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Bal aris1 (Apis mellifera L.), ekonomik agidan bitkisel tarim tiriinlerinin
diinyadaki en onemli tozlastiricisidir. Bal arilarini olumsuz etkileyen
etkenler, onlarin yagama giiciinii ve verimini diistirebilmektedir.

Bu tehditlerden biri de Paenibacillus larvae’nin neden oldugu Amerikan
Yavru Ciiriikliigii (AYC) enfeksiyonudur. P. larvae Gram pozitif, sporlu,
mortalite orant yiiksek, diinya genelinde yayilmis olan epizootik nitelikte
enfeksiyona neden olmaktadir.

AYC, ozellikle larva déneminde %100°e varan oliimlere neden olarak
kiiresel aricilik sektoriinde onemli ekonomik kayiplara yol acan ciddi bir
enfeksiyondur. Ozellikle ERIC I susu ile enfekte larvalarin 12 giin icinde
%100 oldiigii, ERIC I susu ile enfekte larvalarin ise yaklasik 7 giin iginde
oldiigii goriilmiistiir.

Giiniimiizde antibiyotik kullaniminin yasaklanmasi, AYC tedavisinde
alternatif  yaklasimlara olan ihtiyact arturmistir.  Bu kapsamda
bakteriyofajlar, ozgiil etkileri, ¢cevresel giivenlik profilleri ve bal arilarinin
mikrobiyotasina minimal etkileri sayesinde umut vadeden biyolojik ajanlar
olarak on plana ¢ikmaktadur.
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Bu derlemede, AY( 'nin etkeni olan P. larvae’nin biyolojisi, yayiimi,
mevcut teshis yontemleri ve bakteriyofaj temelli biyokontrol yaklasimlar
giincel literatiir 15181nda ele alinmistir.

AYC niin kontroliinde bakteriyofajlarla yapilan miicadele yontemleri
heniiz yaygin olarak uygulanmamasina ragmen, yapilan arastirmalar
bakteriyofajlarin bal arilarint bu enfeksiyondan koruma ve tedavide
potansiyelinin yiiksek diizeyde oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera L., Amerikan yavru ciiriikliigii, Bal
arisi, Bakteriyofaj, Paenibacillus larvae.

Use of bacteriophages in american foulbrood

Abstract

The honey bee (Apis mellifera L.) is the world s most important pollinator
of plant-based agricultural products in terms of economics. Factors that
negatively affect honey bees can reduce their vitality and productivity.

One of these threats, American Foulbrood (AFB), is a globally widespread,
high-mortality, spore-forming, epizootic bacterial infection caused by the
Gram-positive bacterium Paenibacillus larvae. AFB is a serious infection
that can cause up to 100% mortality, especially in the larval stage, leading
to significant economic losses in the global beekeeping industry.

Specifically, ERIC I strain cause 100% mortality in infected larvae within
12 days, while ERIC II strain kills infected larvae in about 7 days.

The contemporary ban on antibiotic use has increased the demand
for alternative approaches in the treatment of AFB. In this context,
bacteriophages (phages) stand out as promising biological agents due to
their specific effects, environmental safety profiles, and minimal impact on
the honey bee microbiota.

This review examines the biology, spread, current diagnostic methods, and
bacteriophage-based biocontrol approaches for P. larvae, the causative
agent of AFB, in light of current literature.
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Although control methods using bacteriophages against AFB are not yet
widely implemented, research demonstrates the potential of this method.

Keywords: Honey bee, Apis mellifera L., American foulbrood, Paenibacillus
larvae, Bacteriophage

Giris

Bal aris1 (4pis mellifera L.) yetistiriciliginin ekonomik dnemi biiytiiktiir.
Bal aricilig1, sadece bal tiretimiyle sinirli olmayan, bitkisel tiretimi artirarak
gida giivenligi ve biyogesitlilige katki saglayan 6nemli bir tarimsal ve
hayvancilik faaliyetidir.

