmayan kaynaklardan stafilokoklarin mannitol fermantasyonu ile
izolasyonu ve ayristirilmasinda kullanilan standart bir formiilasyondur. izolatlarda
stafilokok tiirlerinin bulundugunu saptamak igin 48-72 saatlik inkiibasyon siireleri
onerilmektedir (Bannerman 2003). Etrafi sar1 renkle c¢evrili olan koloniler de

mannitol pozitiftir.

Organizmalar hazirlanan Mannitol Salt Agar iizerine ekildi ve 37°C’de 1-2 giin

inkiibasyona birakildi.



2.2.5. Bakteriyal Izolatlarin Ozelliklerinin VITEK® 2 Advanced Colorimetry™
Sistemiyle Belirlenmesi

Izolatlarm Nutrient Agara ekimi yapildi ve bir giinliik inkiibasyon sonrasinda
biyokimyasal ozelliklerin belirlenmesi icin VITEK®2Advanced
Colorimetry™(Biome’rieux) cihazi kullanildi. Bu islem sirasinda izolatlarin taze
olmasina dikkat edildi. izolatlar i¢in Gram-Negatif (GN), Bacil (BCL) ve Gram-
Pozitif (GP) kartlar kullanildi. GN kart kuyucuk igerikleri Cizelge 2.3.te, GP kart
kuyucuk igerigi Cizelge 2.4.de ve BCL kart kuyucuk igerikleri Cizelge 2.5.’de

verilmistir.

Sekil 2.2. Calismada kullamlan VITEK® 2 Sekil 2.3. VITEK®2  Advanced
Advanced Colorimetry™ Colorimetry™  (Biome’rieux)
(Biome’rieux) cihazi cihazinda kullanilan kartlar

3 ml steril salin (su igerigi %0.45 ile %0.50 NaCl, pH 4.5 ile 7) saydam plastik
(polistiren) test tiipiine (12 mm x 75 mm) Gram negatifler i¢in aseptik olarak
aktarilldi. Hazirlanan salin tiipline Gram negatif organizmalar steril 6ze ile inokiile
edildi. Kalibrasyonu yapilmis bir McFarland cihazi kullanilarak yogunlugu
McFarland No: 0.50-0.63'e esdeger olan, homojen organizma siispansiyonunu

hazirlandi.

Gram pozitif organizmalar i¢in de ayn1 yontem kullanilarak yogunlugu McFarland

No: 0.50-0.63'e esdeger olan, homojen organizma siispansiyonunu hazirlandi.

Baciler i¢inde ayni yontem kullanilarak yogunlugu McFarland No: 1.80-2.20'ye

esdeger olan, homojen organizma siispansiyonunu hazirland.



Stispansiyon tiipleri ve kartlar kasete yerlestirildikten sonra kartlarin barkodlar1

okutuldu ve bilgisayara laboratuar kodlar1 girildi.

Bu islemden sonra kaset VITEK® 2Advanced Colorimetry™ cihazina yerlestirildi

ve kartlarin dolum igleminin gergeklesmesi beklendi.

Cizelge 2.3.Gram Negatif Kart Kuyucuk Igerikleri

Test Ammsatict  Test Animsatici
Ala-Phe-Pro APPA D-Mannoz Dmne
Arilamidaz

Adonitol ADO Beta-Ksilosidaz BXYL
L-Pirolidonil- PyrA Beta-Alanin Balap
Arilamidaz arilamidaz pna

L-Arabitol Larl L-Prolin Arilamidaz  ProA
D-Selobiyoz dCEL Lipaz LIP
Beta-Galaktosidaz BGAL Palatinoz PLE
H.S Olusumu H.S Tirosin Arilamidaz TyrA
Beta-N- BNAG Ureaz URE
AsetilGlikozaminidaz

Glutamil Arilamidaz  AGLTp D-Sorbitol dSOR
Pna

D-Glikoz dGLU Sakkaroz/Siikroz SAC
Gama-Glutamil- GGT D-Tagatoz dTAG
Transferaz

Fermantasyon/ OFF D-Trehaloz dTRE
Glikoz

Beta-Glikosidaz BGLU Sitrat (Sodyum) CIT
D-Maltoz dMAL Malonat MNT
D-Mannitol dMAN 5-Keto-Glukonat 5KG
L-Laktat ILATk Alfa-Glikosidaz AGLU
alkalilesmesi

Stikkinat SUCT Alfa-Galaktosidaz AGAL
alkalilesmesi

Beta-N-Asetil- NAGA Fosfataz PHOS
Galaktozaminidaz

Glisin Arilamidaz GlyA Ornitin oDC
Lizin-Dekarboksilaz  LDC Dekarboksilaz

DekarboksilaZ Bazi ODEC L- IHISa
Kurmarat CMT Histidinasimilasyonu
0/129Direnci 0129R Beta-Glukuronidaz BGUR
(comp.vibrio.) Glu-Gli-Arg- GGAA
L-Malat IMLTa Arilamidaz

asimilasyonu ILATa Ellman ELLM
L-Laktat

asimilasyonu




Cizelge 2.4.Basil Kart: Kuyucuk Igerikleri

Test Ammsatict  Test Animsatici
Beta-KsilosidaZz BXYL D-Mannitol dMAN
L-Lizin Arilamidaz LysA D-Mannoz dMNE
L-Aspartat AspA D-Melezitoz dMLZ
Arilamidaz

Lo6sin Arilamidaz LeuA N-Asetil-D-Glikozamin  NAG
Fenilalanin PheA Palatinoz PLE
Arilamidaz

L-Prolin ProA L-Ramnoz IRHA
Arilamidaz

Beta-Galaktosidaz BGAL Beta-Glikosidaz BGLU
L-Pirolidonil- PyrA Beta-Mannosidaz BMAN
Arilamidaz

Alfa-Galaktosidaz ~ AGAL Fosforil Kolin PHC
Alanin Arilamidaz ~ AlaA Piruvat PVATE
Tirosin Arilamidaz ~ TyrA Alfa-Glikosidaz AGLU
Beta-N-Asetil- BNAG D-Tagatoz dTAG
Glikozaminidaz

Ala-Phe-Pro APPA D-Trehaloz dTRE
Arilamidaz

Siklodekstrin CDEX Inulin INU
D-Galaktoz Dgal D-Glikoz dGLU
Glikojen GLYG D-Riboz drRIB
Myo-Inositol INO Putresin asimilasyonu PSCNa
Metil-A-D- MdG %6,5 NaCl'de gogalma  NaCl 6.5%
Glukopiranosid

asitlesmesi

Ellman ELLM Kanamisin Direnci KAN
Metil-D-Ksilosid MdX Oleandomisin Direnci OLD
Alfa-Mannosidaz AMAN Eskiilin hidrolizi ESC
Maltotrioz MTE Tetrazolium Kirmizisi TTZ
GlisinArilamidaz GlyA Polimiksin_BDirenci POLYB_R




Cizelge 2.5.Gram Pozitif Kuyucuk Igerigi

Test Animsatici Test Anmmsatici
D-Amigdalin AMY Ureaz URE
FosfatidilinositolFosfolipazc PIPLC Polimiksin B POLYB
Direnci
D-Ksiloz Dxyl D-Galaktoz dGAL
Arginin dihidrolaz 1 ADH1 D-Riboz drRIB
Beta-Galaktosidaz BGAL L-Laktat ILATK
alkalilesmesi
Alfa-glikosidaz AGLU Lactose LAC
Ala-Phe-Pro Arilamidaz APPA N-Asetil-D- NAG
Glikozamin
Siklodekstrin CDEX D-Maltoz dMAL
L-Aspartat Arilamidaz AspA Basitrasin Direnci BACI
Beta-Galaktopiranosidaz BGAR Novobiosin Direnci  NOVO
Alfa-Mannosidaz AMAN %6,5 NaCl'de NC6.5
Cogalma
Fosfataz PHOS D-Manitol dMAN
Losin Arilamidaz LeuA D-Mannoz dMNE
L-Prolin Arilamidaz ProA Metil-B-D- MBdG
Glukopiranosid
Beta Glukuronidaz BGURr Pullulan PUL
Alfa-Galaktosidaz AGAL D-Rafinoz dRAF
L-Pirolidonil-Arilamidaz PyrA 0/129 Direnci 0O129R
(comp.vibrio.)
Beta-Glukuronidaz BGUR Salisin SAL
Alanin Arilamidaz AlaA Sakkaroz/Stikroz SAC
Tirosin Arilamidaz TyrA D-Trehaloz dTRE
D-Sorbitol dSOR Arginin Dihidrolaz =~ ADH2s
2
Optokin Direnci OPTO




2.2.6. Bakteriyal izolatlarin Yag Asidi Profillerinin Mikrobiyal identifikasyon
Sistemi (MIS) Kullanilarak Belirlenmesi

Sistem tiirlere 6zgili olan tiim yag asiti metil esterleri, dimetil asetil, aldehid gibi
bilesikleri yiiksek ayristirma O6zelligindeki gaz sivi kromotografisi vasitasiyla

tanimlar (Kiregci 2004).

Saf kiiltiir olarak -20°C’de muhafaza edilen izolatlarm yag asidi metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizi yapildi. Bilgisayar
kontrollii gaz kromotografisi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi (MIS)

kullanilarak kiiltiire alian 6rneklerin cins veya tiir seviyesinde tanis1 yapilda.
2.2.6.1. Yag Asiti Metil Esterlerinin Saflastiriimasi

[zolatlarin igerdikleri yag asitlerini saf olarak izole edebilmek i¢in 4 farkli ¢ozelti

kullanildz.

Cozelti 1: Saponifikasvon (Hiicre Parcalanmasi)

NaOH 45¢
Metil alkol 150 mL
Saf su 150 mL

Swrasiyla 150 mL metil alkol ve 150 mL saf su, 1 L’lik ¢ozelti sisesine ilave edilip ve
kat1 sodyum hidroksit ilave edilip ¢oziilene kadar karistirildi.

Cozelti 2: Metilasyon

HCI 325 mL
Metil alkol 275 mL

Metil alkol ve hidroklorik asit 1 L’lik ¢ozelti sisesinde iyice c¢oziilene kadar
karistirildi.

Cozelti 3: Saflastirma

Hekzan 200 mL

Meti-tert-butil eter 200 mL



Swrasiyla 200 mL Meti-tert-butil eter 200 mL hekzan iizerine ilave edilerek ¢ozelti

sisesi igerisinde ¢Oziiliinceye kadar karigtirildi.

Cozelti 4: Bazik vikama

NaOH 10.8¢g
Saf su 900 mL
10.8 g sodyum hidroksit, 900 mL saf su igerisinde iyice ¢oziildi.

Hazirlanan bu dort ¢ozelti ile izolatlarin yag asiti metil esterlerinin saflastirilmasi i¢in
izolatlarm Tripton Soy Agar (Oxoid) iizerine inokiilasyonu yapildi. Inkiibasyon
sonrasinda bakteri hiicreleristeril 6zeyle toplanarak 5 mL’lik steril cam test tiiplerine
aktarildi. Her bir tiipe 1 mL’lik ¢ozelti 1 ilave edildi. 5-10 saniye calkalandiktan
sonra 100°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletildi. Ardindan 5-10 saniye tekrar
calkalandiktan sonra tekrar 25°C’lik su banyosunda inkiibasyona birakildi.

Ikinci basamak olarak test tiiplerine 2 mL ¢dzelti 2 eklendi. 5-10 saniye ¢alkaladiktan
sonra 80°C’ de 10 dakika su banyosunda bekletildi. Bu islemden sonra 2 dakika buz
icerisinde bekletilip sogutuldu.

Uciincii basamakta sogutulmus tiiplere 1.25 mL ¢dzelti 3’den ilave edilecek 10

dakika hematoloji calkalayicisinda c¢alkalandi.

En son asamada her tiipe 3 mL ¢6zelti 4’den ilave edilecek 5 dakika calkalanip, 10
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu islemden sonra test tiiplerinin iist kisminda
olusan yag asidi metil esterleri pastor pipeti ile alinarak 2 mL’lik gaz kromotografisi
tiiplerine transfer edildi. Transfer isleminden sonra agizlar1 sikica kapatilip MIS
cihaz1 tizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirildi (Miller ve Berger 1985,
Ondendork ve Sasser 1995, Buyer 2002).



2.2.7. izolatlara Yapilan Tamamlayici Testler

VITEK® 2 Advanced Colorimetry™ cihazi ve MIS yontemiyle cins diizeyinde

tanimlanan bakterilerin tiir diizeyinde tiplendirmesinde Bergey’s Manual of

Determinative Bacteriology (Buchanan ve Gibbons 1974) kitabmin belirlenen cinsler

icin 6nerdigi tanimlayici testler (Cizelge 2.6.) uygulanmaistir.

Cizelge 2.6. Tamamlayici Testlerde Kullanilan Birim Karakterler

KARAKTER (Yow/v) KARAKTER (Yow/v)

A.BESINSEL B.DEGREDASYON

TESTLER TESTI

Temel Karbon ve DNA 1.0

Enerji

Kaynaklari

Karbonhidratlar: Tween 80 1.0

Monosakkaritler Tween 40 1.0

Pentoz-Aldoz Tween 20 1.0

L(+) Arabinoz 1.0 Kazein

D(+) Ksiloz 1.0 Nisasta 1.0

Heksoz-Aldoz Hipoksantin 0.4

D(+) Galaktoz 1.0 L-Tyrosin 0.5

Hekzoz-Ketoz

D(-) Fruktoz 1.0

Deoksi-Heksoz C.BIYOKIMYASAL
TESTLER

a-L(+)Rhamnoz 1.0 Aesculin hidrolizi 0.1

Disakkaritler Nitrat rediiksiyonu 0.1

D(+) Laktoz 1.0 Allantoin testi 0.33

Seker Alkoller Arbutin testi 0.1

D(-) Mannitol 1.0 Ureaz hidrolizasyonu

Polisakkaritler Jelatin hidrolizasyonu 10

Parafin 0.1 Katalaz testi

Temel  Azot ve Triple Sugar Iron Agar

Enerji Kaynaklari (TSI)

Aminoasitler Kligler Iron Agar (KIA)

L-Sistein 0.1 Metil red

L-iso-Leusin 0.1 Indol

L-Valin 0.1 Sitrat

L-Metionin 0.1 Voges-Proskauer

L-Serin 0.1 Hemoliz

L-Alanin 0.1 H,S Testi




Cizelge 2.6. Tamamlayici Testlerde Kullanilan Birim Karakterler (devami)

KARAKTER )

KARAKTER (%W/IV)

D.FiZYOLOJIK
TESTLER

pH’da Gelisme

pH: 4

pH: 9

pH:10

Sicakhiga Tolerans

+30°C

+37 °C

+40 °C

+44 °C

+50 °C

+55 °C

+60 °C

Kimyasal

inhibitorlerde

Gelisme

Demir 11 stilfat 0.1
Demir 11 stilfat 0.02
Bakar II Silfat 0.01
Sodium cloride 4
Sodium cloride 8
Sodium cloride 9
Sodium cloride 10
Sodium cloride 15

E.MORFOLOJIiK
TESTLER

Basit boyama

Gram boyama

Endospor boyama
Koloni morfolojisi
Koloni rengi

Hareket 4




2.2.7.1. Besinsel Testler
2.2.7.1.1. Temel Karbon Kaynaklarinda Gelisme

Organizmalarin, gelisme ve enerji gelisimleri i¢in farkli karbon kaynaklarmi kullanip
kullanmadig1 test edildi.%1’lik Fruktoz, %1’lik Galaktoz, %1’lik Ksiloz, %1’lik
Arabinoz, ve %1°lik Laktoz, %1°lik Mannitol, %1°lik Rhamnoz ve %0.1’lik Parafin
40 mL ddH;0 da ¢6ziildii ve 3 giin boyunca tindalizasyon teknigi ile steril edildi ve
steril edilmis Nutrient Agar igerisine aseptik sartlarda ilave edildi. Hazirlanan
besiyerlerine taze kiiltiirden organizmalar inokiile edildikten sonra 37°C’de 1-2 giin
inkiibasyona birakildi. %1°lik Glukoz ise pozitif kontrol olarak kullanild1 ve sonuglar

pozitif kontrole gore degerlendirildi.
2.2.7.1.2. Temel Azot Kaynaklarinda Gelisme

Organizmalarin, gelisme ve enerji gereksinimleri i¢in farkli azot kaynaklarini
kullanip kullanamadigi test edildi.%0.1’lik Prolin, %0.1’lik Valin, %0.1’lik
Metionin, %0.1°lik Alanin, %0.1’lik Isoleusin ve %0.1° lik Sistein uygun miktarda
40 mL ddH,O da ¢6ziildii ve tindalizasyon teknigi ile steril edildi. Tindalizasyon
sonucunda hazirlanip steril edilmis Nutrient Agar besiyeri icerisine aseptik sartlarda
ilave edildi. Hazirlanan besiyerlerine organizmalarin ekimi yapildi ve 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Sonuglar %0.1’lik L-asparagine ile hazirlanan besiyerindeki

organizmalarin liremelerine gore degerlendirildi.
2.2.7.2. Degredasyon Testleri
2.2.7.2.1. Kazein Degredasyonu

Kazein degradasyonu i¢in Crosley Skim Milk Agar (Oxoid) kullanildi. Hazirlanan
besiyerine organizmalarin ekimi yapildi ve 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda petri plagmin etrafinda ya da alt kisminda acik zon olusmussa

pozitif sonug olarak kaydedildi.
2.2.7.2.2. Nisasta Degredasyonu

Nisasta degredasyon testi i¢in %1°lik nisasta kullanildi. Uygun miktarda ayarlanan
nisasta 20 mL saf su igerisinde ¢oziiliip, Nutrient Agar’a ilave edildikdikten sonra
121°C°’de 15 dakika otoklavlandi. Hazrrlanan besiyerine organizmalarin

inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon



sonrasinda Lugol’s iyodineriyigi petri lizerine ince bir tabaka olacak sekilde dokiildi
ve degerlendirme yapildi. Organizma etrafinda agik zon olusmussa pozitif sonug

olarak kaydedildi.
2.2.7.2.3. Hipoksantin Degredasyonu

Williams ve ark. (1983) tarafindan tanimlanmig metotlar kullanilarak belirlendi.
Degredasyon testi i¢in bazal ortam olarak Bennett’s Agar (Jones 1949) kullanildi.
Test i¢in %0.4°liik hipoksantin tindalizasyon yontemi ile steril edildi ve Benett’s
agara ilave edildi. Hazirlanan besiyerine organizmalarin ekimi yapildi ve 37°C’de 1-

7 glin inkiibasyona birakild1.
2.2.7.2.4. L-Tyrosin Degredasyonu

L-Tyrosin degredasyonu igin Williams ve ark. (1983) tarafindan tanimlanmis
metotlar kullanilarak belirlendi. Degredasyon testi icin bazal ortam olarak Bennett’s
Agar (Jones 1949) kullanildi. Degredasyon i¢in %0.5’lik L-Tyrosin tartildi ve
tindalizasyon teknigi ile sterilizasyon yapildi. Steril edilen L-Tyrosin aseptik
sartlarda hazirlanip steril edilen Bennett’s Agar igerisine ilave edildi. Hazirlanan
besiyerine organizmalrin ekimi yapildi ve 37°C’de 1-7 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda etrafinda ya da altinda agik zon olugsmussa pozitif sonug

olarak degerlendirildi.
2.2.7.2.5. DNA Degredasyonu

1 litre de 2 g DNA olacak sekilde 6l¢iim yapildi ve tindalizasyon teknigi ile steril
edildi. Besiyeri olarak Tripton Soy Agar (Oxoid) kullanildi ve aseptik sartlarda
DNA, besiyeri igerisine ilave edildi. Organizmalar besiyerine inokiile edildi ve
37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 1 N’lik HCI petri

ylizeyine dokiildii ve petride agik zon olusmasi pozitif sonug olarak kaydedildi.
2.2.7.2.6. Tween Degredasyonu

Tween sorbitoliin polioksiakilen tiirevi suda ¢oziinebilir, yliksek molekiiler agirhiga
sahip yag asidi esterlerinin homolog serilerindendir ve spesifik esterazlarm tespitinde
kullanilmaktadir. Test organizmalar1 tarafindan liretilen esterazlar Tween’deki ester

baglarini hidrolize ederek serbest yag asitleri agiga ¢ikmasina sebep olur. Yag asitleri



de ortamda bulunan kalsiyum iyonlar1 ile birleserek karakteristik beyaz kristaller

olarak ¢oziilerek, ¢oziinmeten kalsiyum tuzlarini olustururlar.

Tween degradasyonu i¢in %1°lik Tween 80, Tween 40 ve Tween 20 kullanildi. Her
biri 40 mL ddH;O igerisinde ¢oziildii ve tindalizasyon teknigi ile steril edildi.
Besiyeri olarak Sierra besiyeri (Sierra 1957) kullanildi. Tindalizasyonu yapilan
Tweenler besiyeri icerisine aseptik sartlarda ilave edildi ve 37°C’de 1-2 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda petride saydam olmayan beyaz bir

halka olustugunda sonug pozitif olarak kaydedildi.
2.2.7.3. Biyokimyasal Testler
2.2.7.3.1. Aesculin Testi

Aesculin hidrolizi; 5 mL’lik deney tiiplerinin her birine 2 mL, aesculin (%0.1 w/v)
ilave edilmis Korn-Wendisch ve Kutzner’in 1992°de tanimladigi besiyeri
kullanilarak belirlendi. Aesculin igcermeyen bazal besiyerleri de negatif kontrol
tiipleri olarak kullanildi. Inkiibasyonu 37°C’de yapilmis tiipler 2 giin sonunda
incelendi. Besiyerinin kararmasi pozitif sonug¢ olarak kaydedildi. Negatif kontrol
besiyeri sayesinde renk degisikliginin kahverengi/siyah eriyebilir pigmentlerin

olusumundan dolay1 olup olmadigindan emin olundu.

Aesculin hidrolizi karakteristik siyahimsi pigment olusturmak {izere besiyerindeki

demir iyonlar1 ile kompleks olusturan 6,7-dihydroxycoumarin olusmasina sebep olur.

HO A0~ 2° CH;OH
LH’—}-(F) .'l'\\'v’”\-\:f" 0 ~
'/ OH N _— OH 0 0 OH
HO 3 48 oH OH
) H,O OH +
Aesculin Glukoz 6,7- Dihdyroxycoumarin

Aesculin Aesculus hippocastanum’dan elde edilen bir glikozit (CsH1609) olup,

hidroliz reaksiyonu yukaridaki sekilde gdsterilmistir.
2.2.7.3.2. Allantoin Testi

Allantoin hidrolizi (%0.33, w/v) i¢in hazirlanan besiyeri deney tiiplerine 2 mL olacak

sekilde konuldu. Besiyeri igeren tiiplere taze kiiltiirden ekim yapilacak ve 37°C de 2



giin boyunca inkiibasyona birakildi. Aktif enzim {iretimi inokiilator vasitasiyla
belirlenen bir alkalin reaksiyona sebep olur. indikatdér olarak reaksiyon sonunda
saridan parlak giil kirmizismma renk degisikligi gosteren fenol red kullanildi
Inkiibasyon sonrasi parlak giil kirmizis1 renk olusumu pozitif (+) sonug olarak
kaydedildi (Gordon 1968). Pozitif allantoin sonucu iki hidrolitik enzimin varhigmi
gosterir. Bu enzimlerden biri allantoini allantoik asie ¢evirir.

N
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Allantoin H,O Allantoik asit
Diger enzimde allantoik asidi, iire ve glikooksalata cevirir.
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Allantoik asit Ure Glikooksalat
2.2.7.3.3. Arbutin Testi

Arbutin hidrolizi (%0.1 w/v; hydroxyquinone-p-glucopyranoside) Korn-Wendisch ve
Kutzner’in 1992°de tanimladigi besiyeri kullanilarak belirlendi. Test sonuglari

37°C’de 2 giinliik inkiibasyon sonrasinda siyah renk olan besiyeri pozitif sonug
olarak kaydedildi.

Arbutin hidrolizi bir hidrolaz enzimi ile katalizlenir.

CHeOH CHOH

: ) Ity O O H
r'.. oM > = OH
w0 Sy ———» OH OH
) OH — HgO OH + O H
Arbutin Glukoz Hydroxyquinone

Arbutin hidrolizi, arbutinin bir hidrolaz enzimi tarafindan katalizlenmesi sonucunda
aciga ¢ikan hydroxyquinonenun, besiyeri ortamindaki demir iyonlar: ile kompleks

olusturarak kahverengi-siyah renk olusturmasiyla karakterize edilir.



2.2.7.3.4. Nitrat Rediiksiyonu

Taze kiltirden, 2 mL %0.1’lik nitrat broth (Gordon ve Mihm 1962) iceren test
tiipiine organizmalar inokiile edildi ve 37°C’ de 7 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere esit hacimde nitrat rediiksiyon ayraglari

eklendi.

Sulfanilik asit, diazonyum tuzunu olusturmak icin nitrit ile reaksiyona girer,
naftilamin varliginda stabil red azo renk olusur. Renginde bu sekilde degisim olanlar
pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi. Renginde degisim olmayan tiiplere ise az
miktarda ¢inko tozu eklenip bir siire bekletildi. Bekledikten sonra renk kirmizi ise
sonu¢ negatif olarak kaydedildi. Eger renk degisimi olmamissa sonug pozitif olarak
kaydedildi. Cinko iyonlar1 (Zn"") aym reaksiyonu itrat rediiktaz enzimi gibi
katalizlemektedir.

NO3— nitrat rediiktaz NOZ- nitrit rediiktaz N2
Nitrat Nitrit Nitrogen(gaz)

2.2.7.3.5. indol Testi

Taze kiiltiirden 2 mL Pepton Water (Merck) besiyeri iceren tiiplere inokiile edildi ve
37°C’de 2 giin boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasmnda bakterilerin
triptofan amino asidini enzimatik hidrolize ugratarak indol olusturup olusturmadigi
gozlemlendi. Gozlem icin tiiplere 0.5 mL Kovac’s ayraci damlatildi. Ayirag
damlatildiktan sonra iistte olusan kirmizi halka pozitif sonug olarak, olusan sar1 halka

ise negatif sonug olarak kaydedildi (Apha 1995).
2.2.7.3.6. Metil Red Testi

Metil kirmizisi testi, besi yerinde bakterilerin glukozu fermente edip organik asit
olusturarak ortamim pH:4.4'lin altma diisiirme esasma dayanir. Bu test, bakterilerin
cins ve tiirlerinin ayirt edilmesinde kullanilir. Metil kirmizis1 testinde organik asitler
ortamin pH’in1 diisiirdiigiinden pH’daki bu diislisii belirlemek i¢in kiiltiire metil
kirmizis1 indikatori ilave edildi ve bu indikatér pH 6.2°de sar1, pH 4.2 ve altinda ise
kirmiz1 renk verdi. Metil Red testi 5 mL s1vi MR-VP besi yeri iceren test tiipiine

izolatlarin inokiilasyonu ile ger¢eklestirildi. 2 giinliik inkiibasyon sonucunda birkag



damla metil red damlatildi. Tiiplerde kirmizi renk goriilmesi pozitif olarak

degerlendirildi (Halkman 2005).
2.2.7.3.7. Voges-Proskauer Testi

Bu test, bakteri tiirlerini belirlemede kullanilir. Bazi bakteriler, glikozu pargalayarak
ndtral bir irlin olan aseton (asetil metil karbinol) olusturur. Aseton, potasyum
hidroksid (KOH) varliginda okside olarak diasetil meydana getirir. Bu iiriin ise alfa
naftol ile reaksiyona girdiginde kirmizi renk olusturur. 5 mL MR-VP (Merck)
besiyeri igeren test tiiplerine bakteri kiiltiiriinden ekim yapildi ve 37°C’de 2-7 giin
inkiibe edildi. Kiiltiire 0.6 mL VPI ayraci damlatildiktan sonra 0.2 mL VPII ayraci
damlatildi. Tiipler 1yice karistirildi ve havaya maruz kalmalar1 i¢in kapaklar1 agilarak
10-15 dk beklendi. Kirmizi renk olusumu pozitif, renk olusmamasi ise negatif olarak
degerlendirildi (Temiz 2000).

2.2.7.3.8. Sitrat Testi

Bu test organizmalarin sitrat1 karbon kaynagi ve amonyum tuzlarmi da nitrojen

kaynagi olarak kullanip kullanmadigini saptamak icin kullanilir.

Test i¢in besiyeri olarak Simmon’s Sitrat Agar (Merck) kullanildi. Hazirlanan
besiyeri tiiplere 2 mL olacak sekilde konuldu ve otoklavlandiktan sonra yatik agar
olacak sekilde sogutuldu. Hazirlanan besiyerine taze kiiltiirlerin inokiilasyonu yapild1
ve 37°C’ de 2 giin inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasmnda mavi renk olanlar

pozitif sonug, rengi degismeyenler ise negatif sonug olarak kaydedildi (Temiz 2000).
2.2.7.3.9. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test organizmalar i¢in jelatini hidrolize eden jelatinase enzim sentez yetenegini

Olcmede kullanilir.

Organizmalar 5 mL Tripton Soy Broth (Oxoid) ve %10’luk jelatin igeren test
tiiplerine inokiile edildi ve 37°C’ de 14 giin boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan 7 giin sonra tiipler +4°C” de 30 dakika bekletildi. 30 dakika
bekledikten sonra sivi olarak kalanlar pozitif sonug¢ olarak kaydedildi. Siv1 olarak
kalmayan test tiipleri ise 7 giin boyunca tekrar bekletildi. Bu siirenin sonunda

+4°C’de tipler tekrar kontrol edildi ve sivi olarak kalmayanlar negatif sonug olarak

kaydedildi (Clarke 1953).



2.2.7.3.10. Katalaz Testi

Bu test baz1 mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enziminin varligin1 saptamak

ve tanimlanmas1 amaciyla kullanilir.

Nutrient Agara (Merck) ekilmis mikroorganizmalarin 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda, temiz bir lam iizerine steril 6ze ile bir miktar alind1 ve taze hazirlanmig
%?3’lik H,0O; soliisyonundan birka¢ damla damlatildi. Soliisyon damlatildiktan sonra
gaz kabarcig1 olusursa pozitif sonu¢ olusmamigsa negatif sonug olarak kaydedildi

(MacFaddin 2000).
2.2.7.3.11. KIA (Kligler Iron Agar) Testi

Test icin Oxoid’in hazir KIA besiyeri kullanildi. Hazirlanan besiyeri 2 mL tiiplere
konulduktan sonra otoklavda steril edildi ve yatik agar seklinde hazirlandi.
Besiyerine organizmalarin inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon sonrasinda sar1 renk olusumu asidik {iriin olustugunu ve glukoz
ve laktozun fermente edildigini, siyah renk olusumu H,S varligni, kirmizi renk
olusumu alkalin iirlin olustugunu ve laktoz ve glukozun fermente edilmedigini, test
tiiplinlin dip kismi sar1 ylizeyi kirmizi oldugunda ise organizmalarin sadece glukozu

fermente edebildigini géstermektedir (Kligler 1917).
2.2.7.3.12. TSI (Triple Sugar Iron Agar) Testi

Bu testle organizmalarin glukoz, siikroz ve laktozu fermente edip edemedigini

gozlemlemek amaciyla yapildi.

Besiyeri olarak TSI besiyeri (Difco) kullanild1 ve her bir tiipe 2 mL olacak sekilde
konuldu. Besiyeri steril edildikten sonra yatik agar olacak sekilde sogutuldu.
Hazirlanan besiyerine organizmalarin inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-2 giin

inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonras1 sar1 renk olusumu laktoz ve siikroz fermantasyonunun oldugunu,
kirmiz1 renk olusumu ise laktoz ve glikoz kullanilmadigin1 gostermektedir. Dip sar1
yizey kirmizi renk oldugunda sadece glukozu fermentasyonunun oldugunu
gostermektedir. Eger siyah renk olugmussa H,S varligmi gostermektedir (Potter
2008).



2.2.7.3.13. Glikoliz Fermantasyonu Testi

Glikoz fermantasyonu igin Nutrient Broth (Merck) ve %]1°lik glukoz kullanildi.
Tiiplere 6 mL besiyeri konuldu ve durham tiipii konulacaktir. Organizmalarin
inokiilasyonu yapild1 ve 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ureme sonucunda durham
tiipiinde gaz olusumu pozitif olarak degerlendirildi ve tiiplere bir ka¢ damla fenol red
damlatildi. Fenol red damlatildiktan sonra kirmizi renk olusumu asidik iiriin

varligmi, sar1 renk olusumu ise asidik {irtiniin olmadigin1 géstermektedir.
2.2.7.3.14. Hidrojen Siilfiir (H,S) Testi

Test icin Pepton Iron Agar (Difco) kullanildi ve deney tiiplerine 2 mL konuldu.
Tiplerin sterilizasyonundan sonra yatik agar olacak sekilde sogutuldu. Hazirlanan
besiyerine organizmalarin inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi siyah renk olusumu sisteindesiilfiraz enzimi varhgini
gostermektedir. Siyah renk olusumu pozitif olarak kaydedildi (Williams ve
Goodfellow 1966).

2.2.7.3.15. Ureaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarn iireyi hidrolize eden iireaz enzimini saptamak amaciyla
yapilir. Ureaz hidrolizasyon testi bakterilerin cins ve tiir tayininde ise yarar. Ure,
karbonik asitin bir diamididir. Biitiin amidler de kolayca hidrolize olurlar. Urenin
hidrolizasyonu da spesifik bir enzim olan {ireaz tarafindan katalize edilir.

Reaksiyonun sonunda iki molekiil amonyak ve karbondioksit meydana gelir.

Ureaz testi icin Ureaz Base Agar kullanildi. Hazirlanan besiyerine organizmalar
inokiile edildi ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda
pembe renk olanlar pozitif sonu¢ olarak degerlendirildi (Christensen 1946,
MacFaddin1985).

2.2.7.3.16. Hemoliz Testi

Hemoliz bakterilerin ekzotoksin ireterek kirmizi kan hiicrelerini pargalamasidir.
Kanli agariizerinde olusan kolonilerin etrafinda renksiz zon olusmasi B-Hemoliz
olarak, yesil renk olusmasi a-Hemoliz olarak, hi¢bir renk ve zon olugsmamasi ise y-

hemoliz olarak adlandirilmaktadir.



Hemoliz testi i¢in %5’lik koyun kani iceren besiyeri kullanildi. Hazirlanan
besiyerlerine organizmalarin inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-7 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresince her giin besiyerleri kontrol edildi ve sonuglar

degerlendirildi (Pelczar ve ark. 1977, Koneman ve ark. 1992).
2.2.7.4. Fizyolojik Testler
2.2.7.4.1. Kimyasal Inhibatér Varhginda Gelisme

Bu testte %4’liikk NaCl, %8’lik NaCl, %9’luk NaCl, %10’luk NaCl, %15’lik NaCl,
%0.1 demir 1l stlfat, %0.02 demir II stlfat ve %0.01 bakir II stlfat inhibitorleri
kullanildi. Sodyum klortirler i¢in Nutrient Agar, diger kimyasal inhibitorler i¢in ise
Benett’s Agar kullanildi. Besiyeri hazirlandiktan sonra organizmalarin ekimi yapildi
ve 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi iireme olanlar pozitif

sonug olarak kaydedildi.
2.2.7.4.2. pH’ya Toleransi

Organizmalarm ti¢ farkli pH’ya tolerans1 degerlendirildi. pH denemesi i¢in besiyeri
otoklavlanmadan pH’s1 6l¢tildii. Otoklav lantiktan sonra tekrar pH O¢tildii ve aradaki
fark g6z Oniine alinarak pH ayar1 yapildi. pH 4 i¢in 1 M HCI, pH 9 ve pH 10 iginse
%20’lik Na,COs kullanarak cam elektrotlu pH metre ile ayarlamasi yapildi.
Hazirlanan besiyerine organizmalarin inokiilasyonu yapildi ve 37°C’de 1-2 giin

inkiibasyona birakild1. Ureme olanlar pozitif sonug olarak kaydedildi.
2.2.7.4.3. Sicakhga Tolerans

Organizmalarm 30°C, 40°C, 44°C, 50°C, 55°C ve 60°C’ ye olan toleranslari
degerlendirildi. Test icin Nutrient Agar besiyeri kullanildi. Inokiilasyonu yapilan
organizmalar 1-2 giinliik siire icerisinde degerlendirildi ve iireme olanlar pozitif

sonug olarak kaydedildi.
2.2.8. Bioassay Calismasi
Elde edilen izolatlarin arilar iizerine etkisini belirlemek amaciyla her bir izolat i¢in

20 tane saglikli ar1 segilerek deney grubu olusturuldu. Deney gruplar1 i¢in Aricilik

Enstitiisii’nden temin edilen hazir petekler kullanildi.



Peteklere konulan deney gruplarinin beslenmesi i¢in 1:1 oraninda glukoz ¢ozeltisi
hazirlandi. Deney gruplarmin beslenmesi i¢in hazirlanan ¢ézeltiden 5 mL alinarak
bakteriyal izolatlarin herbiri i¢in ayr1 ayr1 Mcfarland ile yogunlugu ¢6zelti ile beraber
0.5 Mcfarland’a ayarlandi. Ayarlanan bakteri-¢ozelti karisimi arilarin beslenme
kaplarmma konuldu ve arilarin besin yoluyla bakterileri almasi saglandi. Arilarin
uygun yasam sartlarinin saglanmasi i¢in 25°C’ye ayarh etiiv kullanildi ve arilara
belirli araliklarla glukoz ¢6zeltisi ve su verildi. Deney gruplar1 her giin kontrol edildi
ve her giin Olen ar1 sayis1 tespit edilip ortalama Oliim oranlar1 belirlendi. Bu
uygulama her bir izolat i¢in 3 kez tekrarlandi. Yapilan uygulama i¢in kontrol gruplari
da kullanildi. Oliim oraninin hesaplanmasi i¢in Abbott formiilii kullanild1 (Sezen ve

Demirbag 2007).

2.2.9. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler igin &nce mikroorganizmalara uygulanan her bir test
numaralandirildi. Ayrica hata hesaplamasinda kullanilacak duplike suslarin da dahil
oldugu veri tabanindaki +/- sonuglar 2/1 formatma donistirildi. Benzerlik
hesaplamasi yapilmasi i¢in kullanilan testlerde, tiim mikroorganizmalarin +/- verdigi
testler son veri matriksinden ¢ikarildiktan sonra istatistiki analizler yapildi.Test
verilerinin  PASW Statistics Data 18 (SPSS 18) (http://www.winwrap.com)

istatistiksel programinda Ward’s metoduna goére analizleri gergeklestirildi.


http://www.winwrap.com/

3.ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada, 14 farkli ilden toplanan A. mellifera L.(Bal aris1)’nin bakteri florasi
belirlenmeye calisildi. Calismalar sonucunda 30 farkh izolat elde edildi. izolatlarin
tiir tayinlerinin yapilabilmesi icin VITEK® 2, MIS, morfolojik testler, biyokimyasal
testler, fizyolojik testler, degredasyon testleri ve besin kaynakli testler yapildu.
VITEK® 2 sonucuna gore izolatlarin 19 tanesi tiir diizeyinde, MIS sonucuna gore de
izolatlarin 14 tanesi tiir diizeyinde tanimlanmistir. Ayrica 14 farkli tiir oldugu

diisiiniilen izolatlarin bal arilar1 iizerinde insektisidal etkisi arastirildi.

3.1. Bakteriyal izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

[zolatlarin morfolojik 6zellikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Basit boyama sonucu
organizmalarin morfolojik sekilleri belirlendi. Gram boyama sonucu DE001, DE003,
DEO004, DE005, DE006, DE008, DE010, DEO15, DE018, DEO019 ve DEO031 nolu
izolatlar Gram negatif olarak diger izolatlar Gram pozitif olarak kaydedildi.
Izolatlarm koloni morfolojisine bakildiginda DE007, DE010, DE013, DEO019,
DE022, DE028 ve DE029 nolu izolatlarm koloni kenari tirtikli olarak, diger
izolatlarm koloni kenari ise diiz olarak kaydedildi. DE0O1, DE010, DE019, DE022,
DEO023, DE024, DE026, DE028, DE029, DE030 ve DE031 nolu izolatlarn kolonileri
opak olarak kaydedildi. Diger izolatlarin kolonileri ise parlak olarak kaydedildi.
DEO006 ve DE017 nolu izolatlarin koloni rengi sari-turuncu olarak, diger izolatlarin
koloni rengi krem olarak kaydedildi. Hareket testi sonucu DE001, DE002, DEO0OQ9,
DEO10, DEO11, DEO16, DEO17, DEO19, DEO21, DE023, DE024, DE025, DE029,
DE030 ve DEO031 nolu izolatlarin hareketsiz oldugu, diger izolatlarin hareketli
oldugu tespit edildi.