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti “Food and Agriculture
Organization” (FAO, 2021) istatistiklerine gore; Cin, 472.100 ton ile
2021 yilinda en ¢ok bal tiretimini gerceklestiren iilke olmustur. Tiirkiye,
96.344 ton ile Cin’i takip etmektedir. 2021 yilinda diinya genelinde
yaklasik olarak 1,8 milyon ton bal iiretimi gergeklesmistir. Sahip oldugu
ar1 koloni sayis1 bakimindan Tiirkiye, Cin’e yakin miktarda koloniye sahip
olmasina karsin (Cin’de 9,2 milyon koloni, Tiirkiye’de 8,7 milyon koloni),
bal verimi degerlendirildiginde karsilastirilamayacak seviyede diisiik
iiretim verilerine sahiptir. Koloni basina 51 kg bal {iretimiyle Cin, ar
kolonilerinden en yiiksek miktarda iiriin alan lilke konumundadir. Koloni
basma 11 kg bal iiretimi gibi diisiik bir seviyede kalan Tiirkiye ise Cin’i
takip etmektedir (FAO, 2022; Tiirkiye Istatistik Kurumu [TUIK] 2024). Bu
durum, Tiirkiye’de yiiksek aricilik potansiyeline sahip olunmasina ragmen,
verimliligin artiritlmas1 gerektigine isarettir (Sancak ve ark., 2013). Ayrica,
95 bin 492 ton ile, Tiirkiye’nin bal tiretiminin 2024 yilinda bir 6nceki yila
gore %16,9 azaldigi goriilmektedir (TUIK, 2024).

Amerikan Yavru Ciirtikligii (AYC), Paenibacillus larvae tarafindan
olusturulan ve 6zellikle larva doneminde 6liimciil seyreden bulasici bir
bakteriyel hastaliktir. 1906 yilinda Amerikal1 Dr. G.F. White, P. larvae’y1
ilk defa identifiye etmeyi basarmustir. P. larvae sporlari, 1-2 p boyunda ve
0.5 p genisligindedir (Ashiralieva ve Genersch, 2006). P. larvae sporlari
yavru arilar i¢in patojen oldugundan yetiskin bal arilarinda enfeksiyon
olusturmaz. Larvalarin beslenmesi sirasinda bakteri sporlar1 bulasabilir ve
enfeksiyona neden olabilir (Zeybek, 1991).

P larvae Gram pozitif, sporlu, mortalite oran1 yiiksek enfeksiyona
neden olmaktadir. P. larvae sporlariin, enfektif formda yillarca ¢evresel
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dayanikliliklarint koruyabildigi belirtilmektedir (Heyndrickx ve ark.,
1996). Sporlar, ar1 larvalarinin sindirim sistemine girdikten sonra
cimlenerek vejetatif forma doniiserek bagirsak duvarini delip hemolenfe
ulasir. P larvae, Hemolenfe ulagtiginda burada ¢ogalmakta ve larvanin
Oliimiine neden olmaktadir (Gregorc ve Bowen, 1998; Hansen ve
Bredsgaard, 1999). AYC enfeksiyonu teshisinde klinik bulgular énemli
olsa da enfeksiyonun kesin teshisi amaciyla, laboratuvarda marazi madde
muayenelerinin yapilmasi sarttir (Tutkun ve Bosgelmez, 2003).

P larvae genotipleri ve karakteristik ozellikleri asagidaki Tablo 1’de
sunulmustur (Genersch, 2010; Beims ve ark., 2020; Jonczyk-Matysiak ve
ark., 2020).

Tablo 1. P. larvae genotipleri ve karakteristik ozellikleri

. ERIC III -
*
Genotip ERICI ERICII ERIC IV ERIC V
P. larvae
Tiir P, larvae P. larvae subsp. P. larvae
pulvifaciens
Larvay: 12 .. 3 glin
giin igerisinde Dunygnm Larvay1 sonrasinda
w1 qon e genelinde, . .
oldiiriir. En Svellikle de 7 glinde dahi
Viriilans | fazla goriilen Avrupa’da izole oldirir. olimlere
sikligt genotiptir. P Son yillarda yol agar.
Di edilen ve en ) . . ,
linyanin iiksek letalit identifiye Ispanya’da
h nd yiksek letaliteye | . e entifi
er yerinde . edilmemistir. identifiye
sahip tlirdiir. o
bulunur. edilmistir.
Frekansi
en yitksek Diinya genelinde | ¢ yilda | Ispanya’da
genotiptir. ozellikle de . . . 4
Frekans < - identifiye identifiye
Diinyanin Avrupa’da izole dil 2 Jilmisti
h ind dilmisti edilmemusgtir. edilmaistir.
er yerinde edilmistir.
bulunur.

(*) ERIC: Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (tekrarlayan
enterobakteriyel intergenik konsensus diziler).

ERIC primerleri kullanilarak P. larvae 4 farkli genotipe ayrilmistir.
Bu genotipler degisken derecede patojenite gostererek enfeksiyona
neden oldugu raporlanmistir (Genersch ve Otten, 2003; Ashiralieva ve
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Genersch, 2006). Son yillarda yeni bir ERIC gentotipi (P. larvae ERIC V)
tanimlanmistir (Beims ve ark., 2020).

Amerikan Yavru Ciirikligi (AYC) hastaliginin etkeni olan P. /arvae'nin
viriilens mekanizmalari, son yillarda yapilan genomik ve molekiiler
calismalarla biiyiik &lgiide aydmlatilmistir. One ¢ikan temel viriilens
faktorleri sunlardir:

i) Kitin parcalayici enzimler (PICBP49)
P, larvae'nin (ERIC I-1V) genotiplerinde bulunan ve tiiriin en temel viriilens
faktorii olarak kabul edilen proteindir.

Kitin Parcalayici Enzimler (PICBP49), Larva orta bagirsagini koruyan
peritrofik matriksi (PM) parcalayarak bakterinin epitel hiicrelerine
ulasmasini saglar (Djukic ve ark., 2014; Fiinthaus ve ark., 2017).

ii) Genotipe 6zgii toksinler (Plx1 ve Plx2)
Bakterinin epitel dokusunu istila etmesine ve hemosele (viicut boslugu)
gecmesine yardimci olan giiglii toksinlerdir.

PIx1 ve PIx2: Ozellikle ERIC I genotipinde bulunan, hiicre iskeletini ve
sinyal iletimini bozarak larval dliime yol agan ikili (binary) toksinlerdir
(Fiinfhaus ve ark., 2017; Garcia-Gonzalez & Genersch, 2020).

iii) Proteazlar ve kollajenazlar
Bakteri, larva dokularimi sivilastirmak ve besin saglamak icin ¢esitli
enzimler salgilar.

Kollajenazlar (ColA), 6zellikle daha hizl1 6liime neden olan ERIC II, III ve
IV genotiplerinde doku yikimini hizlandirir (Beims ve ark., 2020; Djukic
ve ark., 2014).

iv) S-Tabakasi proteinleri (SplA)

SplA: Ozellikle ERIC II genotipinde bulunan bir yiizey proteinidir.

SplA bakterinin larva bagirsak epitel hiicrelerine yapismasini (adhezyon)
saglar. ERIC I'in toksin odakli stratejisinin aksine, ERIC II bu protein
araciligiyla daha cok fiziksel tutunma stratejisi izler (Fiinthaus ve ark.,
2017; Garcia-Gonzalez & Genersch, 2020).

v) Immiin inhibitér A (InhA) ve enolaz
Immiin Inhibitér A (InhA): An larvasinin bagisiklik sistemine kars:
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savunma mekanizmas: olarak islev goriir ve plazminojen sistemini
kullanarak doku yikimina yardimer olur. (Beims ve ark., 2020; Garcia-
Gonzalez & Genersch, 2020).

Tablo 2. P, larvae viriilens faktorii, Islevi ve Bulundugu Genotipler

Viriilens Faktorii Islevi Bulundugu Genotipler
PICBP49 Peritrofik matriks Tim genotlpluer (Anahtar
yikimi faktor)
Epitel istilas1 ve hiicre
PIx1 / PIx2 e Genelde ERIC 1
Olimii
SplA (S-layer) Adhezyon (Yapisma) Genelde ERIC 11
ColA Doku sivilagtirma ERIC II, 111, IV

[lk 48 saatlik donem larvalarin en duyarl oldugu dénemdir. Enfeksiyona
direng yas arttikca artmaktadir. Hastalik, arilarin bagisiklik sistemini
etkilemeden ilerler. Clinkii bakteri sporlari esas olarak larvalar1 hedef alir.
Ergin arilar tasiyici rol iistlenirken klinik belirti gostermezler (Woodrow,
1942).