MacConcey Agarda DE003, DE004, DE005,DE006 ve DEO17 nolu izolatlarin

iiredigi diger izolatlarin lireyemedigi tespit edildi.

Mannitol Salt Agarda DE004, DEOO5, DEO06, DE008, DE010, DEO11, DEO15,
DEO17, DE020, DEO22, DE022, DE030 ve DEO031 nolu izolatlarin iireyemedigi,
diger izolatlarm iiredigi gdzlendi. Ureyen organizmalar igerisinde DE019 ve DE028
nolu izolatlarin pembe renk koloniler olusturdugu, diger izolatlarin ise besiyerinin

rengini sartya doniistiirdiigli gézlendi.



Cizelge 3.1. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik Ozellikleri

- Gram Spor Basit
Izolatlar Boyama Boyama Boyama KKT KKD

DE001 - - Bacil - +
DEO002 + + Bacil - +
DEO003 - - Bacil - +
DE004 - - Bacil - +
DEO005 - - Bacil - +
DEO006 - - Bacil - +
DEQO7 + + Bacil + -
DEO008 - - Bacil - +
DEO009 + - Coccus - +
DEO010 - - Bacil + -
DEO11 + - Coccus - +
DEO013 + + Bacil + -
DE014 + + Bacil - +
DEO015 - - Bacil - +
DEO016 + + Bacil - +
DEO017 - - Bacil - +
DEO018 - - Bacil - +
DEO019 - - Bacil + -
DE020 + + Bacil - +
DEO021 + - Bacil - +
DE022 + + Bacil + -
DE023 + + Bacil - +
DE024 + + Bacil - +
DE025 + + Bacil - +
DEO026 + + Bacil - +
DE027 + + Bacil - +
DE028 + + Bacil + -
DE029 + + Bacil + -
DEO030 + - Bacil - +
DEO031 - - Bacil - +

KKD: Koloni Kenar1 Diiz KKT: Koloni Kenar1 Tirtikli



Cizelge 3.1. Bakteriyal Izolatlarin Morfolojik Ozellikleri (devamu)

izolatlar

Parlak

Krem

Sari-
Turuncu

Hareket

MCA

MSA

DEO001
DE002
DEO003
DE004
DE005
DE006
DEO007
DE008
DE009
DEO010
DEO11
DEO013
DE014
DEO015
DEO016
DEO017
DEO018
DE020
DEO021
DE022
DEO023
DE024
DE025
DEO026
DEO027
DEO028
DEO029
DEO030
DEO031

+ 4+ + + + + + +

+ 4+ + + 0+ + o

4+ 4

[ T |

+

+

+ + + +

+ 4+ + 4+ + + 4+ + +

+ 4+ ++++++++ A+ + A+

+ 4+ + + + +

+ v 0+ 4+ + 1

+

+ + +

MCA: MacConcey Agar MSA: Mannitol Salt Agar



3.2. Bakteriyal izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Izolatlarm fizyolojik &zellikleri Cizelge 3.2.’de verilmistir. Izolatlarm {iremeleri
iizerine etkili olan sicaklik, pH ve NaCl’e kars1 fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla testler yapildi.

Izolatlarin NaCl’e olan toleransmin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda
%4’lik NaCl iceren besiyerinde DEO001, DE009, DEO018 nolu izolatlarin
ireyebildigi, DEOOS, DEOO11, DEO14, DEO16, DEO17 nolu izolatlarin zayif ireme
gosterdigi, diger izolatlarin ise iireyemedikleri tespit edildi. %8’lik NaCl igeren
besiyerinde DE009 ve DEO19 nolu izolatlarin zayif lireme gosterdikleri, diger
izolatlarm ise besiyerinde iireyemedigi tespit edildi. %9’luk NaCl igeren besiyerinde
DEO018 nolu izolatm tireyebildigi, DE0O01, DEO07 ve DE013 nolu izolatlarin ise zayif
ireme gosterdikleri tespit edildi. %10’luk NaCl igeren besiyerinde DE001, DE018,
DEO19 nolu izolatlarin iireyebildigi, DE00S5, DE007, DE009, DE010, DEO11,
DEO013, DEO14, DE016, DE017, DEO21, DEO22, DE023, DE024 ve DEO025 nolu
izolatlarin zayif tireyebildikleri gozlendi. %15°lik NaCl iceren besiyerinde DE007,
DEO009, DEO11, DEO13, DEO14, DE015, DE016, DEO21, DE022, DE023, DE024,
DEO025, DE026, DE027, DE028, DE029, DE030, DE031 nolu izolatlarin zayif tireme
gosterdikleri, diger izolatlarm ise %15°lik NaCl igeren besiyerinde ilireyemedikleri

tespit edildi.

Izolatlarm pH’a toleransinin belirlenmesi amaciyla yapilan testler sonucunda pH 4’te
DE004, DE00S5, DE028 nolu izolatlarin iireyebildikleri, DE021, DE023 ve DE026
nolu izolatlarin zayif iireme gosterdikleri, diger izolatlarin ise iireyemedikleri tespit

edildi. pH 9 ve pH 10°da biitiin izolatlarn tireyebildikleri tespit edildi.

Sicakligin izolatlarin iiremeleri iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla yapilan
testler sonucunda 30°C’de biitiin izolatlarin iireyebildigi tespit edildi. 40°C’de
DEO06, DEO08, DE010, DE013, DE020, DEO021 nolu izolatlarin zayif iireme
gosterdikleri, DEOO7 nolu izolatin 40°C’de iireyemedigi, diger izolatlarn ise
ireyebildikleri tespit edildi. 44°C’de DEO002, DE003, DE006, DE008, DEO18,
DEO009, DE020, DE030, DEO031 nolu izolatlarin iireyemedikleri, DE004, DEOOS,
DEO11 ve DEO15 nolu izolatlarin zayif iiredigi, diger izolatlarin ise iireyebildikleri
tespit edildi. 50°C’de DEO001, DE007, DEO13, DEO14, DEO16, DE027 nolu



izolatlarin iireyebildikleri, DE023, DE024, DE025 ve DE026 nolu izolatlarin ise
zay1f iiredikleri, diger izolatlarm ise lireyeyemedikleri tespit edildi. 55°C’de DE016
ve DE027 nolu izolatlarin iireyebildikleri, DEOO1 ve DEO13 nolu izolatlarin zayif
iiredikleri, diger izolatlarin ise lireyemedikleri tespit edildi. 60°C’de DEO13 nolu
izolatin zayif iredigi, DEO16 ve DEO027 nolu izolatlarin iireyebildikleri, diger

izolatlarin ise iireyemedikleri tespit edildi.



Cizelge 3.2. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri

Sicakhik pH

izolatlar Testi(°C) Testi

w
o

44

50
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60

=
o

DEO001
DE002
DE003
DE004
DE005
DE006
DEO007
DE008
DE009
DEO010
DEO11
DEO013
DEO014
DEO015
DEO016
DEO017
DEO018
DEO019
DEO020
DEO021
DE022
DEO023
DE024

DEO025
DEO026
DEO027
DEO028
DE029
DEO030
DEO031
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+ + + + + + + + + + + +

+ 4+ +++ ++ + + + + + + + A+ +
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Z+: Zayif pozitif



Cizelge 3.2. Bakteriyal Izolatlarin Fizyolojik Ozellikleri (devamr)

] NacCl
Izolatlar Testi(%)

%4 %8 %09 %10 %15
DE001 + - Z+ + -
DE002 - - - - -
DEO003 - - - - -
DE004 - - - - -
DEO005 Z+ - - Z+ -
DE006 - - - - -
DEO007 - - Z+ Z+ Z+
DE008 - - - - -
DEO009 + Z+ - Z+ Z+
DEO10 - - - Z+ -
DEO11 Z+ - - Z+ Z+
DEO013 - - Z+ Z+ Z+
DEO014 Z+ - - Z+ Z+
DEO015 - - - - Z+
DEO016 Z+ - - Z+ Z+
DEO17 Z+ - - Z+ -
DEO018 + - + + -
DEO019 - Z+ - + -
DE020 - - - - -
DEO021 - - - Z+ Z+
DE022 - - - Z+ Z+
DE023 - - - Z+ Z+
DE024 - - - Z+ Z+
DE025 - - - Z+ Z+
DEO026 - - - - Z+
DEOQ27 - - - - Z+
DEO028 - - - - Z+
DE029 - - - - Z+
DE030 - - - Z+ Z+
DEO031 - - - Z+ Z+

Z+: Zayif pozitif



3.3. Bakteriyal izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Izolatlarm biyokimyasal dzellikleri Cizelge 3.3.’de verilmistir. aesculin, allantoin,
arbutin, nitrat rediiksiyonu, indol, metil red, Voges- Proskauer, sitrat, katalaz, jelatin
hidrolazisyonu, triple sugar iron (TSI) testi, kligler iron agar (KIA) testi, H,S testi,

ireaz hidrolizi olmak iizere toplam 14 test uygulandi.

Metil red testi sonucu DE004, DE013, DE020, DE021, DE027, DE030, DE031 nolu

izolatlarin zayif pozitif, diger izolatlarin ise pozitif sonug verdigi gdzlendi.

Voges-Proskauer testi sonucu DE002, DE028 nolu izolatlarin zayif pozitif sonug
verdigi, DE003, DE00S, DE010, DEO11, DEO14, DEO15, DEO18, DE021, DE023,
DE024, DE025, DE030 ve DEO31 nolu izolatlarin negatif sonu¢ verdigi, diger

izolatlarm ise pozitif sonug¢ verdigi gozlendi.

Indol testi sonucu DE004, DE005 nolu izolatlarin indol olusturdugu, diger izolatlarmn

ise olusturmadig1 gézlendi.

Sitrat testi sonucu DE003, DE004, DE005, DE006 ve DEO11 nolu izolatlarin sitrati

kullanabildigi, diger izolatlar1 ise kullanamadiklar1 gézlendi.

Aesculin testi sonucu DEO009, DEO011, DEO018, DE021, DE030, DEO031 nolu

izolatlarm negatif sonug verdigi, diger izolatlarm pozitif sonug verdigi gézlendi.

Allantoin testi sonucu DE002, DE003, DE006, DE008, DE010, DEO11, DE018 nolu
izolatlarm negatif sonug¢ verdigi, DE014, DEO15, DE017, DEO19, DE020, DE021,
DE026, DE030, DEO31 nolu izolatlarin zayif pozitif sonu¢ verdigi, diger izolatlarin

ise pozitif sonug verdigi gozlendi.

Arbutin testi sonucu DE002, DE008, DE009, DE010, DE011, DEO15, DEO017,
DEO018, DE019, DEO21, DE030, DEO31 nolu izolatlarin negatif sonug¢ verdigi,
DEO13, DE014, DE016, DE020 nolu izolatlarin zayif pozitif sonu¢ verdigi, diger

izolatlarin pozitif sonug verdigi gdzlendi.

Nitrat rediiksiyon test sonucu DE003, DE004, DE005, DE006, DE007, DEOOS,
DEO010, DE013, DEO15, DE016, DE020, DE021, DE022, DE027, DE028, DE029
DE029, DE030, DEO31 nolu izolatlarin pozitif sonu¢ verdigi, ayrica DE004 ve



DEO027 nolu izolatlarin nitrati nitritten sonra amonyum ve molekiiler azota kadar

indirgedigi gozlendi. Diger izolatlarin ise negatif sonug verdigi gozlendi.

Jelatin hidrolizasyonu testi sonucu DE002, DE005, DE006, DE009, DE010, DEO11,
DEO030, DEO31 nolu izolatlarin negatif sonug¢ verdigi, diger izolatlarin ise pozitif

sonug verdigi gdzlendi.

Katalaz testi sonucu DEO15 ve DE018 nolu izolatlarinin negatif sonug verdigi ve

diger izolatlarmnin ise pozitif sonu¢ verdigi gozlendi.

TSI testi sonucu DE002, DE008, DE009, DE015, DEO30 nolu izolatlarin sar1 renk
olusturarak laktoz, siikroz ve glukozu kullanabildikleri DE010, DEO021 nolu
izolatlarm glukozu fermente ettikleri ancak laktoz ve siikrozu fermente edemedikleri,
DE004, DE005, DE024, DE025, DE026 nolu izolatlarin siyah renk olusturarak H,S
irettikleri, pembe renk olusturan izolatlarin ise laktoz ve glukozu kullanamadigi

tespit edildi.

KIA testi sonucu DE002, DE004, DE005, DE009, DE018, DE019, DE020 nolu
izolatlarin sar1 renk olusturarak asidik tirtin olusturdugu, glukoz ve laktozu fermente
ettigi gozlendi. pembe renk olusturan izolatlarin ise alkalin iirlin olusturdugu, glukoz

ve laktozu fermente edemedigi gozlendi.

Hemoliz testi sonucu ise DE004 ve DEO005 nolu izolatlarin o hemoliz yaptigi,

DEOO1, DE008, DE009, DEO10, DEO11, DEO13, DEO14, DEO15, DE016, DEO018.
DE022, DE028 ve DE029 nolu izolatlarin $ hemoliz yaptigi, diger izolatlarin ise y

hemoliz yaptig1 gozlendi.

H>S testi sonucu DE004 nolu izolatin pozitif sonug verdigi, diger izolatlarm negatif

sonug verdigi gozlendi.

Ure hidrolizi testinde DE001, DE003, DE004, DE005, DE009, DE016, DE023,
DEO024, DE025, DE026, DEO27 nolu izolatlarin pozitif sonug¢ verdigi, DE006,
DEO007 ve DEO13 nolu izolatlarin zayif pozitif sonu¢ verdigi, diger izolatlarm ise

negatif sonug verdigi gozlendi.



Cizelge 3.3. Bakteriyal Izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

] Metil Voges- indol Sitrat  Aesculin  Allantoin  Arbutin Nitrat
Izolatlar Red Proskauer  Testi Testi  Testi Testi Testi Rediiksiyonu
DEO01 + + - - + + + -
DEO002 + Z+ - - + - - -
DEO003 - - - + + - + +
DEO004 Z+ + + + + + + ++
DEO005 + + + + + + + +
DE006 + - - + + ; + N
DEO0Q7 + + - - + + + +
DEO008 + - - - + - - +
DE009 + + - - - + - -
DEO10 + - - + - +
DEO11 - - - + - - - -
DEO13 Z+ - - + + Z+ +
DEO14 + - - - + Z+ Z+ -
DEO15 + - - - + Z+ - +
DEO16 - + - - + + Z+ +
DEO17 + + - - + Z+ - -
DEO18 + - - - - - - -
DEO19 + + - - + Z+ - -
DEO020 Z+ + - - + Z+ Z+ +
DEO21 Z+ - - - - Z+ - +
DEQ022 + + - - + + + +
DEQ023 + - - - + + + -
DEO024 + - - - + + + -
DEQ25 + - - - + + + -
DEO026 + - - - + Z+ + -
DEQ27 Z+ + - - + + + ++
DE028 + Z+ - - + + + +
DE029 + + - - + + + +
DEO030 Z+ - - - - Z+ - +
DEQ31 Z+ - - - - Z+ - +

Z: Zayif pozitif

++: Nitrattan amonyum ve molekiiler azota indirgeme



Cizelge 3.3. Bakteriyal Izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri (devami)

Jelatin Katalaz TSI KIA Glukoz Hemoliz Urea
izolatlar  Hidrolizasyonu Testi Testi Testi  Fermantasyonu Testi H,S Hidrolizi
DEO01 + + P P B B +
DEO002 - + S S Y - -
DEO003 + + P P Y - +
DEO004 + + Siyah S + o + +
DE005 - +  Siyah S a - +
DEO006 - + P P - Y - Z+
DEOO7 + + P P - Y - Z+
DE008 + + S P B - -
DE009 - + S S + B - +
DEO010 - + S-P P § - -
DEO11 - + P P - § - -
DEO013 + + P P - § - Z+
DEO014 + + P P § - +
DEO015 + - S P - § - -
DEO016 + + P P § - +
DEO17 + + P P Y - -
DE018 + - P S - B - -
DEO19 + + P S - Y - -
DEO020 + + P S + Y - -
DE021 + + SP P Y - -
DE022 + + P P - B - -
DE023 + + P P Y - +
DE024 + + Siyah P Y - +
DE025 + + Siyah P Y - +
DEO026 + + Siyah P - Y - +
DEO027 + + P P Y - +
DEO028 + + P P - B - -
DE029 + + P P B - -
DE030 - + S P v - -
DEO031 - + P P - Y - -

P: Pembe renk S: Sar1 renk S-P: Alt sar1 {ist pembe Z+: zayif pozitif



3.4. Bakteriyal izolatlarin Degredasyon Test Sonuclari

Izolatlarm degredasyon dzellikleri Cizelge 3.4.te verilmistir.

Nisasta degredasyon testi sonucu DEOO1, DE003, DE004, DE0O5, DE00O6, DEO11,
DEO013, DEO15, DEO16 ve DE0O18 nolu izolatlarin nisastay1 kullanamadigi, DE014,
DEO17, DE026 ve DE030 nolu izolatlarin zayif pozitif gosterdigi, diger izolatlarin
nigastay1 parcalayarak kullanabildikleri gézlendi.

Tween 20 degredasyon testi sonucu; DE008, DEO010, DEO11, DEOQ15, DEO017,
DEO018 nolu izolatlarin negatif sonu¢ verdigi, diger izolatlarin pozitif sonu¢ verdigi

gbzlendi.

Tween 40 degredasyon testi sonucu; DE008, DEO009, DE010, DEOQ15, DEO017,
DEO018, DE020 ve DEO030 nolu izolatlarin negatif sonu¢ verdigi, diger izolatlarin

pozitif sonug verdigi gozlendi.

Tween 80 degredasyonu sonucu; DE001, DE002, DE007, DE016, DE021, DEOQ27,
DE028, DE030 ve DE031 nolu izolatlarin pozitif sonu¢ verdigi, DE0O13 nolu izolatin

zayif pozitif oldugu ve diger izolatlarin negatif sonug verdigi gozlendi.

DNA degredasyonu sonucu DE004 ve DE0OS5 nolu izolatlarin pozitif sonug verdigi

gozlendi.

Kazein degredasyonu sonucu DEQO01, DEO17, DE020, DE023, DE024 ve DE025
nolu izolatlarin pozitif sonug verdigi, DE0O07, DE010, DE013, DE016 ve DE027 nolu

izolatlarm zay1f pozitif verdigi gozlendi.

L-Tyrosin degredasyonu sonucu DE020, DE021, DE022, DE0O30 ve DEO31 nolu

izolatlarin pozitif sonug verdigi gdzlendi.

Hipoksantin degredasyonu sonucu DE002, DE003, DE006, DE008, DE013, DE015,
DEO16, DEO17 ve DE0O18 nolu izolatlarin negatif sonu¢ verdigi, DEOO1 nolu izolatin
zay1f lireyebildigi gézlendi. Ayrica DE004 ve DE0O5 nolu izolatin besiyeri iizerinde

sar1 pigment olusturduklar1 gozlendi.



Cizelge 3.4. Degredasyon Testi Sonuglari

Izolatlar Nisasta  Tween20 Tween40 Tween 80
DEOO01 - + + +
DEO002 + + + +
DEO003 - + + -
DEOQ04 - + + -
DEO005 - + + -
DEO006 - + + -
DEOO07 + + + +
DEO008 + - - -
DEO009 + + - -
DEO10 + - - -
DEO11 - - - -
DEO013 - + + Z+
DEO14 Z+ + + -
DEO15 - - - -
DEOl16 - + + +
DEO17 Z+ - - -
DEO18 - - - -
DEO19 + + + -
DE020 + + - -
DEO21 + + + +
DE022 + + + -
DEO023 + + + -
DEO024 + + + -
DEO025 + + + -
DEO026 Z+ + + -
DEOQ27 + + + +
DEO028 + + + +
DEO029 + + + -
DEO030 Z+ + - +
DEO31 + + + +

Z+: Zayif pozitif



Cizelge 3.4. Degredasyon Testi Sonuglar1 (devami)

Izolatlar DNA Kazein L- Tyrosin Hipoksantin

DEO001 - + Z+
DE002 - - - -

DEO003 -
DEO004 + - -
DE005 +

DE006 - - - -
DEO0O07 - Z+ -
DE008 - - - -

DE009 - - - Z+
DEO10 - Z+ -
DEO11 - - -
DEO13 - Z+ - -
DEO14 - + - +
DEO15 - - - -
DEO16 - Z+ - -
DEO17 - + - -
DEO18 - - -
DEO019 - - -
DE020 - + +
DEO021 - - +
DE022 - - +
DE023 - +

DE024 - + -
DEO025 - +

DEO026 - - -
DE027 - Z+ -
DEO028 - - -
DEO029 - - -
DEO030 - - +
DEO031 - - +

+ +

+

+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + +

1 4+ 4

Z+: Zayif pozitif



3.5. Besinsel Test Sonuclari

Temel karbon kaynaginde gelisme sonuglari Cizelge 3.5.’de verilmistir. Glukozu

biitiin izolatlarin kullanabildigi gézlendi.

Fruktoz igeren besiyerinde DE008, DE010 veDEO15 nolu izolatlarin iireyemedigi,
DE002, DE003, DE006, DE009 ve DE019 nolu izolatlarin zayif tireme gosterdigi ve

diger izolatlarin tireyebildigi gozlendi.

Ksiloz i¢eren besiyerinde DE001, DE005, DE006, DE00S, DE010 ve DEO11 nolu
izolatlarin treyemedigi, DE003, DEO15 ve DEO19 nolu izolatlarin zayif tiredigi,
diger izolatlarm ireyebildigi gozlendi. Ayrica DE004 nolu izolatin kahverengi
pigment salgiladigi gdzlendi.

Laktoz iceren besiyerinde DE002, DE006, DE0O08 ve DE010 ve DEO15 nolu
izolatlarin tlreyemedigi, DE003 ve DEOIl nolu izolatlarin zayif iiredigi ve

besiyerinde DE004 nolu izolatin kahverengi pigment salgiladig1 gézlendi.

Galaktoz igeren besiyerinde DEO18, DE026 ve DE030 nolu izolatlarm lireyemedigi,

DEO004 nolu izolatin kahverengi pigment iirettigi gozlendi.

Parafin i¢eren besiyerinde DE001, DE006, DE008, DE009, DEO15, DE018, DE019
ve DE030 nolu izolatlarin tireyemedigi, DE020, DE021, DE022, DE023, DE024,
DEO025, DEO027, DE028 ve DEO029 nolu izolatlarm {iredigi, diger izolatlarin

iireyemedigi gozlendi.

Mannitol ve Rhamnoz iceren besiyerinde biitiin izolatlarin lireyebildigi gozlendi.
Ayrica her iki besiyerinde de DE004 ve DEO0O5 nolu izolatlarin sar1 pigment

olusturduklar1 gézlendi.

Temel azot kaynaginde gelisme sonuglar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir. Prolin i¢eren
besiyerinde DE026 ve DE030 nolu izolatlarm gelisemedigi, DEO15 nolu izolatin
zay1f iireyebildigi kaydedildi.

Valin igeren besiyerinde DE020, DE024 ve DE030 nolu izolatlarin iireyemedigi,
DEO002, DE023 ve DE026 nolu izolatlarin zayif gelistigi gézlendi.



Izoleusin iceren besiyerinde DE008, DE014, DE020, DE024, DE026 ve DE030 nolu

izolatlarmn iireyemedigi, DEO03 ve DE023 nolu izolatlarin zayif iiredigi gozlendi.

Metionin igeren besiyerinde DE030 nolu izolatin iireyemedigi, DE001, DE002,
DEO003, DE019, DE020, DE024 ve DE026 nolu izolatlarin zayif tiredigi gbzlendi.

Sistein igeren besiyerinde DE014, DE024, DE026 ve DEO030 nolu izolatlarin
ireyemedigi, DE003, DE010 ve DE0O15 nolu izolatlarin zayif iiredigi gézlendi.

Alanin igeren besiyerinde DE008, DE010, DE015, DE020, DE024 ve DE030 nolu
izolatlarin treyemedigi, DE002, DE006, DEO19 ve DE026 nolu izolatlarin zayif
ireyebildigi gozlendi.



Cizelge 3.5. Temel Karbon Kaynaklarinda Gelisme

izolatlar Glukoz

Fruktoz

Ksiloz

Laktoz

Galaktoz

DEO001
DE002
DEO003
DE004
DEO005
DE006
DEO007
DE008
DE009
DEO010
DEO11
DEO013
DE014
DEO015
DEO016
DEO017
DEO018
DEO019
DE020
DEO021
DE022
DE023
DE024
DEO025
DEO026
DE027
DEO028
DEO029
DEO030
DEO031

+

+++++++++ A+ A+ o+

+
Z+
Z+

+

+
Z+

+

+ 4+ + 0+ + + 0 N

N
+

+ 4+ + 4+ ++ 4+ ++ A+ ++

+ + +

+

N
N+ +

+ 4+ + 4+ ++ 4+ ++ A+ ++

+

Z+

+ 0+ 0+ +

N
+

+ +

++ ++ A+ A+ A+ A+ A

+

+ + + A+ A+ F A+ A+

+ + 4+ 4+ 4+ + +

T

+

Z+: zayif lireme



Cizelge 3.5. Temel Karbon Kaynaklarinda Gelisme (devami)

izolatlar Arabinoz Parafin Mannitol Rhamnoz
DEO01 + - + +
DEO002 + Z+ + +
DEO003 + - + +
DEO004 + Z+ + +
DEO005 + Z+ + +
DEO006 - - + +
DEO007 + Z+ + +
DE008 + - + +
DE009 + - + +
DEOQ10 Z+ Z+ + +
DEO11 + Z+ + +
DEOQ13 + Z+ + +
DEO014 + Z+ + +
DEO015 + - + +
DEOQ16 + Z+ + +
DEO17 + Z+ + +
DEO018 + - + +
DEO019 + - + +
DEO020 Z+ + + +
DEO021 + + + +
DE022 + + + +
DE023 + + + +
DE024 + + + +
DE025 + + + +
DEO026 + Z+ + +
DE027 + + + +
DE028 + + + +
DE029 + + + +
DEO030 + Z+ + +
DEO031 + - + +

Z+: Zayif pozitif



Cizelge 3.6. Temel Azot Kaynaklarinda Gelisme

izolatlar Prolin Valin izoleusin Metionin Sistein Alanin
DEOO01 + + + Z+ + +
DEO002 + Z+ + Z+ + Z+
DEO003 + + Z+ Z+ Z+ +
DEOQ04 + + + + + +
DEO005 + + + + + +
DEQ06 + + + + + Z+
DEO007 + + + + + +
DE008 + + - + + -
DEO009 + + + + + +
DEO010 + + + + Z+ -
DEO11 + + + + + +
DEO013 + + + + + +
DEO014 + + - + - +
DEO015 Z+ + + + Z+ -
DEO016 + + + + + +
DEO017 + + + + + +
DEO018 + + + + + +
DEO019 + + + Z+ + Z+
DE020 - - - Z+ + -
DE021 + + + + + +
DE022 + + + + + +
DE023 + Z+ Z+ + + +
DEO024 + - - Z+ - -
DE025 + + + + + +
DEO026 - Z+ - Z+ - 7+
DE027 + + + + + +
DE028 + + + + + +
DE029 + + + + + +
DEO030 - - - - - -
DE031 + + + + + +

Z+: Zayif pozitif



3.6. VITEK® 2 Sonuclar

Izolasyon sonucu elde edilen 30 izolat, Gram pozitif, Gram negatif ve Bacil kartlar1
kullanilarak tiir ve cins diizeyinde tanimlandi. Gram pozitifler i¢in biyokimyasal test
sonuglar1 Cizelge3.7.’degosterilmistir.  Gram negatifler igin biyokimyasal test
sonucglar1 Cizelge 3.8.’de gosterilmistir. Baciller i¢in biyokimyasal test sonuglari
Cizelge 3.9.°da gosterilmistir. Tanimlanan izolatlarin tiir isimleri ve yiizdeleri

Cizelge 3.10.’da verilmistir.



Cizelge 3.7. Basil Karti Kullanilan Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar1

Test/Izolatlar DEO007 DEO13 DE020 DE022 DE025 DE026 DEO031

BXYL + + + - - - -
BGAL +
APPA -
ELLM -
dMNE +
BMAN -
INU - - - - + - +
OLD +
LysA - - - - - - -
PyrA +
CDEX -
MdX - - - - - - -
dMLZ - - - - + + -
PHC - - - - - - -
Dglu
ESC + + + + + + -
AspA - - - - - - -
AGAL
dGAL
AMAN
NAG
PVATE
dRIB

TTZ

LeuA
AlaA
GLYG
MTE

PLE
AGLU
PSCNa
POLYB_R
PheA
TyrA

INO

GlyA -
IRHA
dTAG
NaCl 6.5%
ProA -
BNAG
MdG -
dMAN
BGLU
dTRE
KAN

+ +

+
+ +

+ 4+ + + o+
.
1
1

+
1
1
1
1
1

+

+

+

+

+

+
]

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

+ + + + + + + + o+
+ + + + + 4+ + o+ o+
:

+
1
1
1

o4+ 4+
!
Ll
1
1
1

+ + + +
T T T T
'
1
1
1
1

+
+ + + + +

+ + + +
+ + o+
+




Cizelge 3.8. Gram Negatif Kart Kullanilan izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar

izolatlar

Test DEOQO1 DEOQ03 DEO004 DEO0O06 DEO0O08

APPA - - - - -
H,S - - - - -
BGLU + + + - -
ProA - - -
SAC + + +
ILATK - - -
GlyA - - -
O129R - - + - -
ADO - - + - +
BNAG - - - - -
dMAL - + + - +
LIP
dTAG
AGLU - - - - -
obC - - - - -
GGAA - - - - -
PyrA - - + - -
AGLTp - -
dMAN + -
PLE -

dTRE +

SUCT - -
LDC - - +
IMLTa - - - - -
IARL - - - - -
dGLU + + + + +
dMNE + + + + -
TyrA - - - - +
CIT - - + - -
NAGA - - - - -
IHISa - - - - -
ELLM
dCEL
GGT
BXYL
URE - - - - -
MNT - - + - -
AGAL - - + - -
CMT - + - - -
ILATa - -
BGAL + -
OFF - -
BAlap - -
dSOR - +
5KG - -
PHOS - -
BGUR - - - - -

+ +
1

T
+ + '
1 1

+ o+
'
'
1
1

+ +
+ +

+ o+
1
1

]
+
'




Cizelge 3.8. Gram Negatif Kart Kullanilan izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari (devami)

izolatlar

Testler DEOQ10 DEQ15 DEQ17 DEQ18 DEQ19

APPA +
H,S + - - -
BGLU + - + - +
ProA - -
SAC - -
ILATK - - - - -
GlyA - - - - -
O129R - - + - -
ADO - - - - -
BNAG + - - - -
dMAL - - + + +
LIP - - - - -
dTAG - - - - -
AGLU + - + - -
oDC - - -
GGAA - - -
PyrA
AGLTp - - -
dMAN - - + -
PLE - - - - +
dTRE + - + + +
SUCT - - - - -
LDC - - - - -
IMLTa - - - - -
IARL - - -
dGLU + - + + +
dMNE - - - + +
TyrA + + - - -
CIT - - - - -
NAGA - - - - -
IHISa - - - - -
ELLM - - - - -
dCEL - - + - +
GGT - - - - -
BXYL - - - - -
URE - - - - -
MNT - - -
AGAL + - + - -
CMT - - +

ILATa - - - - -
BGAL + - - - -
OFF - - - - -
BAlap - - - - -
dSOR - - - + -
5KG - - - - -
PHOS - - - - -
BGUR - - - - -

+
+
+

+
1
1
+
1

+




Cizelge 3.9. Gram Pozitif Kart ile Tanimlanan Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar1

TESTLER DEO11 DE009

AMY - -
APPA
LeuA
AlaA

Drib -
NOVO -
Drap -
OPTO -
PIPLC - -
CDEX - -
ProA - -
TyrA - -
ILATk - -
NC6.5 - +
0O129R - +
dXYL - -
AspA - -
BGURr - -
dSOR -
LAC -
dMAN +
SAL - -
ADH1 + +
BGAR - -
AGAL -
URE -
NAG +
dMNE +
SAC +
BGAL -
AMAN - -
PyrA - -
POLYB -
dMAL -
MBdG -
dTRE -
AGLU -
PHOS - -
BGUR - -
dGAL + -
BACI - -
PUL - -
ADH?2 + -

+ +
4 0

+

+ + + +

+




Cizelge 3.10. VITEK® 2 ile Tanimlanan izolatlarin Tiir Isimleri ve Yiizdeleri

Izolatlar  Sonug Yiizde iller

DEO001 Sphingomonas paucimobilis %86 Ordu
DE002 Tanmimlanamadi - Ordu
DEOO3 Sphingomonas paucimobilis %92 Kirikkale

DEO004 Klebsiella oxytoca %98 Balikesir
DEQ05 Tanimlanamadi - Balikesir
DEO006 Vibrio fluvialis %93 Ardahan
DEO007 Bacillus vallismortis %85 Ardahan

DEOO08 Sphingomonas paucimobilis %90 Balikesir
DEO009 Staphylococcus saprophyticus %99 Artvin
DEO10 Sphingomonas paucimobilis %91 Artvin

DEO11 Pediococcus pentosaceus %91 Artvin
DEOQ13 Bacillus licheniformis %87 Edirne
DE014 Tanimlanamadi - Kirklareli
DEO015 Acinetobacter Iwoffii %99 Yalova

DEO16 Tanimlanamadi - Nigde
DEO017 Sphingomonas paucimobilis %93 Hakkari
DEO18 Escherichia coli %85 Edirne
DE019 Sphingomonas paucimobilis ~ %96  Izmir
DE020 Paenibacillus polymyxa %91 Mersin

DEO021 Tanimlanamadi - Antalya
DE022 Brevibacillus laterosporus %90 Ordu

DEO023 Tanimlanamadi - Hakkari
DE024 Tanimlanamadi - Hakkari
DE025 Bacillus megaterium %85 Ardahan
DE026 Bacillus megaterium %91 Kirklareli
DEO027 Tanimlanamadi - Mersin
DE028 Bacillus thurigenensis %94  Mugla
DEO029 Tanimlanamad: - Nigde
DEO030 Tanimlanamadi - Antalya

DEO031 Tanimlanamadi - [zmir




3.7. MIS Sonuglan

A. mellifera’dan izole edilen 30 izolatin hiicre duvar1 yag asidi analiz sonuglar1

Cizelge 3.11.’de verilmistir. 30 farkli izolattan sadece 14 tanesi MIS ile tiir

diizeyinde tanimlanmaistir.

Cizelge 3.11.MIS Sonuglari

Izolatlar  Sonug Yiizde  iller
DEO01 Tammlanamadi - Ordu
DEO002 Paenibacillus pabuli %50 Ordu
DEO003 Tanimlanamadi - Kirikkale
DEO004 Salmonella choleraesuis houtenae %88 Balikesir
DEO0O05 Kluyvera cryocrescens %87 Balikesir
DEQ06 Pantoea agglomerans %91 Ardahan
DEO007 Tanimlanamadi - Ardahan
DEO008 Tammlanamadi - Balikesir
DEO009 Staphylococcus cohnii cohnii %80 Artvin
DEO10 Tanimlanamadi - Artvin
DEO11 Tanimlanamadi - Artvin
DEO013 Tanimlanamadi - Edirne
DEO014 Bacillus megaterium %49 Kiurklareli
DEO015 Tammlanamadi - Yalova
DEO16 Tanimlanamadi - Nigde
DEO017 Tammlanamadi - Hakkari
DEO018 Tamimlanamadi - Edirne
DEO019 Serratia odorifera %77 [zmir
DE020 Paenibacillus polymyxa %57 Mersin
DEO021 Bacillus viscosus %87 Antalya
DE022 Tammlanamadi - Ordu
DEO023 Bacillus megaterium %81 Hakkari
DEO024 Bacillus megaterium %76 Hakkari
DEO025 Tammlanamadi - Ardahan
DE026 Bacillus megaterium %82 Kurklareli
DEO027 Tammlanamadi - Mersin
DE028 Bacillus thuringiensis israelensis %88 Mugla
DE029 Tanimlanamadi - Nigde
DEO030 Bacillus viscosus %83 Antalya
DE031 Tanimlanamadi - [zmir




3.8. Bioassay Sonuglar:

VITEK®2 ve MIS sonuglar1 degerlendirilip, 14 farkl tiir oldugu diisiiniilen izolatin
insektisidal etkileri incelenmistir. Her bir izolat i¢in 20 tane saglikli ar1 kullanilmig
ve ¢aligma kontrol grubuyla beraber li¢ tekerriir seklinde tamamlanmistir. Bioassay
calismasinin sonuglar1 Abbot analizi formiiliine gore hesaplanmistir (Cizelge 3.11.).
Hesaplama sonucunda DE004 ve DEO19 nolu izolatlarin en yiiksek insektisidal
etkiyi gosterdigi gézlenmistir (Sekil 3.1.).

Cizelge 3.11.Abbots’s Analizi Sonuglar1

izolatlar Oliim Oram  VITEK® 2 MIS iller
(%)
Salmonella
DEO004 %70 Klebsiella choleraesuis Balikesir
oxytoca houtenae
DEO006 %20 Vibrio fluvialis Pantoea
agglomerans Ardahan
DEO007 %15 Bacillus - Ardahan
valismortis
DEO009 %25 Staphylococcus Staphylococcus
saprophyticus cohnii cohnii Artvin
DEO11 %15 Pediococcus -
pentosaceus Artvin
DEO013 %10 Baillus - Edirne
licheniformis
DEO015 %5 Acinetobacter - Yalova
lwoffii
DEO018 %15 Escherichia coli - Edirne
DEO19 %65 Sphingomonas Serratia
paucimobilis odorifera [zmir
DEO020 %0 Paenibacillus Paenibacillus
polymyxa polymyxa Mersin
DE022 %15 Brevibacillus -
laterosporus Ordu
DE026 %10 Bacillus Bacillus Kirklareli
megaterium megaterium
Bacillus Bacillus
DEO028 %10 thurigenensis thuringiensis Mugla
israelensis
DEO31 %10 Tanimlanamadi Tanimlanamadi [zmir
Kontrol Grubu %0




70

60 -

50

10

%

Sekil 3.1. Bioassay Sonuclarinin Siitun Grafigi




3.9. istatiksel Analiz Sonucu

Secilen kirk ii¢ test susuna yetmis alt1 birim karakterin uygulanmasi sonucu biitiin
test sonucglar1 (morfolojik karakterizasyon verileri hari¢) formata uygun olarak
olumlu sonuglar i¢in pozitif (+), olumsuzlar i¢in negatif (-) olarak kodlanip, Excel
dosyasma kaydedilmistir. PASW Statistic Data Editor 18 (SPSS) istatistik
programinda +/- sonuglar 2/1 formatma g¢evrilmistir. Tiim test suglarmin pozitif ve
negatif sonu¢ verdigi bir birim karakter son veri matriksinden c¢ikaridmis ve
hiyerarsik kiimeleme islemi i¢in toplam yetmigbes birim karakter kullanilmistir.
PASW Statistic Data Editor 18 (SPSS) istatistik programinda kiimeleme metodu
olarak Ward’s metod ve Ol¢ciim i¢in Squared Euclidiean Distance kullanilarak
dissimilarity matriks elde edilmistir (Sekil 3.2.). Yapilan istatiksel analiz ¢aligmasina
VITEK®2 sonuglar1 dahil edilmemistir.



: : : ' : ' KimeNo  KimeAdr  Dylr

1 Bacilus sp. DEQ23, DEO24.DEQ23
ll Bacillus sp. DEQ14, DE26
- 3 Baillus sp. DEO13, DE27, DEOLS

|

DEMNT Bacillus sp.

4 Bacillus sp. DE022, DE28, DEN2Y, B subtifis

Salmonellasp.  DED04, DEN3

Fantoeasp. DE003, DE00G

Sphingomonas sp.  DEO0L, DE01T, DE019

3 Sphingomonas sp. - DEOOS, DEO10, DEO

Gl Sphingomonas sp.
DE0 Bacillus sp.
DE0L Bacillus sp.

_I_

DE00 Pagnibazillus sp.

— —|: DE030 Bacilhssp.
i

DEOLL Pediococcus 5p.

DE0LS Escherichiasp.

9 Staphylococeus sp. - DEO0D, §. awrens

DEM0? Baillus sp.