Glinlimiizde antibiyotik kullaniminin yasaklanmasi, AYC tedavisinde
alternatifyaklagimlaraolanihtiyaciartirmistir. Bukapsamdabakteriyofajlar,
ozgll etkileri, gevresel giivenlik profilleri ve bal arilarinin mikrobiyotasina
minimal etkileri sayesinde umut vadeden biyolojik ajanlar olarak 6n plana
cikmaktadr.

Bu derlemede, AYC’nin etkeni olan P. larvae’nin biyolojisi, yayilimi,
mevcut teshis yontemleri ve bakteriyofaj temelli biyokontrol yaklagimlari
giincel literatiir 15181nda ele alinmigtir.

Amerikan yavru ciiriikliigii enfeksiyonu ve tiirkiyedeki giincel
durumu

Tiirkiyede yapilan ¢alismalar incelendiginde P. larvae ile ilgili calismalarin
daha ¢ok varligina yonelik oldugu goriilmektedir. 2020-2023 yillar1 arasinda
Orta ve Dogu Karadeniz bolgelerindeki 207 aricilik isletmelerinden
ornekler almmis ve AYC varligi arastinnlmistir. Caligmada toplanan
orneklerde P. Larvae’nin varlig kiiltiir ve PCR ile aragtirllmistir. Caligma
sonucunda 207 bal aris1 isletmesinin 10 unun (%4,83) P. larvae ile enfekte
oldugu belirlenmistir (Akpinar ve ark., 2023). Hatay yoresinde 110 aricilik
isletmesinde bulunan 5730 bal arist kolonisinden &rnek toplanmuistir.
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Ornek alinan bal aris1 kolonilerinin %0.22’sinde AYC ve Avrupa Yavru
Curtkligt (AvYC) birlikte bulundugu tespit edilmistir (Sahinler ve Giil,
2005). Karadeniz bolgesinde bulunan bal arisi kolonilerinin %13,11
oranininda AYC ile enfekte oldugu, Tiirkiye’nin diger bolgelerine gore
enfeksiyonun daha diisiik oranda saptandigi belirtilmistir (Kekecoglu ve
ark., 2013). 2001 yilinda yayimlanan ¢alismaya gore; 1999 — 2000 yillar1
arasinda Elazig’da bulunan 125 ar1 isletmesinden 335 petek drnegi alinmis
ve AYC yoniinden incelenmistir. 335 6rnegin 32 (%9.55)’sinden ve 125
isletmenin 18 (%14.40)’inden P. larvae izole ettiklerini rapor etmislerdir
(Simsek ve Kalender, 2001).

"Sonug olarak, Tiirkiye genelinde yapilan g¢alismalarin kronolojik ve
bolgesel dagilimi incelendiginde; P larvae prevalansinin yillara ve
bolgelere gore degiskenlik gosterdigi, enfeksiyon oranlarmin yaklagik
%0,22 ile %14,40 arasinda seyrettigi goriilmektedir. Karadeniz Bolgesi
ozelinde yapilan arastirmalar, enfeksiyonun varligint %4,83 ile %13,11
bandinda tutarli bir sekilde ortaya koyarken; Dogu Anadolu gibi bolgelerde
isletme bazli yayginligin daha yiiksek seyredebildigi dikkat ¢cekmektedir.
Bu veriler, Amerikan Yavru Ciirtikliigii’niin Tiirkiye aricilig1 i¢in siiregelen
bir tehdit oldugunu ve hastalikla miicadelede bolgesel dinamiklerin yani
sira, glincel molekiiler tan1 yontemleriyle desteklenen siirekli bir siirveyans
stratejisinin gerekliligini 6zetlemektedir."

Arn hastaliklarinin teshisi amaciyla kullanmilan yontemler
"Bal aris1 hastaliklarinin kontrolii ve eradikasyonunda dogru teshis hayati
bir 6neme sahip olup, etkenlerin identifikasyonu ve karakterizasyonunda
konvansiyonel yontemlerin yani sira yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip
cesitli ileri laboratuvar tekniklerinden yararlanilmaktadir. Bu kapsamda
giiniimiizde kullanilan test ve teknikler asagida siralanmistir;

1. Molekiiler teknikler PCR (Polymerase Chain Reaction) cesitleri; REP-
PCR (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus), BOX elements (BOX-AI1R-based
Repetitive Extragenic Palindromic), SDS-PAGE

2. Gas Chromatography (Etkenin biyokimyasal karakterini belirlemede
kullanilir)

3. Epidemiyolojik ve taksonomik amagcli ¢esitli DNA parmak izi teknikleri;
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
PGFE (Pulsed Gel Field Electrophoresis).