Sekil 3.2. Istatiksel Sonug Dendrogrami



Cizelge 3.12. Istatiksel Analiz Sonucu Olusan Kiimelere Gore izolatlarin Dagilimi

Izolat No: Susun Ad: Kaynaklar

KUME 1 Bacillus sp.

DE023 Bacillus sp. A. mellifera, Hakkari
DEO025 Bacillus sp. A. mellifera, Ardahan
DE024 Bacillus sp. A. mellifera, Hakkari
KUME 2 Bacillus sp.

DEO014 Bacillus sp. A. mellifera, Kirklareli
DEO026 Bacillus sp. A. mellifera, Kirklareli
KUME 3 Bacillus sp.

DEO013 Bacillus sp. A. mellifera, Edirne
DE027 Bacillus sp. A. mellifera, Mersin
DEO016 Bacillus sp. A. mellifera, Nigde
KUME 4 Bacillus sp.

DEO028 Bacillus sp. A. mellifera, Mugla
DEO029 Bacillus sp. A. mellifera, Nigde
DEO022 Bacillus sp. A. mellifera, Ordu
B.subtilis NRRLB-209 (Ingiltere)
KUME 5 Salmonella sp.

DEO004 Salmonella sp. A. mellifera, Balikesir
DEO005 Salmonella sp. A. mellifera, Balikesir
KUME 6 Pantoea sp.

DEO003 Pantoea sp. A. mellifera, Kirikkale
DE006 Pantoea sp. A. mellifera, Ardahan
KUME 7 Sphingomonas sp.

DEOQ17 Sphingomonas sp. A. mellifera, Hakkari
DEO19 Sphingomonas sp. A. mellifera, Izmir
DEO01 Sphingomonas sp. A. mellifera, Ordu
KUME 8 Sphingomonas sp.

DEO010 Sphingomonas sp. A. mellifera, Artvin
DEO015 Sphingomonas sp. A. mellifera, Yalova
DE008 Sphingomonas sp. A. mellifera, Balikesir
KUME 9 Staphylococcus sp.

DEO009 Staphylococcus sp. A. mellifera, Artvin
Staphylococcus aureus ATCC: 25923

NRRL: Nothern Regional Research Laboratory (National Center forAgricultural Utilization
Research), Peoria, Illinois, USA

ATCC: American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,Rockville, Md., USA



Cizelge: 3.12.Istatiksel Analiz Sonucu Olusan Kiimelere Gore izolatlarm Dagilimi (devami)

Tek Uyeli Kiimeler Susun Adi: Kaynaklar

DE002 Paenibacillus sp. A. mellifera, Ordu
DEO0OQ7 Bacillus sp. A. mellifera, Ardahan
DEO11 Pediococcus sp. A. mellifera, Artvin
DEO18 Escherichia sp. A. mellifera, Edirne
DEO020 Paenibacillus sp. A. mellifera, Mersin
DEO021 Arthrobacter sp. A. mellifera, Antalya
DEO030 Arthrobacter sp. A. mellifera, Antalya
DEO031 Arthrobacter sp. A. mellifera, Izmir
G2 Sphingomonas sp. Referans sus




Cizelge 3.13. Tamimlayici Test Sonuglarma Gére Onerilen Cins ve Tiirler

izolatlar

Tamamlayici Test Sonuglar

Onerilen Cins/ Tiir

KUME 1: Bacillus sp.

DEO023, DE024, DE025
KUME 2: Bacillus sp.

DEO014, DE026

KUME 3:Bacillus sp.

DEO013, DE027, DEO16

KUME 4: Bacillus sp.

DEO028, DE029, DE022,
Bacillus subtilis

KUME 5: Salmonella sp.

DEO004, DE005

KUME 6: Pantoea sp.

DE003, DE006

KUME 7: Sphingomonas sp.

DEO17, DE019, DEOO1
KUME 8: Sphingomonas sp.

DEO010, DE015, DE0O08

KUME 9: Staphylococcus sp.

DEO009, Staphylococcus aureus

Gram (+), spor (+), basil,
hareket (-), aesculin (+), nisasta
(+), tirea (+), 50°C (+), katalaz
(+), kazein (+), nitrat (-)

Gram (+), spor (+), basil,
hareket (+), aesculin (+), nisasta
(+), katalaz (+), 50°C (+), nitrat
Q)

Gram (+), spor (+), basil, opak
(-), aesculin (+), nitrat (+),
katalaz (+), kazein (+), KKT (+),
50-55°C (+)

Gram (+), basil, spor (+), KKD
(+), opak (+), krem (+), hareket
(+), jelatin (+), kazein (+),
higasta (+)

Gram (-), basil, spor (-), parlak
(+), KKD (+), Hareket (+), 44°C
(+), MCA (#), indol (+), metil
red (+), VP (+), sitrat (+), H,S
(+), nitrat (+)

Gram (-), spor (-), sari-turuncu
(-), hareket (+), parlak (+),
katalaz (-), nisasta (-), kazein (-),
40°C (+)

Gram (-), spor (-), basil, hareket
(-), sari-turuncu (+), katalaz (+)

Gram (-), spor (-), basil, hareket
(), krem (+), katalaz (+), iireaz
(), Tween 20-40-80 (),
allantoin (-)

Gram (+), spor (-), coccus (+),
krem, parlak, mannitol
fermentasyonu (+), hareket (-),
tireaz (+), B-hemoliz

Bacillus megaterium

Bacillus megaterium

Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis

Salmonella sp.

Pantoea sp.

Sphingomonas sp.

Sphingomonas sp.

Staphylococcus sp.

KKD: Koloni kenar1 diiz, KKT: Koloni Kenar1 Tirtikli, MSA: Mannitol Salt Agar, MCA:
MacConkey Agar, VP: Voges Proskauer



Cizelge 3.13.Tanimlayici Test Sonuglarina Gore Onerilen Cins ve Tiirler (devam)

Tek Uyeli Kiimeler

Tammlayic1 Test Sonuclar

Onerilen Cins/Tiir

DEO007

G2

DEO11

DEO018

DEO002

DEO020

DEO021

DEO030

Gram (+), basil, spor (+),
KKT, parlak, krem, 50°C (+),
nisasta (+), Tween 20-40-80
(+), katalaz (+), aesculin (+),
nitrat (+)

Gram (-), bacil, spor (-), sar1
(+), hareket (-)

Gram (+), coccus (+), krem
(+), spor (), hareket (-),
parlak, 40°C (+), nitrat (-),
katalaz (+)

Gram (-), basil, spor (-),
hareket (+), parlak, krem, 40°C
(+), Metil Red (+), VP (-),
indol (-), sitrat (-), tire (-),H.S
¢

Gram (+), basil, hareket (-),
spor (+), KKD, parlak,
aesculin (+), katalaz (+)

Gram (+), basil, spor (+),
hareket (+), parlak, mannitol
fermantasyonu (-), VP (+),
aesculin (+), nitrat (+), tireaz (-
), nisasta degredasyonu (+),
kazein (+), L-Tyrosin (+)

Gram (+), basil, spor(-), parlak,
hareket (), mannitol
fermantasyonu (), VP (-),
aesculin (-), nitrat (+), iireaz (-
), nisasta degredasyonu (+),
kazein (-), L-Tyrosin (+)

Gram (+), KKD, basil, spor (-),
hareket (-), aesculin (-), nitrat
(+), jelatin (-), katalaz (+),
ireaz (-), nisasta (+), kazein (-
), L-Tyrosin (+)

Bacillus sp.

Sphingomonas sp.

Pediococcus sp.

Escherichia sp.

Bacillus sp.

Paenibacillus sp.

Arthrobacter sp.

Arthrobacter sp

KKD: Koloni kenar1 diiz, KKT: Koloni Kenar1 Tirtikli, VP: VVoges Proskauer



Cizelge 3.13.Tammlayici Test Sonuglarina Gore Onerilen Cins ve Tiirler (devami)

Tek Uyeli Kiimeler Tammlayici Test Sonuclar1  Onerilen Cins/Tiir

DEO31

Gram (-), basil, spor (-), Arthrobacter sp.
hareket (-), opak, aesculin (-
), nitrat (+), jelatin (-),
katalaz (+), lireaz (-), nisasta
(+), kazein (-), L-Tyrosin (+)




3.9.1. Kiime 1: Bacillus sp.

Kiimenin tyelerini, Gram pozitif, spor olusturan, basil, hareketsiz, krem renkli ve
opak kenar1 diiz koloni olusturan DE023, DE024 ve DEO025 nolu izolatlar
olusturmaktadir. Kiimenin {iyelerinin Mannitol Salt Agar da tiredigi, TSI Agar da
H,S iirettikleri, y-hemoliz yaptiklari, katalaz aktivitesinin pozitif oldugu, pH 9, pH
10’da tiredikleri, aesculin, iirea ve jelatin hidrolizasyonu testlerinin pozitif oldugu
kaydedimistir. Izolatlarm nisasta, Tween 20, Tween 40, Tween 80 ve kazeini degrede
edebildikleri, tez c¢alismasinda kullanilan karbon kaynaklarmm hepsini

kullanabildikleri tespit edilmistir.
3.9.2. Kiime 2: Bacillus sp.

Kiimenin iiyelerini, Gram pozitif, spor olusturan, basil, hareketli, krem renkli ve
opak kenar1 diiz koloni olusturan DE014 ve DE026 nolu izolatlardan olusmaktadir.
Kiimenin iiyelerinin 50°C’de, pH 9, pH 10°da iiredikleri, aesculin, arbutin, jelatin ve
iireaz hidrolizasyonu, katalaz, testlerine pozitif, nitrat rediiksiyonu ve H,S testine
negatif sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Tween 20, Tween 40 ve nisastay1 degrede
edebildikleri ve tez caligmasinda kullanilan temel karbon kaynaklarmin hepsini

kullanabildikleri tespit edilmistir.
3.9.3. Kiime 3: Bacillus sp.

Kiimenin iiyelerini, Gram pozitif, spor olusturan, basil, krem renkli olan DEOQ13,
DE027 ve DE016 nolu izolatlar olusturmaktadir. Kiimenin iiyelerinin, 60°C’de, pH
9, pH 10’da iiredikleri, arbutin, allantoin, aesculin, nitrat rediiksiyonu, jelatin
hidrolizasyonu, lireaz hidrolizasyonu, katalaz, Tween 20, Tween 40, Tween 80
degredasyonu testlerine pozitif sonu¢ verdigi ve tez c¢alismasinda kullanilan temel

azot ve karbon kaynaklarmin tiimiinii kullanabildikleri tespit edilmistir.
3.9.4. Kiime 4: Bacillus sp.

Kiimenin tiyelerini DE028, DE029, DE022 nolu izolatlar ve Bacillus subtilis
olusturmaktadir. Kiimenin tiyeleri Gram pozitif, spor olusturan, basil, koloni kenar1
diiz, krem renkli organizmalardir. Kiimenin {iyelerinin, jelatin hidrolizasyonu, nisasta

degredasyonu, aesculin, arbutin, allantoin, nitrat rediiksiyonu, katalaz, nisasta



degredasyonu, tezde kullanilan azot ve temel karbon kaynaklar1 kullanabilme
testlerine pozitif sonu¢ verdigi, iirea hidrolizasyonu ve kazein degredasyonu testine

negatif sonug¢ verdigi gozlenmistir.
3.9.5. Kiime 5: Salmonella sp.

Kiimenin tyelerini, Gram negatif, bacil, spor olusturmayan, parlak, krem renkli
koloni kenar1 diiz ve hareketli izolatlar olan DE004 ve DEOO5 nolu izolatlar
olusturmaktadir. izolatlarm 44°C’de ve MacConkey Agarda iiredigi tespit edilmis,
ayni zamanda kiimenin her iki iiyesi de metil red, indol, Voges Proskauer ve sitrat
testine pozitif sonu¢ vermistir. Kiimenin liyelerinin DNA, Tween 20 ve Tween 40
degrede edebildikleri, jelatin hidrolizasyonu, katalaz, ve iireaz testlerine pozitif sonug
verdigi, TSI agar da H,S frettikleri, a-hemoliz gosterdikleri tespit edilmistir.
Uyelerin her ikisininde calismada kullanilan temel azot kaynaklarmin tiimiinii

kullanabildikleri kaydedilmistir.
3.9.6. Kiime 6: Pantoea sp.

Kiimenin iiyelerini, Gram negatif, basil, spor olusturmayan, parlak, kenar1 diiz
koloniler olusturan ve hareketli organizmalar olan DE003 ve DEO006 nolu
izolatlardir. DE0O6 nolu izolatin koloni renki sari-turuncu ve DE003 nolu izolatin
koloni rengi kremdir. Kiimenin her iki iiyesinin de, 40°C’de {iredikleri, arbutin,
aesculin, nitrat rediiksiyonu, katalaz testine pozitif sonu¢ verdigi, allantoin, indol
testlerine ve nisasta, kazein ve DNA degredasyon testlerine negatif sonu¢ verdigi
tespit edilmistir. Kiimenin tiyelerinin ¢alismada kullanilan temel azot kaynaklarmnin

tiimiint kullanabildikleri kaydedilmistir.
3.9.7. Kiime 7: Sphingomonas sp.

Kiimenin tiyelerini, Gram negatif, basil, spor olusturmayan, hareketsiz organizmalar
olan DEO17, DEO19 ve DEOOI nolu izolatlar olusturmaktadir. Kiimenin iiyelerinin,
55°C’de iiredikleri, calismada kullanilan temel azot kaynaklarmin tiimiini
kullanabildikleri, katalaz, jelatin hidrolizasyonu ve aesulin testlerine pozitif sonug

verdigi tespit edilmistir.



3.9.8. Kiime 8: Sphingomonas sp.

Kiimenin iiyelerini, Gram negatf, basil, spor olusturmayan DE010, DEO15 ve DE00S
nolu izolatlar olusturmaktadrr. Kiimenin tyeleri 40°C’de ve pH 9, pH 10’da
iiredikleri, aesculin, nitrat rediiksiyonu ve katalaz testlerine pozitif, arbutin, H,S
testlerine ve nisasta, Tween 20, Tween 40, Tween 80 ve DNA degredasyon testlerine

negatif sonug verdigi tespit edilmistir.
3.9.9. Kiime 9: Staphylococcus sp.

Kiimenin tiyelerini, Gram pozitif, spor olusturmayan, coccus, koloni kenar1 diiz krem
renkli hareketsiz organizmalar olan DEO09 ve Staphylococcus aureus
olusturmaktadir. Kiimenin iiyeleri 44°C’de ve Mannitol Salt Agarda iireyere sar1 zon
olusturmaktadir. Kiimenin iiyesi olan DE009 nolu izolat, katalaz, allantoin, metil red,
Voges Proskauer testlerine pozitif, aesculin, arbutin, jelatin hidrolizasyonu, nitrat
rediiksiyonu, sitrat ve indol testlerine negatif sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Ayrica

DEO009 nolu izolat ¢alismada kullanilan temel azot kaynaklarmi tiimiini kullanmustir.



4. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde aricilik ekonomik acidan insanlara katki saglayan énemli tarimsal faaliyet
alanlarindan biridir ve arilardan elde edilen bal, ar1 siitii, polen, ar1 zehri ve propolis
gibi iiriinler insan sagligina olan katkilar1 ile saglik sektoriinde ve iiriinlerin ticareti
ile iilke ekonomisinde biiyiik 6neme sahiptir (Ozbek 2002; 2003). Ayrica biiyiik
oranda arilar tarafindan saglanan tozlasma, dogal ortamda bitkilerin nesillerinin
devammi saglamakla beraber dogal bitki Ortlisiiniin korunmasi acgisindan da
onemlidir. Biiyliik 6neme sahip bal arilarinin yok olmasi insanlar ve bitkiler hatta

daha bir¢ok canli i¢in biiytlik kayip olarak diisiiniilmektedir.

Bal arilarmin yok olmasi ve veriminin diismesi bir¢gok ar1 hastaliklar1 ve
zararhilarimdan kaynaklanmaktadir. Zarar1 en aza indirmek i¢in aricilarin en cok
goriilen parazit ve hastaliklarin belirti ve 6zellikleri ile bunlarla miicadele yontemleri
hakkinda bilgi sahibi olmalar1 gerekmektedir. Ar1 hastalik ve zararllari ile erken
miicadele baslatmali ve saglikli ar1 kolonilerine bulagsmadan 6nlem alinmalidir.
Bilingsizce yapilan aricilik hem ekonomik kayiplara neden olabilecek hem de birgok
bitkinin tozlasmasina engel olacaktir. Ancak oOnlem alinirken kullanilan ilag ve
dozlarma dikkat etmek gerekmektedir ¢iinkii asir1 ilaglama sonucu bal ve bal
mumunda kalinti olusturabilecegi ve insan saghigmma zarar verebilecegi

unutulmamalidir.

Bu tezde iilkemizin bir¢ok ydresinde aricilik yapilmasina ragmen, ariciligin daha
yogun olarak yapildig1 ve 6zellikle smir illeri basta olmak iizere tiim tilkemizi temsil
edebilecek (Tirkiye’nin 14 farkli ilinden) 6li ve canli bal arilar1 toplanmigtir
(Cizelge 2.1.). Toplanan arilar hastalikli ve 6lii olarak ayrildiktan sonra bakteriyel
saflastirma yontemleri kullanilarak izolatlardan saf koloniler elde edilmistir. Tez
calismasinda kullanilan izolatlar koloni morfolojisi, koloni rengi, hiicre sekli ve
Gram oOzelliklerine gore belirlenmis ve 30 bakteri izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir.
30 izolatin Gram boyama sonucu 18 izolatin Gram pozitif, 12 izolatin Gram negatif
oldugu belirlenmis ve basit boyama sonucu 2 izolatin coccus diger izolatlarin basil

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1.).



Tez calismasi siiresince bal arillarmin mezofilik bakteri florasi belirlenmeye
calisilmis ve izolatlarin insektisidal etkileri arastirilmistir. Bal arilarinin mezofilik
bakteri florasmni belirlemek amaciyla izolatlarin Gram ve morfolojik 6zelliklerinden
yola ¢ikilarak giiniimiizde hizli tanimlama yontemlerinden olan VITEK® 2 ve MIS

yontemleri kullanilarak izolatlar tiir diizeyinde tanimlanmaya ¢aligilmistir.

Tanimlama yontemlerinden olan VITEK® 2 sistemi floresan temelli yeni bir
teknolojiyi kullanmakta ve sistemde sivi diliisyon bazli Gram negatif, Gram pozitif,
maya ve kif gibi organizmalarin tanimlanmalarin1 saglayan 64 tane biyokimyasal
test igeren kuyucuklu kart kullanilmaktadir. Sistemin temeli izolatlarla referans
organizmalarin biyokimyasal test sonuglariin karsilastirilmasi esasima dayanir. Tez
calismasimda Gram pozitif coccus, Gram pozitif basil ve Gram negatif olarak ayrilan
izolatlarm VITEK® 2 sistemi ile tanimlama igslemi sonucunda 19 izolat tanimlanmis
ve basta Bacillus cinsi olmak iizere, Sphingomonas, Pantoea, Brevibacillus,
Paenibacillus, Klebsiella ve Staphylococcus olmak iizere bir¢ok bakteri grubunun

oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 3.10.).

MIS yontemi ise mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda (stoplazma ve hiicresel
membralarda) fosfolipid, glikolipid veya lipopolisakkarit olarak bulunan yag
asitlerini, sayisina, ¢esidine ve yiizde olarak miktarlarina gore tanilayan sistemdir.
Calismada kullanilan izolatlar sadece 14 tanesi tanimlanabilmis diger izolatlar MIS
yontemi ile tanimlanamamistir. Tanimlanan izolatlarmm Bacillus cinsi basta olmak
tizere, Paenibacillus, Pantoea ve Staphylococcus cinslerine ait oldugu gézlenmistir
(Cizelge 3.11.).

Her iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirildiginda DEOO9 nolu izolatin cins
diizeyinde ayni oldugu, DE020, DE026 ve DE028 nolu izolatlarin ise sonuglarmin
tiir diizeyinde ayni sonucu verdigi goriilmiistiir. Test sonuclarinin farkli sonuglar
vermesi VITEK® 2 ve MIS ile bu iki tanimlama sistemlerinin gerek tanimlama
yontemleri  gerekse icerdikleri testlerden dolayr birbirlerini  ¢ogu kez
desteklemedigini gdrmekteyiz. Yapilan literatiir ¢aligmasi sonucunda Kat1 (2011)’
nin yaptig1 bir ¢alismada ayni izolata ait bir bakteri susunun VITEK® 2, yag asidi

profilleri (MIS) yontemi ve 16S rRNA genleri molekiiler tanimlama ydntemlerine



gore cikan sonuglar1 karsilagtirildiginda her birinde farkli tiir bakteri tanimlandigi

gorilmiistir.

Sonuglarin  farkli  olmasindan yola ¢ikilarak izolatlarin tiir diizeyinde
tiplendirilmesinde Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinin
belirlenen cinsler i¢in Onerdigi tanimlayict testler yapilmig ve her bir test cins
diizeyinde belirlenen tip 6rneklerine de uygulanmistir. Tanimlayici test sonuglarinin
istatistigi yapilmis ve hiyerarsik kiimeleme metodu olan Ward’s metodu kullanilarak
izolatlarm dendrogrami olusturulmustur (Sekil 3.2.). Olusan dendrogramda ki
kiimelerin {iyeleri Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinin

gore degerlendirilmis ve olasi cins ve tiirler belirlenmistir (Cizelge 3.13.).

Dendrogramda birbirinden ayrilan 1, 2, 3, 4ve 9 nolu kiimelerin iiyelerinin Gram
pozitif, spor olusturan basil olmasi, B. subtilis tip 6rnegiyle kiimelerin ayni kolda
olmasi, Gram pozitif coccus ve Gram negatif iiyelerden olusan kiimelerden

ayrilmasindan dolay1 kiimelerin Bacillus cinsine ait oldugu sonucuna varilmstur.

Bacillus cinsine ait organizmalar spor olusturabildikleri i¢in doga da bir¢ok ¢evreden
izole edilmektedir ancak cinsin gercek habitatlarm1 toprak olusturmaktadir.
Topraktan izole edildigi gibi, bitkilerin rizosferlerinden, gidalardan, su ve bir ¢ok
canlinin sindirim sisteminden de izole edilmektedir. Bunun yani sira sivrisinek,

kinkanatli, kelebek ve sinek larvalarindan da izole edilmislerdir.

1 nolu kiimenin iiyeleri olan DE023, DE024 ve DE025 nolu izolatlarin test sonuglar1
incelendiginde iiyelerin krem renkli kenar1 diiz koloni olusturan, Gram (+),
hareketsiz sporlu basil organizmalar oldugu ve sadece DE025 nolu izolatin parlak,
kiimenin diger iiyelerinin opak koloniler olusturdugu goriilmiistiir. Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (1974) kitabininda tanimlanan cinse gore
degerlendirildiginde kiime 1’in Bacillus cinsine ait olduguna karar verilmistir.
VITEK® 2 sonucuna gore; yalnizca DE025 nolu izolat %85 Bacillus megaterium
olarak tanimlanmis DE023 ve DEO024 nolu izolatlar tanimlanamamistir. MIS
sonucuna gore ise; DE023 ve DE024 nolu izolatlar sirasiyla %85 ve %76 Bacillus
megaterium olarak tanimlanmig DE025 nolu izolat tanimlanamamustir. Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda tanimlanan B.



megaterium ‘un ayirt edici testleri nitrat rediiksiyonu (+/-), hareket (+/-), kazein (+),
nisasta degredasyonu (+), aesculin (+) ve katalaz (+)’dir. 1 nolu kiime tiyelerinin
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda B.megaterium tiiri
icin tanimlayict morfolojik 6zelliklerinin ayni oldugu, y-hemoliz yaptigi, nitrat
rediiksiyonu, hareket ve indol test sonuglarin negatif oldugu belirlenmistir. Elde
edilen veriler 1g18inda 1 nolu kiime iiyelerinin B. megaterium tiiriine ait olabilecegi
diistiniilmektedir. Benzer sekilde Alippi ve Reynaldi’nin 2006 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada benzer karakterler kullanilmig, B. megaterium i¢in ayirt edici
testlere ek olarak jelatin hidrolizasyonu (+) ve PB-hemoliz kullanilmistir. Patil ve
ark.’nm 2013 yilinda yapmis olduklari ¢alismada ise ayirt edici testlere ek olarak,

indol (-), katalaz parlak/opak koloni (+) olarak verilmistir.

2 nolu kiimenin iiyeleri olan DEO14 ve DEO026 nolu izolatlarin test sonuglari
incelendiginde iliyelerin krem renkli opak kenar1 diiz koloni olusturan, Gram (+),
hareketli sporlu basil organizmalar oldugu goriilmiistiir. Her iki organizmanin
Kirklareli’nden toplanan bal arilarindan izole edildigi belirlenmistir. Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabininda tanimlanan cinse gore
degerlendirildiginde 2 nolu kiimenin Bacillus cinsine ait olduguna karar verilmistir.
VITEK® 2 sonucuna gore DE026 nolu izolat %91 B. megaterium olarak
tanimlanmis, DEO14 nolu izolat tanimlanamamistir. MIS sonucuna gore ise DE014
ve DE026 nolu izolatlar sirastyla %49 ve %82 B. megaterium olarak tanimlanmistir.
Kiimenin tyelerinin morfolojik 6zelliklerinin Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology kitabinin da tanimlanan B. megaterium tiriiyle aynmi oldugu
goriilmiistiir. DEO14 ve DE026 nolu izolatlarin test sonuclar1 Bergey’s Manual of
Determinative  Bacteriology (1974) kitabminda ki aymt edici testlerle
karsilastirildiginda; nitrat rediiksiyonu her iki iiyede, kazein degredasyonu sadece
DE026 nolu iiyede negatif olarak belirlenmistir. Uyelerin test sonuglar1 Alippi ile
Reynaldi‘nin 2006 yilinda, Patil ve ark.’nn 2013 yilinda yapmis olduklari
calismalarda verilen tanimlayici testlerle karsilastirildiginda DEO14 nolu iiyenin
kazein degredasyonu pozitif ve B hemoliz yaptig1 belirlenmis, DE026 nolu izolatin
sonuglarinin ise yapilan caligmalardaki aywt edici testlerle ayni sonug¢ verdigi
goriilmistiir. 1 ve 2 nolu kiimelerin iiyelerinin B. megaterium tiirline ait olabilecegini

gosteren baska bir ¢aligma ise Gilliam ve Morton’un 1978 yilinda yapmis olduklari



caligmadir. Caligmanin sonucunda yetiskin is¢i arilardan B. megaterium tiiriine ait
bakteri tanimlamis olmalaridir bu nedenle Kiime 2 ve kiime 1’in iiyelerinin B.
megaterium  olabilecegi  diistiniilmektedir. ~ Bacillus  cinsi  bakterilerin
smiflandirilmasinda, aerobik, Gram (+), c¢ubuk sekilli olmalar1 ve endospor
olusturmalar1 6nemli yer tutmasia ragmen, tiirlerin ayrimmin giic oldugu ve yanlis
tanimlamalar yapilabilecegi bildirilmis, yiksek derecede heterojenitenin standart
testler ile tanimlamay1 zorlastirdigi rapor edilmistir (Rosovitz ve ark.1998; Priest
1993). Cinsin sahip oldugu genis fenotipik c¢esitliligin aynt zamanda genis bir
filogenetik dagilima neden oldugu ve gelismis molekiiler teknikler elde edilen
kriterlerin organizmanin gruplandirilmasinda esas yeri teskil ettigi belirtilmistir

(Rosovitz ve ark.1998).

3 nolu kiimenin tyeleri olan DEO13, DE0O16 ve DE027 nolu izolatlarin test sonuglari
incelendiginde DEO13 nolu {iyenin krem renkli kenar1 tirtikli parlak koloni olusturan,
Gram (+), hareketli, sporlu basil organizmalar oldugu, DE016 ve DE027 nolu
iiyelerin koloni kenar1 diiz opak koloniler olusturdugu goriilmiistiir ve Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinin da tanimlanan cinse gore
degerlendirildiginde, kiimenin tiyelerinin Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir.
VITEK® 2 sonucuna gore DE013 nolu iiye %87 B. licheniformis olarak tanimlanmig
olup diger iiyeler tanimlanamamistir. MIS yOntemiyle ise 3 nolu kiimenin higcbir
iyesi tanimlanamamustir. Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974)
kitabin da tanmimlanmis olan B. licheniformis’in ayirt edici testleri nisasta
degredasyonu (+), nitrat rediiksiyonu (+), katalaz (+), kazein (-), L-Tyrosin (-), opak
koloni ve 50-55°C’de iireme (+)’dir. 2013 yilinda Ghani ve ark.’nin ve 2006 yilinda
Alippi ve Reynaldi’nin yapmis olduklar1 ¢aligmada; Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (1974) kitabindan farkli olarak tiir i¢in verilen
tanimlayici testler jelatin hidrolizasyonu (+), sitrat (+) ve p-hemoliz olarak
verilmigtir. Caligmada DEO13 nolu iiye i¢in yapilan tanimlayici test sonuclari
incelendiginde sitrat, nisasta degredasyonu negatif oldugu ve izolatin 60°C’ye kadar
tredigi goriilmiistir. Yapilacak olan “AR-1357 numarali Bal Arilarindan (Apis
mellifera) Izole Edilmis Cesitli Bakterilerin 16S rRNA Gen Bélgelerinin Bazi
Fenotipik Karakterlerinin Belirlenmesi “isimli projeden elde edilecek molekiiler

veriler 15181nda 3 nolu kiime tiyelerinin tiir tanimlamasi yapilacag: diistiniilmektedir.



4 nolu kiimenin iiyeleri olan DE022, DE028, DE029 nolu izolatlarin test sonuglar1
incelendiginde Gram (+), sporlu basil, hareketli, krem renkli opak kenar1 tirtikli
koloniler olusturan organizmalar oldugu goriilmiis ve Bergey’s Manual of
Determinative  Bacteriology (1974) kitabm da tanimlanan cinse gore
degerlendirildiginde ve iiyelerin B. subtilis ile de ayni1 kiimede bulunmasmdan dolay1
tiyelerin Bacillus cinsine ait oldugu sonucuna varilmistir. VITEK® 2 sonucuna gore
DE028 nolu iiye %94 B. thurigienensis, DE022 nolu iiye %90 Brevibacillus
laterasporus olarak tanimlanmis ve DE029 nolu liye tanimlananmamistir. MIS
sonucuna gore ise DE028 nolu iiye %88 B. thurigienensis israelensis olarak
tanimlanmig, DE022 ve DEO029 nolu iiyeler ise tanimlanamamistir. VITEK® 2
sonucundan yola ¢ikarak tanimlanan tiirleri Bergey’e gore degerlendirdigimizde,
DEO028 nolu iiyenin Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974)
kitabinda tanimlanmus tiiriin ayirt edici testleri hareket (+/-), mannitol fermentasyonu
(-), nitrat rediiksiyonu (+), 40°C’de tireme (+) ve L-Tyrosin degredasyonu (+/-)’dir.
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda verilen tanimlayict
test sonuglari, ¢alismada yapilan tanimlayici testlerle karsilastirildiginda mannitol
fermentasyonu (+) ve L-Tyrosin degredasyonu (-) sonuglar1 farkli bulunmustur.
DEO028 nolu izolatmm AR-1357 nolu proje sonucunda elde edilen molekiiler veriler
is1¢inda  tirliniin ~ belirlenecegi sonucuna varilmistir.  VITEK® 2 ile %90
Brevibacillus laterasporus olarak tanimlanan DE022 nolu iiyenin Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda tanimlayici testleri hareket (+),
mannitol fermantasyonu (+), nisasta degredasyonu (-), katalaz (+), VP (-), indol (+/-),
nitrat rediiksiyonu (+), kazein (+) ve L-Tyrosin (+)’dir. Alippi ve Reynaldi’nin 2006
yilinda yapmis olduklar1 ¢aligma da tiir i¢in tanimlayici test jelatin hidrolizasyonu
(+)’dir. Calisgmada yapilan tamamlayici testlerin sonuclar1 karsilastirildiginda,
hareket (+), mannitol (-), nisasta degredasyonu (+), VP (+) ve indol (-), kazein (-)
olarak belirlenmistir. Ancak Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974)
kitabminda da belirtildigi tizere B. laterasporus tiirii sudan, topraktan ve olii bal ar1
larvalarindan izole edilmistir ve Brevibacillus laterasporus’un bal arisimin dogal
florasinda bulundugunu ve yetiskin is¢i arilarinin sindirim sisteminden de izole
edildigi bilinmektedir (Gilliam ve Valentine’in 1976). Ayrica Brevibacillus

laterasporus hastalikli bal ar1 larvalarindan da izole edilmis ve probiyotik veya



sekonder istilact olabilecegi sonucuna varilmistir (Bailey 1963, Alippi 2002). Bu
sonu¢ DE022 nolu izolatin Brevibacillus laterasporus olabilecegini diisiindiirmekte
fakat test sonuglarinda ki farkliliklardan dolayr AR-1357 nolu proje sonunda
molekiiler sonuglar gbz Oniine alinarak kiime 4’iin {iyeleri tanimlanabilecegi

distiiniilmektedir.

Tek tiyeli kiimeler icinde olan DE002 ve DE020 nolu izolatlar VITEK® 2 ve MIS
sonucundan yola ¢ikilarak, Gram (+), sporlu basil ancak 40°C’ye kadar
ireyebildikleri ve %10 NaCl’de iireyemedikleri i¢in Paenibacillus cisine, DE007
nolu izolatin Bacillus cinsine, DE021, DE030 ve DEO31nolu izolatlarin Gram (+/-),
sporsuz basil oldugundan dolay1 Arthrobacter cinsine ait olacagi sonucuna

varilmstir.

Tek tiyeli kiime olan DE0OO7 nolu izolatin test sonuglari incelendiginde Gram (+),
sporlu basil, hareketli, krem renkli parlak kenar1 tirtikli koloniler olusturan
organizmalar oldugu goriilmiis ve Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(1974) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde {iiyelerin Bacillus
cinsine ait oldugu sonucuna varimistir. DEOO7 nolu izolat VITEK® 2 ile %85
Bacillus vallismortis olarak tanimlanmistir. MIS yOntemiyle ise tanimlanamamustir.
2009 yilinda Roneey ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada B. vallismortis’in, B.
subtilis ile yakin akraba olabilecegi rapor edilmistir. B. vallismortis 1996 yilinda
Roberts ve ark. tarafindan tanimlanmis ve tanimlayici testleri Tween 20 (+), Tween
40 (+) ve DNA degredasyonu (+) olarak belirlenmistir. Tez siliresince yapilan
testlerin sonuglar1 tanimlayici testlerle karsilastirildiginda DNA degredasyonu (-)
olarak goriilmiis ve tir diizeyinde tanimlama yapilamamistir. Tiir diizeyinde
tanimlamasinin yapilamamasinin bir nedeni olarak B. subtilis ile yakin akraba olmas1
diistiniilebilir. Bu nedenle izolatin hangi tiire ait olduguna AR-1357 nolu projeden

elde edilen veriler sonucunda karar verilmesi sonucuna varilmistir.

Tek tiyeli kiime olan DE002 nolu izolatin test sonuglari incelendiginde Gram (+),
sporlu basil, hareketsiz, krem renkli parlak kenar1 diiz koloniler olusturan
organizmalar oldugu goriilmiis ve Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(2011) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde iiyelerin Paenibacillus

cinsine ait oldugu sonucuna varilmistir. Fakat Bacillus cinsi ile yakin akraba olan



Paenibacillus cinsine ait tiirler Ash ve ark.’nin 1993 yilinda yapmis olduklar1 16S
rRNA gen bolgesi ¢alismasiyla Bacillus cinsinden ayrilmis ve Paenibacillus cinsine
dahil edilmistir. Ash ve ark.’nin 1993 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Paenibacillus
cinsi igin tanimlayici testler hareket (+), Gram (+), spor (+), katalaz (+), tireaz (-),
H.S (-), sitrat (-), ve %10’Tuk NaCl (-)’dir. DE002 nolu izolat MIS yontemi ile %50
Paenibacillus  papuli olarak tanimlanmistr. VITEK®2  sonucuna  gore
tanimlanamamigstir. MIS sonucundan yola ¢ikarak tanimlanan tiiriin Shida ve ark.’nin
1997 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada tanimlayici testleri hareket (+), mannitol
fermantasyonu (+), nitrat rediiksiyonu (+/-), 40°C’de iireme (+), katalaz (+), VP (+/-
), Nisasta degredasyonu (+), indol (-), kazein degredasyonu (+/-), aesculin (-), sitrat
(-), tireaz (-) ve jelatin hidrolizasyonu (+/-) olarak belirlenmistir. Shida ve ark.’nin
1997 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada verilen tanimlayici test sonuglariyla tez
calismasinda yapilan tanimlayici testlerin sonuglar1 ile karsilastirildiginda, hareket (-
), VP (+), aesculin (+), nitrat (-), jelatin hidrolizasyonu (-) ve kazein (-) sonuglar1
farkli oldugu belirlenmistir. Diger test sonuglarmin benzer oldugu goriilmiis fakat tiir
diizeyinde tanimlama yapilamamistir. Tek {iyeli kiime olan DE020 nolu izolatin test
sonuglar1 incelendiginde Gram (+), sporlu basil, hareketli, krem renkli parlak kenar1
diiz koloniler olusturan organizmalar oldugu goriilmiis ve Bergey’s Manual of
Systematic  Bacteriology  (2011) kitabn da  tanimlanan cinse  gore
degerlendirildiginde tiyelerin Paenibacillus cinsine ait oldugu sonucuna varilmistir.
Izolat VITEK® 2 ile %91 P. polymyxa olarak tanimlanmistir. MIS ydntemiyle ise
%57 P. polymyxa olarak tanimlanmustir. Shida ve ark.’nin 1997 yilinda yapmus
olduklar1 c¢alismada P. polymyxa igin tamimlayici testler katalaz (+), nitrat
rediiksiyonu (+), indol (-), kazein degredasyonu (+), nisasta degredasyonu (+), sitrat
(), 50°C’de tireme (-) ve mannitol fermantasyonu (+)’dur. Tez ¢alismasinda yapilan
tanimlayici test sonuglariyla karsilastirildiginda sadece mannitol fermantasyonu (-)
sonucunun farkli oldugu ve tanimlanan cinsin test sonuglariyla karsilastirildiginda
%10’luk NaCl (-), treaz (-) ve H,S testi (-) sonuglarmin ise ayni oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak izolatin P. paenibacillus tiiriine ait

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada bal arilarindan izole edilen 30 izolatin, 11 tanesinin Bacillus cinsine ait

oldugu goriilmiis ve bal arilarindan en ¢ok Bacillus cinsine ait izolatlar elde



edilmesinin sonucu olarak bal arilarinin dogal ¢evresinde Bacillus cinsinin yaygin
olarak bulundugu sonucuna varilmistir (Gilliam 1987, 1997, Snowdon ve Cliver
1996). Balda, bal arilarinin sindirim sisteminde, bal arilar1 larvalarinda ve bal arilarin
da en yaygin olarak bulunan ve izole edilen cinsin Bacillus oldugu rapor edilmistir.
(Smolska-Szymczewska 1989, Rada ve ark.1997, Kacaniova ve ark. 2004, Piccini ve
ark. 2004, lurlina ve Fritz 2005, Mohr ve Tebbe 2006, Evans ve Armstrong 2006,
Mohr ve Tebbe 2007, Babendreier ve ark. 2007, Lopez ve Alippi 2007, Kacaniova ve
ark. 2009).Loncaric ve ark.’nin 2011 yilinda A. m. carnica ile yapmis olduklar1
caligmada Bacillus cinsine ait organizmalar izole ettikleri ve baska bir ¢alisma olan
Andere ve ark.’nin 2011 yilinda bal arillarinin semeniyle yapmis olduklar1 ¢aligmada
bal arilarinin semeninden Bacillus cinsine ait organizmalar izole ettikleri

gorilmiistiir.

Bal aris1 larvalarinda Avrupa yavru ¢iiriikligi hastaliga neden olan Paenibacilus
larvae tiiriine karst yapilan galismalarda, larvalardan izole edilen Bacillus cinsi
organizmalrin inhibitér etkisinin oldugu goriilmiistiir (Evans ve Armstrong 2005,
Alippi ve Reynaldi 2006, Sabate” ve ark. 2009).

Tek tiyeli kiimelerden olan DE021, DEO30 ve DEO31nolu izolatlarin test sonuglar1
incelendiginde Gram (+/-), sporsuz basil, hareket (+/-), krem renkli parlak kenar1 diiz
koloniler olusturan organizmalar oldugu gériilmiistiir. Bergey’s Manual of Sytematic
Bacteriology (2012) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde tiyelerin
Arthrobacter cinsine ait oldugu sonucuna varilmistir. izolatlar VITEK® 2 sonucuna
gore DEO031 nolu izolat %94 B. smithii olark tanimlanmus, diger izolatlar ise
tanimlanamamigtir. MIS yontemiyle ise, DE021 noli izolat %87 B. viscosus, DE030
nolu izolat %83 B. viscosus, DEO31 nolu izolat %72 B. megaterium olarak
tanimlanmistir. Conn’un 1928 yilinda yapmis oldugu calisma da, topraktan izole
ettigi Arthrobacter cinsine ait izolatlarin gelisme fazindayken Gram (-) basil,
duragan fazdayken ise Gram (+) coccus olduklar1 rapor edilmis ve literatiirde cinsin
iyelerinin plemorfik organizmalar oldugu belirtilmistir. Yapilan literatiir ¢aligmasi
sonucu daha 6nce Bacillus cinsine ait olan organizmalar, sporlarinin olmamasindan
ve Gram degisken olmasidan dolay1 Arthrobacter cinsine dahil edilmistir. Keddie
ve Jones 1981 yilinda yaymmlamig olduklar1 The Prokaryotes kitabinin birinci

baskisinda Arthrobacter cinsinin heterojen oldugu sonucuna varilmis, ayni zamanda



Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2012) kitabinda tanimlanan cinsin,
Brevibacterium ve Micrococcus gibi cinslerle yakin iligkili olmasindan dolay1 cinsin
sadece fenotipik karakterlerle ayrimin zor oldugu ve yanlis tanimlamalarin sik
gorildiigli heterojen bir cins oldugu belirtilmistir. 16S rRNA gen analizi ve dizi
benzerlikleri cinsin tanimlanmasinda yeterli goriilmemekte ve polifazik calisma
onerilmektedir. Arthrobacter cinsi organizmalarin 16S rRNA gen analiz sonuglari
hiicre duvarinin, peptidoglukan tipi, quinone tipi ve poliamin analizleriyle

desteklenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

5 nolu kiimenin tyeleri olan DE004 ve DEOOS5 nolu izolatlarin test sonuglari
incelendiginde Gram (-), sporsuz basil, hareketli, krem renkli parlak kenar1 diiz
koloniler olusturan organizmalar oldugu goriilmiistiir ve her iki izolat Balikesir
ilinden toplanan bal arilarindan izole edilmistir. Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1974) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde
Salmonella cinsine ait olabilecegi diisiiniilmektedir. VITEK® 2 ile DE004 nolu
izolat %98 Klebsiella oxytoca olarak tanimlanmis, DEOO5 nolu izolat
tanimlanamamistir. MIS yontemiyle ise DE004 nolu izolat %88 Salmonella
choleraesuis houtenae ve DEOO5 nolu izolat %87 Kluyvera cryocrescens olarak
tammlanmustir. S. choleraesuis houtenae olarak tanimlanan izolatin Su ve ark.’nin
2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada S. enterica houtenae olarak degistigi rapor
edilmistir. VITEK® 2 sonucuna gore K. oxytoca olarak tanimlanan DE004 nolu
izolatin cins diizeyinde “The Prokaryotes” (2006) kitabina gore tanimlayici testleri
hareket (-), VP (+), sitrat (-), indol (+), lireaz (+), nitrat rediiksiyonu (+), L-tyrosin (-
), alanin (+), rhamnoz (+)’dir. Calismada yapilan tanimlayic1 testlerle
karsilastirildiginda hareket (+), sitrat (+) olarak belirlenmis ve test sonuglarmin farkli
oldugu goriilmiistir. Ayn1 zamanda “The Prokaryotes”(2006) kitabinda Klebsiella
cinsine ait biitiin organizmalarin hareketsiz oldugu belirtilmistir. 2001 yilinda Brisse
ve Verhoefin yapmis olduklar1 caliymada elde ettikleri izolatlarm biyokimyasal
analiz i¢cin VITEK apparatus (BioMe’rieux)’us kullandiklar1 goriilmiis ve veri
tabaninda olmayan K. planticola ve K. terrigena’nin K. pneumoniae ya da K. oxytoca
olarak yanlis tanimlanabilecegi sonucuna varilmistir. MIS yontemi ile %88 S.
choleraesuis houtenae olarak tanimlanan DE004 nolu izolat tiir diizeyinde Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda verilen ayir edici testleri



hareket (+), katalaz (+), nitrat (+), metil red (+), sitrat (+), indol (+) ve VP (-)’dir.
Tiirlin baz1 alt tiirlerinde H,S (+) olabilecegi belirlenmistir. VP (+) ve iireaz (+)
sonuglar1 farkli bulunmustur. Bu sonugtan yola ¢ikilarak izolatin Salmonella cinsine
ait olacag1 disiiniilmektedir. MIS yontemiyle K. cryocrescens olarak tanimlanan
DEO0O05 nolu izolatin Farmer ve ark.’nin 1981 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada
tiriin tanimlayici test sonuglari, indol (+), metil red (+), VP (-), sitrat (+), H2S
tretimi (-), lireaz hidrolizasyonu (-), aesculin (+), nitrat rediiksiyonu (+) olarak
belirlenmistir. Tez caligmasinda yapilan test sonuglariyla karsilastirildiginda, VP (+)
ve iireaz hidrolizasyonunun (+) oldugu goriilmiistiir. Bendel’in 2004 yilinda yapmis
oldugu ¢alismada Salmonella cinsi organizmalar izole ettigi goriilmiis ve bu sonugtan

da yola ¢ikarak kiimenin Salmonella cinsine ait olabilecegi diistiniilmektedir.

6 nolu kiimenin iiyeleri olan DE003 ve DEO006 nolu izolatlarin test sonuglari
incelendiginde, DE003 nolu izolatin Gram (-), sporsuz basil, hareketli, krem renkli
parlak kenar1 diiz koloniler olusturan organizmalar oldugu goriilmiistiir. DE006 nolu
izolatin Gram (-), sporsuz basil, hareketli, sari-turuncu parlak kenar1 diiz koloniler
olusturan organizmalar oldugu belirlenmistir. Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1974) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde Pantaea
cinsine daha yakin olabilecegi sonucuna varilmistir. Beijerinck 1988 yilinda cinsi
Enterobacter olarak isimlendirmis, fakat Gavini ve ark.’nin 1989 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alisma sonucunda Pantoea olarak degistirilmistir. VITEK ® 2 sonucuna
gore DE003 nolu izolat %92 Sphingomonas paucimobilis, DE006 nolu izolat %93
Vibrio fluvialis olarak tanimlanmistir. MIS yontemiyle ise DE003 nolu izolat
tanimlanamamis, DE006 nolu izolat ise %91 Pantoea agglomerans olarak
tanimlanmistir. 2013 yilinda Mardaneh ve Dallal’nin yapmis olduklar1 ¢calismada P.
agglomerans tiirinii Gram (-), sporsuz basil, hareket (+) ve katalaz (+) olarak
tanimlamislardir. Tez c¢alismasinda yapilan tanimlayici test sonuglariyla
karsilastirildiginda her iki izolatinda benzer sonu¢ verdigi belirlenmistir. 2007
yilinda Kilig¢ ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada ise S. paucimobilis’ in hareket
(+) sar1 pigmentli organizmalar oldugunu kaydetmislerdir, ancak kiimenin DE003
nolu iiyesi kremli renkli organizmadir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak yapilan literatiir
¢alismasi sonucunda 2000 yilinda Sung ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢caligmada Vitek

AutoMicrobic Sistemle yapilan tanimlama sonucunda yanlis tanimlanan tiirler



arasinda S. paucimobilis’in de oldugunu rapor etmislerdir. Loncaric’in 2009 yilinda
yapmis oldugu ¢alismada P. agglomerans tiirii bakterilerin bal arilarinin gevresinde
yaygin olarak bulundugu sonucuna varilmistir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak izolatin P.

agglomerans tiirii olabilecegi diisiiniilmektedir.

7 nolu kiimenin tiyeleri olan DE0O1, DE017 ve DEO19 nolu izolatin test sonuglar1
incelendiginde, her bir izolatin Gram (-), sporsuz basil oldugu belirlenmistir. DE0O1
ve DEO17 nolu izolatin koloni kenar:1 diiz ve hareket (-), DEO17 nolu izolatin sari-
turuncu parlak koloni, diger izolatlarin kolonilerinin beyaz ve opak, DEO19 nolu
izolatin koloni kenarmin tirtikli ve hareket (-) oldugu gozlenmistir. VITEK® 2
sonucuna gére DEOO1, DEO17 ve DEO19 nolu izolatlar sirasiyla %86, %93 ve %96
Sphingomonas paucimobilis olarak tanimlanmistir. MIS yontemiyle ise yalniz
DEO019 nolu izolat %77 Serratia odorifera olarak tanimlanmis, diger iki izolat
tanimlanamamistir. Yabuuchi ve ark.’nin 1990 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada,
Holmes’in 1977 yilinda Pseudomonas cinsi olarak tanimladigi organizmalarin ayri
bir cins olarak Sphingomonas cinsine ait oldugunu rapor edilmisdir. VITEK® 2
sonucundan da yola ¢ikarak, Yabuuchi’nin (1990) tanimlamis oldugu S. paucimobilis
tiiriiniin ayrt edici testleri, hareket (+/-), Gram (-), spor (-), sari-turuncu koloni (+/-),
beyaz koloni (+/-) ve katalaz (+)’dir. Izolatlarm test sonuglar1 Yabuuchi’nin 1990
yilinda yapmis oldugu calismadaki sonuglarla karsilastirildiginda S.paucimobilis
olarak tanimlanan izolatlarin benzer sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Takeuchi ve ark.’nin
2001 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Sphingomonas cinsinin ayirt edici testleri,
indol (-), tireaz (-), jelatin hidrolizasyonu (-), aesculin (+) ve nitrat rediiksiyonu
(+)’dir. Kiimenin tyelerinin test sonuglar1 Takeuchi ve ark.’nin (2001) yapmis
olduklar1 ¢calismadaki sonuglarla karsilastirildiginda, DEOO1 nolu izolatin iireaz (+),
nitrat rediiksiyonu (-), DE017 ve DE019 nolu izolatmn nitrat rediiksiyonu (-) olarak
belirlenmis ve tanimlanan cinsten farkli bulunmustur. Ayrica Sung ve ark.’nin (2000)
yapmis olduklar1 g¢alismada Vitek AutoMicrobic sistemle yapilan tanimlama
sonucunda en fazla yanlis tanimlanan organizmanin S. paucimobilis oldugu rapor
edilmistir. Bu sonuglar g6z Oniinde bulundurularak sistematigi zor olan
Sphingomonas cinsi gibi organizmalarin tanimlanmasinin polifazik ¢alisma sonunda
miimkiin olacag1 diisiiniilmekte ve tiir diizeyin de tanimlamanin AR-1357 nolu

projeden elde edilen veriler sonucunda yapilabilecegi sonucuna varilmigtir.



8 nolu kiimenin iiyeleri DE008, DEO10 ve DEO15 nolu izolatlar olarak diger
kiimelerden ayrilmistir. izolatlarmn test sonuglar1 incelendiginde, DE00S ve DE015
nolu izolatlarin Gram (-), sporsuz basil, hareket (+) ve krem koloni kenar1 diiz parlak
koloniler, DEO10 nolu izolatin ise hareket (-), krem koloni kenar1 tirtikli opak
koloniler olusturdugu belirlenmistir. Yabuuchi ve ark.’nin 1990 yilinda yapmis
olduklar1 calismada cins belirlemis olduklar1 ayirt edici testlerden yola ¢ikarak
izolatlarm Sphingomonas cinsine ait olabilecegi disiinilmektedir. VITEK® 2
sonucuna goére DE008 nolu izolat %90 S. paucimobilis, DE010 nolu izolat %91 S.
paucimobilis, DE015 nolu izolat %99 Acinetobacter Iwoffii olarak tanimlanmistir.
MIS yontemiyle ise hi¢ bir izolat tanimlanamamistir. Constantiniu ve ark.’nm 2004
yilinda yapmus olduklar1 ¢alismada A. Iwoffii olarak tanimlanan cinsin test sonuglari,
katalaz (+), hareket (-), MacConkey Agarda tireme (+), aeskulin (-), H,S (-), sitrat
(+), nitrat rediiksiyonu (-), metil red (-) ve VP (-) olarak belirlenmistir. Calisma da
VITEK® 2 sonucuna gore A. Iwoffii olarak tanimlanan DEO15 nolu izolatin test
sonuglar1 Constantiniu ve ark.’nin 2004 yilinda yapmis olduklari ¢alismanin sonucu
ile karsilastirildiginda, katalaz (-), hareket (+), MacConkey Agarda iireme (-),
aesculin (+), sitrat (-), nitrat rediiksiyonu (+), metil red (+) ve VP (+) testlerinin farkli
sonug verdigi goriilmiistiir. Izolatlarin test sonuglar1 Yabuuchi ve ark.(1990)’na gore
degerlendirildiginde, DE0OO8 nolu izolatin test sonuglar1 hareket (+), indol (-), nitrat
rediiksiyonu (+), lireaz (-) ve aesculin (+), DE010 nolu izolatin test sonuglari, hareket
(), indol (-), aesculin (+), katalaz (+), jelatin hidrolizasyonu (+), nitrat rediiksiyonu
(+) ve iireaz (-), DEO15 nolu izolatin, hareket (+), indol (-), aesculin (+), katalaz (+),
nitrat rediiksiyonu (+) ve lireaz (-) olarak belirlenmis ve izolatlarin S. paucimobilis’e

daha yakin oldugu sonucuna varilmstir.

9 nolu kiimenin iiyesi olan DE009 nolu izolatin ve Staphylococcus aureus’un test
sonuglar1 incelendiginde Gram (+), coccus, hareket (-), krem kenar1 diiz koloni
olusturan organizmalar oldugu goriilmiis ve Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1974) kitabin da tanimlanan cinse gore degerlendirildiginde DEOQ9
nolu izolatin Staphylococcus cinsine ait oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica izolatin
cins diizeyinde tip Ornegi olarak belirlenen S. aureus ile ayni kiimede olmasi da
Staphylococcus cinsine ait olabileceginin gostergesi olarak disiiniilmektedir.

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda tanimlanan



Staphylococcus cinsinin ayirt edici testleri hareket (-), katalaz (+), nitrat rediiksiyonu
(-), %15’1lik NaCl’de iireme (+), Tween 20 (+) ve Mannitol Salt Agarda sar1 zon
olusturma (+)’dir. Tez calismasinda yapilan test sonuglarmin cins diizeyinde
degerlendirildiginde ayni oldugu belirlenmistir. VITEK®2 sonucuna gore DE009
nolu izolat %99 S. saprophyticus olarak tanimlanmistir. MIS sonucuna gore ise %80
S. cohnii cohnii olarak tanimlanmustir. Her iki yontemlede izolat Staphylococcus
cinse ait organizma olarak tanimlanmistir. VITEK® 2 sonucuna gore degerlendirme
yapildiginda, Hajek ve ark.’nin 1996 yilinda yapmis olduklari ¢alisma da tanimlanan
tir i¢in ayirt edici testleri hareket (-), nitrat rediikksiyonu (-), aesculin (-), iireaz
hidrolizasyonu (+), arabinoz (-) ve ksiloz (-)’dir. Tez ¢alismasinda yapilan test
sonu¢larinda arabinoz (+) ve ksiloz (+) olarak belirlenmis ve farkli oldugu
goriilmiistiir. MIS sonucuna gore degerlendirme yapildiginda ise, Kloos ve
Wolfshohl’un 1991 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada tanimlanan tiir i¢in ayirt edici
testler hareket (-), katalaz (+), tireaz hidrolizasyonu (-), aesculin (-) ve nitrat
rediiksiyonu  (-)’dir. Izolatin test sonuglar1 ile karsilastirildiginda iireaz
hidrolizasyonu (+) olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak izolatin yalniz
cins diizeyinde tamimlanmasi yapilmis ve Staphylocoocus cinsine ait olacagi
sonucuna varilmistir. Yapilan literatiir ¢alismas: sonucunda balarilariyla yapilan
caligmalar sonucunda Staphylocoocus cinsine ait izolasyonlarin oldugu sonucu elde
edilmistir (Rada ve ark. 1997, Bendel 2004, Andere ve ark. 2011). Kacaniova ve
ark.’nin 2004 yilinda bal arilariyla yapmis olduklar1 ¢alismada ise Staphylocoocus
cinsine ait bakteri izole etmedikleri goriilmiistiir. Ancak yapilan diger caligmalar

kiimenin Staphylococcus cinsine ait oldugunu desteklenmistir.

Tek tiyeli kiime olan DEO11 nolu izolatin test sonuglar1 incelendiginde, Gram (+),
coccus, hareket (-), kenar1 diiz koloni olusturan organizma oldugu goriilmiis ve
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda verilen cinse gore
degerlendirildiginde Pediococcus cinsine ait oldugu disiinilmiistiir. Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda cinsin ayirt edici testi,
katalaz sonucunun yalanci pozitiflik vermesi olarak belirtilmistir. VITEK® 2 sonucu
%91 Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanmistr. MIS yontemiyle ise
tanimlanamamistir. VITEK® 2 sonucundan yola ¢ikilarak yapilan literatiir ¢alismasi

sonucu cinsin bir laktik asit bakterisi oldugu rapor edilmistir (Dobson ve ark. 2002).



Tanasupawat ve ark.’nin 1993 yilinda yapmis olduklar1 calismada tiiriin ayirt edici
testleri, katalaz (-), aesculin (+), nitrat rediiksiyonu (-), jelatin hidrolizasyonu (-) ve
40°C’de iireme (+)’dir. Tez ¢aligmasinda yapila test sonuglartyla karsilastirildiginda
aesculin (-),44°C’de tireme (+) ve katalaz (+) oldugu goriilmiis ve bu sonuglar farkli
bulunmustur. Ancak katalaz aktivitesinin yavag gergeklestigi bilinmekete ve izolatin
katalaz sonucun yalanci pozitiflik olabilecegi sonucuna varimistir. Yapilan
calismalarla benzer sonuclarin elde edilmesinde yola ¢ikarak izolatin P. pentosaceus

tiirline ait olabilecegi diistiniilmektedir.

Tek iiyeli kiime olan DEO18 nolu izolatin test sonuglari incelendiginde, Gram (-),
sporsuz basil, hareket (+), krem kenar1 diiz koloniler olusturan organizmalar oldugu
goriilmiistiir. VITEK® 2 sonucuna gore izolat %85 Esherichia coli olarak
tanimlanmistir. MIS yontemiyle ise tanimlanamamistir. VITEK® 2 sonucundan yola
cikilarak Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974) kitabinda tiiriin
ayrt edici testleri katalaz (+), aesculin (+/-), laktoz (+/-), mannitol (+), ksiloz (+/-),
metil red (+), VP (-), indol (+), lireaz hidrolizasyonu (-), sitrat (-) ve H,S (-)’dir.
Yapilan test sonuglari ile karsilastirildiginda, , katalaz (-), aesculin (-), laktoz (+),
ksiloz (+), metil red (+), indol (-), VP (-), sitrat (-) olarak bulunmus ve tiire 6zgii olan
testlerin bircogunun farkl oldugu gériilmiistiir. Izolatm tiir diizeyinde tanimlamasi
yapilamamig ve AR-1357 nolu projeden elde edilen veriler 1s18mnda izolatin tiir

diizeyinde tanimlamasinin yapilabilecegi sonucuna varilmistir.

Calismamizin diger bir amaci ise; elde edilen izolatlarmn igerisinde son zamanlarda
toplu ar1 6liimlerine sebep veren bazi ar1 hastalilarinin sebebi olan bakterilerin olup
olmadigimni bioassay ¢alismasiyla belirlemektir. 30 izolattan, VITEK® 2 ve MIS
sonucundan yola cikilarak farkli tiir olabilecegi diisiiniilen 14 farkli izolatin bal
arilar1 lizerinde insektisidal etkilerinin olup olmadig test edilmistir (Cizelge 3.11.).
Yaptigimiz bioassay testlerinde elde edilen sonuca gére, DE013, DE026, DE028 ve
DEO31 nolu izolatlarin insektisidal etkileri %10, DE0O07, DEO11 ve DE022 nolu
izolatlarin insektisidal etkileri %15, DE009 nolu izolatin izolatlarin insektisidal etkisi
%25, DE006 nolu izolatin insektisidal etkisi %20, DEO15 nolu izolatin izolatlarin
insektisidal etkisi %5, DE019 nolu izolatin izolatlarin insektisidal etkisi %65 ve

DEO004 nolu izolatin insektisidal etkisi %70 olarak belirlenmistir. Sonuglar



degerlendirildiginde ise en fazla insektisidal etkiye DE004 ve DE019 nolu izolatlarin
sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica DE019 nolu izolatin VITEK® 2
sonucunda oksidaz pozitif oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda ise 6liim orani
%0 olarak bulunmustur. DE004 nolu izolat Balikesir’den, DE019 nolu izolat ise

[zmir’den izole edilmistir ve her iki ilinde birbirine smir1 bulundugu goriilmiistiir.

Izole edilen birgok susun birbiriyle karsilastirilmas, suslarin tiir diizeyinde ayriminin
zor olmasi, bazi suslarin pleomorfik 6zelliginin olmasi gibi nedenlerden dolay1 suslar
arasinda ayrim gelistirmek ve suslarmn teshisinin dogrulugunu ispatlamak
zorunlulugu giindeme gelmistir. Ancak, siniflandirma i¢in gelistirilen morfolojik ve
biyokimyasal testler ve fenotipik 6zellikler suslarin ayrimi icin yeterli olmadigindan
degisik yontemler gelistirilmistir (Bagc1 ve ark. 1991). Smiflandirmadaki mevcut
problemleri ¢6zmek ve modern bakteriyel taksonomiye yardime1 olmak amaciyla son
yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-
PZR (RAPD-PZR), 16S rRNA Dizi Analizi, DNA-DNA hibridizasyonu, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu-Parca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP), Toplam Hiicre
proteinlerinin sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) gibi
molekiiler yontemler kullanilarak tiirler arasindaki farkliliklar ve benzerlikler
belirlenmeye calisilmaktadir (Chang ve ark. 2003). Bu ¢alismada da izole edilen
Bacillus, Paenibacillus, Salmonella, Pantoea, Sphingomonas, Arthrobacter cinsi
oldugu disiiniilen izolatlarin tiir diizeyinde tamimlanmasi i¢in morfolojik,
biyokimyasal, fiziksel ve degredasyon testlerle kesin sonucu varilamamis ve 16S
rRNA genleri bolgelerinin ¢alisilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle
“AR-1357- Bal Arilarindan (A.mellifera) Izole Edilmis Cesitli Bakterilerin 16S
rRNA Gen Bolgelerinin Bazi Fenotipik Karakterlerinin Belirlenmesi” baslikli proje
yazilmis ve proje desteklenmistir. Ribozomal RNA genleri (rRNA) (16S, 23S ve 5S)
bakterilerde yiiksek derecede korunmus bdlgelerdir. Ozellikle de 16S rRNA genleri
bakteri tiirleri arasinda filogenetik yakmhigin belirlenmesi i¢in olduk¢a sik
kullanilmaktadir (Rainey ve ark. 1994). Yapilacak bu gen bolgesi dizileme ¢alismasi
ile bal arilarmin mezofilik bakteri florasinin belirlenecegi ve literatiire yeni bakteri

tiirlerinin kazandirilabilecegi diistiniilmektedir.
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EK 1. Kiiltiir Ortamlarinin Bilesimi, Hazirlanis1 Ve Sterilizasyonu

1.1.Kiiltiir Ortamlan
1.1.1. Nutrient Agar (Merck)

Pepton from meat 5¢9

Meat extract 39
Agar-agar 12 ¢

Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri 1 000mL’de 20 g olacak sekilde saf su igersinde 1sitilarak ¢6ziildii.
Coziilen besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 45-50 °C’ye kadar
soguduktan sonra steril petrilere aseptik sekilde dokiildi. 25°C°de pH’s1 7.0+0.2 dir.

1.1.2. Nutrient Broth (Merck)
Pepton from meat 5¢

Meat extract 39

Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri 1 000 mL’de 8 g olacak sekilde saf su igerisinde ¢oziildi, tiiplere
konulan besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakikasteril edildi. 25°C’de pH’s1
7.0+0.2°dir.

1.1.3. Peptone Water (Merck)
Pepton 109

NaCl 590
NayHPO4.12H,0 99
KoHPO, 15¢

Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri 1000 mL’de 25.5 g olacak sekilde saf su igersinde ¢oziildii. Tiiplere
2 mL konuldu ve otoklavda 121°C’de 15 dakikasteril edildi. 25°C’de pH’s1
7.24+0.2’dir.



1.1.4. MR-VP Broth (Merck)

Pepton from meat 79

D(+) Glukoz 59
Fosfat tamponu 50
Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri, 1 000 mL’de 17 g olacak sekilde saf su igerisinde ¢oziildi. Tiiplere
5 mL konuldu ve otoklavda 121°C’de 15 dakikasteril edildi. 25°C’de pH’s1
6.9+0.2°dir.

1.1.5. Smmmons Citrate Agar (Merck)

Ammonium dihydrojen phosphate 1g

K2HPO4 19

NaCl 59
Sodium citrate 29
MgSO4 0.2 g
Bromothymol blue 0.08 ¢
Agar-agar 13 ¢

Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri, 1 000 mL’de 22.3 g olacak sekilde 1sitilarak saf su igerisinde
¢oziildii. Coziilen besiyeri tiiplere 2 mL konuldu ve otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Steril edilen besiyerleri 1-2 cm yiiksekliginde ki c¢ubuklar iizerine
yatirilarak sogumasi beklendi ve yatik agar elde edildi. Besiyerinin rengi berrak yesil

renktedir ve 25°C’de pH’s1 6.6+0.2dir.



1.1.6. Triple Sugar Iron Agar

Beef extract 30
Yeast extract 39
Peptone 15¢
Proteose pepton 59
Dextrose 19
Laktoz 10 ¢
Sukroz 109
Ferrous sulfat 0.2g
NaCl 50

Sodyum Thiosulfate 0.3 g

Agar 129
Fenol red 0.024 g
Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri, 1 000 mL’de 65 g olacak sekilde isitilarak saf suda ¢Oziildii.
Coziinen besiyeri tiiplere 2’ser mL aktarilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Steril edilen besiyerleri 1-2 cm yiiksekliginde ki ¢ubuklar {izerine yatirilarak
sogumasi beklendi ve yatik agar elde edildi. 25°C’de pH’s1 7.440.2 dir.

1.1.7. Kligler Iron Agar (Oxoid)

Lab-lemco 30
Yeast extract 39
Pepton 209
NaCl 59
Laktoz 10¢g
Glukoz 1g

Ferric citrat 0.3g



Sodyum thiosulfat 03¢

Fenol red 0.05¢g
Agar 12 g
Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri, 1 000 mL’de 55 g olacak sekilde saf su igerisinde 1sitilarak
¢Ozilindii. Coziinen besiyeri tiiplere 2 mL konularak otoklavda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Steril edilen besiyeri 1-2 cm yiiksekliginde ki ¢ubuklar {izerine

yatirilarak sogumasi beklendi ve yatik agar elde edildi.
1.1.8. Jelatin Hidrolizi

Tryptone Soya Broth (Oxoid)

Pancreatic digest of casein 179
Papaic digest of soybean meat 39
NaCl 50

Dibazik potassium phosphate 25¢
Glucose 250
Saf su 1 000 mL

Dehidre besiyeri, 1 000 mL’de 30 g olacak sekilde saf suda ¢6ziildii. Coziilen
besiyerine jelatin hidrolizi i¢in %10’luk jelatin ilave edildi, 1sitilarak homojen hale
getirildi. Hazirlanan besiyerinden tiiplere 5 mL konuldu ve otoklavda 121°C’de 15
dakikasteril edildi. 25°C’de pH’s17.3+0.2°dir.

1.1.9. Allantoin Hidrolizi

Peptone 5¢
Lab lemco 249
Alantoin 59
Fenol red 0.012 ¢

Saf su 1 000 mL



pH 6.8

Fenol red hari¢ tiim icerik saf suda ¢oziildiikten sonra pH ayarlamasi yapildi. pH
ayarlamasidan sonra ortama fenol red de eklendi. Hazirlanan besiyeri tiiplere 2’ser

mL aktarild1 ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
1.1.10. Aesculin Hidrolizi
Yeast extract 39

NH,"-Fes (Ammonium Ferrous citrate) 0.5 g

Agar 109
Saf su 1 000 mL
pH 7.2

Agar hari¢ diger besiyeri icerikleri 1 000 mL saf su igerisinde ¢oziilerek pH, 0.1 M
NaOH ve 0.1 M HCI ile ayarland1 ve agar ilave edildi. Bazal ortam igerisine %0.1’lik
aesculin ilave edildi ve kaynatildi. Ardindan hazirlanan besiyeri karisim, tiiplere 2
mL olacak sekilde konuldu ve 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril edilen

besiyerlerinin yatik agar olacak sekilde sogumasi saglandi.
1.1.11. Arbutin Hidrolizi
Yeast extract 39

NH,"-Fes (Ammonium Ferrous citrate) 0.5¢

Agar 109
Saf su 1 000 mL
pH 7.2

Agar hari¢ diger besiyeri icerikleri 1 000 mL saf su icerisinde ¢dziilerek pH, 0.1 M
NaOH ve 0.1 M HCI ile ayarland1 ve agar ilave edildi. Bazal ortam igerisine %0.1°lik
arbutin ilave edildi ve kaynatildi. Ardindan hazirlanan besiyeri karigimi, tiiplere 2
mL olacak sekilde konuldu ve 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril edilen

besiyerlerinin yatik agar olacak sekilde sogumasi saglandu.



1.1.12. Bennett’s Agar

Yeast extract 19
Lab-lemco 08¢
Bacto-casitone 29
Gliserol 10 mL
Agar 12 ¢

Saf su 1 000 mL
pH 7.2

Agar hari¢ diger besiyeri igerikleri 1 000 mL saf su igerisinde ¢oziildii. pH 0.1 M
NaOH veya 0.1 M HCI ile ayarlandi ve karisima agar ilave edildikten sonra
kaynatildi. Otoklav siselerine dokiilerek 121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril
edilen besiyerinin 45-50°C’ye kadar sogumasi beklendi ve aseptik sartlarda petrilere
dokiildii. Degredasyon maddeleri, tindalizasyon teknigi ile steril edildikten sonra

steril besiyerine katild1.

1.1.13. Sierra’s Besiyeri

Bacto-peptone 109
Calcium carbonate (dihydrate) 01g
NaCl 59

Agar 189

Saf su 1 000 mL
pH 7.4

Agar hari¢ tiim malzemeler saf su igerisinde ¢dziiliip, besiyerinin pH’s1 ayarlandu.
Agar ilave edilip homojen hale geldikten sonra 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Ardmdan besiyerinin 50°C’ye kadar sogumasi beklendi. Tindalizasyon yontemiyle
steril edilen Tween 20, Tween 40, Tween 80, steril besiyerine aseptik sartlarda ilave

edildi ve Sierra’s besiyerine iyice karistirildiktan sonra petrilere dokiildii.



1.1.14. Nitrat Rediiksiyonu Besiyeri

Potassium nitrate 1.0 g

Peptone 59
Lab-lemco 249
Saf su 1 000 mL
pH 7.0

Tim besiyeri igerigi saf suda ¢6ziiliip, pH ayarlamasi yapildiktan sonra tiiplere 2 mL

konularak 121°C’de 15 dakika steril edildi.

1.1.15. T3 Besiyeri

Tryptone 309
Tryptose 20

Yeast extract 15¢g
NaH,PO,4 609
Na,HPO, 7.1g

Saf su 1 000 mL
Agar 129

Besiyeri igerikleri saf suda ¢oziildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Steril edilen besiyeri petrilere dokiildii.

1.1.16. Crossley Milk Medium (Oxoid)

Skim milk powder 100 g
Peptone 109
Bromocresol purple 0.1

Agar 129

Saf su 1 000 mL

pH 6.8



Dehidre besiyerinin 110 gram1 1 000 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve otoklavda
121°C’de 5 dakika steril edildi. Steril edilen besiyeri aseptik sartlarda petrilere

dokiildii. Besiyeri kazein degredasyonu igin kullanildi.
1.1.17. DNA Degredasyonu

Tryptone Soya Agar (Oxoid)

Pancreatic digest of casein 159
Enzymatic digest of soyabean 50
NaCl 59

Agar 15¢

Saf su 1 000 mL
pH 7.3

1 000 mL saf su da 40 gram besiyeri ¢Oziildii ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril
edildi. Steril edilen besiyeri 50°C’ye kadar sogutuldu ve tindalizasyon yontemiyle
steril edilen DNA aseptik sartta besiyerine ilve edildi ve karigmasi saglandi.

Ardindan petrilere dokiildii.

1.1.18. Hareket Testi Besiyeri

Pepton from meat 50
Meat extract 39
Saf su 1 000 mL

Besiyeri igerigine %4’lik agar ilave edildi, tiiplere 5 mL aktarilarak otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi.

1.1.19. Peptone Iron Agar
Peptone 159
Proteose peptone 5¢
Ferric ammonium citrate 0.5 g

Sodium gliserolphosphate 1g



Sodium thiosulfate 0.08 g

Agar 15¢g
Saf su 1 000 mL
pH 6.7

1 000 mL’de 36 g olacak sekilde besiyeri kaynatilarak ¢oziildii. Cozlinen besiyeri
tiiplere 2 mL olacak sekilde konuldu ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.
Steril edilen besiyeri yatik agar olacak sekilde sogutuldu.

1.1.20. Ure Hidrolizi Besiyeri

Urea Base Agar

Peptone 19
Glucose 1g
NaCl 50
Disodium phosphate 129

Potassium dihydrogen phosphate 08¢

Phenol red 0.012¢g
Agar 15¢
pH 6.8

95 mL saf su igerisinde 2.4 g besiyeri kaynatilarak ¢oziildii. Urea base agar otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edildi. Steril besiyeri 50°C’ye kadar sogutuldu. Filtrasyon
yontemi ile steril edilen %40’lik iire steril bazal ortamimn igerisine katildi ve
karigtirildi. Karisim steril tiiplere 2 mL dokiildii ve yatik agar olacak sekilde

sogutuldu.



EK 2. Cozeltiler

1.%20’lik Gliserol Stok Cozeltisi
Gliserol stok izolatlarin uzun siire -20°C’de saklanmasi i¢in hazirlandi.
Gliserol 20 mL
Nutrient broth 80 mL

%20’lik gliserol ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra cryo tiiplere 1.5 mL konuldu ve
121°C’de 15 dakika otoklav edilerek steril edildi.

2.Nitrat Ayraclan

Nitrat testinin degerlenderilmesinde her iki ayractan esit miktarda karistirilarak

kullanilmastir.

2.1.A aymraci

Siilfanilik asit 8¢

5 N Asetik asit 1 000 mL

1 birim glasial asetik asit ve 2.5 birim saf su karistirilarak 3.5 birim 5 N asetik asit
hazirlandi. Daha sonra 1000 mL 5 N asetik asit igerisinde 8 g sulfanilik asit ¢6ziildii.

Hazirlanan ¢6zelti amber renkli bir sisede saklandi.
2.2.B ayiraci

Dimetil a-napthylamine 6yada5g
5 N asetik asit 1 000 mL

1 000 mL 5 N asetik asit igerisinde 6 ya da 5 g Dimetil a- napthylamine ¢oziildii ve

hazirlanan ¢ozelti amber renkli bir sisede saklandi.

3.Lugol’s lodine Ayraci

Nisasta degredasyon testinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.
lodine 59

KI (potassium iodine) 109

Saf su 1000 mL



Kimyasallar 6nce 10 mL saf su i¢erisinde ¢oziildii ve 100 mL’ye tamamlanda.

4.Kovac’s Ayraci

p-dimetylaminobenzaldehyde 10g
HCI (%37°1ik) 50 mL
Amyl alkol 150 mL

Kovac’s ayract indol testinde kullanilir. p- dimetylaminobenzaldehyde amil alkol
icinde ¢oziiliir. Yavasca cozeltiye HCI ilave edilir ve sar1 renkli ¢ozelti elde edilir.

Hazirlanan ¢6zelti amber renkli sisede enfazla bir hafta buzdolabinda saklanir.
5.Voges Proskauer Ayraci

5.1.VPI Ayraa

Etanol (absolute) 100 mL

a-naphthol 50

5 gram a-naphthol etanoliin i¢inde ¢oziiliir.
5.2.VPII Ayraci

KOH 409
Saf su 100 mL
40 g KOH 100 mL saf su igerisinde ¢6ziiliir. Hazirlanan ¢6zelti amber renkli sisede

en fazla bir hafta saklanur.



EK 3. Sterilizasyon Teknileri

1.Basin¢ch Buhar ile Sterilizasyon

Sterilizasyona dayanikli cam tiipler, petri plaklari, otomatik pipet uglari, kiiltiir
ortamlar1 ve soliisyonlarin sterilizasyonunda 1s1 ve basingtan faydalanilir. Bu teknik,
sterilizasyonu saglanacak olan materyallerin, 121°C 1s1iya ayarlanmis otoklav adi
verilen alet icerisinde 15 dakika bekletilmesi ile gergeklesir. Bununla birlikte, yiiksek
1stya dayaniksiz kimyasal maddeler, karbon ve azot kaynaklar:1 ile antibiyotik gibi

maddeler, farkl sterilizasyon teknikleri kullanilarak steril edilmistir.
2.Yakma ve Alevden Geg¢irme ile Sterilizasyon

Yakma ve alevden gecirme ile sterilizasyon teknigi, direkt i1sida bozulmayacak
madeni arag-gereglerin veya camdan yapilmis bazi aletlerin sterilizasyonunda
kullanilir. Inokiilasyonda kullanilan 6zeler, akkor haline gelene kadar yakilarak;

alevden gegirilerek steril edilmistir.
3.Tindalizasyon Teknigi ile Sterilizasyon

Azot ve karbon kaynaklar1 ile degredasyon ve kimyasal inhibitér testlerinde
kullanilan bazi kaynaklarin sterilizasyonunu saglamak i¢in kullanilan bir tekniktir ve
sivi maddelerin 100°C sicaklikta 3 giin boyunca ayni saatte 30 dakika boyunca
kaynayan suda bekletilmesine dayanir. Olgiilii miktardaki azot ve karbon kaynaklari
ile degredasyon ve kimyasal inhibitor testlerinde kullanilan bazi maddeler, daha
onceden otoklav ile steril edilmis, i¢cinde 50 mL saf su bulunan agzi kapakli 100
ml’lik cam siseler icine konmustur. Kapagi1 hafifce gevsetilmis cam siseler, i¢cinde
100°C’ye kadar 1sitilmig az miktarda su bulunan agzi kapakli, genis tabanli kaplarda
30 dakika siireyle isitilmistir. Bu siire sonunda, cam siselerin kapaklar1 sikica
kapatilarak oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Bu islem, 2. ve 3. giin ardigik

olarak ayni saatte tekrarlanmistir.

Kapaklar1 kapali bir sekilde oda sicakliginda korunan siseler, tindalizasyon bittigi
giin aseptik kosullarda besiyerlere eklenerek yine aseptik kosullarda petrilere

dokiilmiistiir.



4.Filtrasyon Teknigiyle Sterilizasyon

Filtrasyon teknigi ile sterilizasyon, 1s1 ile yapis1 bozulan sivi materyallerin
sterilizasyonunu saglamak i¢in kullanilmistir. Bu teknikte, sivi bir ortam, membran
filtre ad1 verilen 6zel siizgeglerden gecirilir. Ure soliisyonunun sterilizasyonunda bu
teknik kullanilmustir. Olgiilii miktardaki iire soliisyonu, 47 mm capinda, 0.45 um por
biiylikliigiindeki seliiloz membran filtrelerden (Oxoid Ltd.) gecirilerek steril

edilmistir.



EK 4. Baz Izolatlarin Test Sonuclar

DEO009 Koloni Morfolojisi DEO014 Koloni Morfolojisi

DEO017 Koloni Morfolojisi DE006 Koloni Morfolojisi

DEO016 Koloni Morfolojisi DEO010 Koloni Morfolojisi




DE009-DE010 Mannitol Salt
Agar’da tiremesi

DEO001-DE002-DEO003- DE004-
DEQ05-DE006 Katalaz Testi

DEOQ004 Hareket Testi

DE005-DE028 indol testi




KIA Test Sonucu

DE016-DE020 Ure
Hidrolizasyonu

DEQ04-DE031 Arbutin Testi

DEO009 Nigasta Degredasyonu

DE014-DE015-DE016-DE017
Tween Degredasyonu
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