4. Bakteriyofaj duyarliligi, immuno teknikler, Immunodifuzyon testi,
Immunoflouresan testi, ELISA testi.

Yukarida siralanan bu test ve teknikler ar1 hastaliklarinin tanis1 amaciyla

giiniimiizde kullanilmaktadir (World Organisation for Animal Health
[WOAH], 2023).

Bakteriyolojik Kkiiltiir amaciyla kullamilan besiyerleri ve Kkiiltiir
kosullan

P larvae’y1 tiretmek amaciyla kullanilan bir¢ok 6zel besiyeri vardir (De
Graaf ve ark. 2013);

1) P. larvae agar (PLA): Bacillus cereus selektif agar bazi, triptikaz soya
agar ve takviyeli besin agar1 (SNA) icermektedir (Schuch ve ark., 2001).
i1) MYPGP agar: Mueller-Hinton broth, maya ekstrakti, potasyum fosfat,
glikoz, piriivat ve agar icermektedir (Dingman ve Stahly, 1983).

ii1) J-Agar: Tripton, maya ekstrakti, K. HPO,, glikoz, agar, nalidiksik asit
ve pipemidik asit icermektedir (Hornitzky ve Karlovskis, 1989).

1v) CSA agar (Columbia sheep-blood agar): Columbia koyun kanli agar
baz ve % 5 steril defibrine koyun kani, nalidiksik asit ve pipemidik asit
icermektedir (Hornitzky ve Karlovskis, 1989).

v) BHIT agar (brain—heart infusion medium supplemented with thiamine):
Tiamin HCI eklenmis BHIT icermektedir (Hornitzky ve Karlovskis, 1989).

AYC sagaltiminda antibiyotik kullanim ve yasal sinirlamalar

Bal arilarinin 6nemli ve ihbart mecburi enfeksiyonu olan AYC’nde
antibiyotik kullanimi1 yasak olmasma karsin bazi aricilar tarafindan
kullanilmaktadir. Bu kuralsizca kulllanimin dogal bir sonucu olarak da balda
antibiyotik kalintis1 sorunlar1 olusabilmektedir. Avrupa regiilasyonlarina
(EEC 2377/90) gore de ar triinlerinin (bal, propolis, polen ve ar1 siitii)
antibiyotik ile kontamine olmasi1 durumunda tiiketime sunulmasi kesinlikle
yasaktir (Pasupuleti ve ark., 2017).

Faj tabanh tedavi yaklasimlar: ve arastirmalar

AYC’ne kars1 tedavide antibiyotik kullanilmasinin yasak olmasi nedeniyle,
AYC’niin bal arilar1 arasinda yayilmasini onlemek ve tedavisi amaciyla
bakteriyofajlarin kullanilmasi umut verici bir ¢éziim olabilir (Tsourkas,
2020). Fajlar konak 6zgulliigii yiiksek, dogal ve giivenli ajanlardir. Litik
fajlar, sadece hedef bakteriyi lizis ederken dogal mikrobiyotaya zarar
vermedigi belirtilmektedir (Clokie ve ark., 2011; Tsourkas, 2020). Bu
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bakteriyel virlisler biyosferde siklikla bulunmaktadir (Clokie ve ark.,
2011). Yakin zamanda yapilan bir ¢calisma fajlarin (hem litik hem de ilimli
olanlar) bal aris1 barsak mikrobiyal toplulugunun bir pargasi olabilecegini
gostermistir (Bonilla-Rosso ve ark., 2020). Fajlar, giivenli ve insanlar da
dahil olmak tizere yiiksek mikroorganizmalar tarafindan iyi tolere edilen
ve ayn1 zamanda arilar i¢in de giivenli olan dogal yapilardir. Litik aktivite
gosteren fajlar, dogal barsak mikroflorasinin bilesimi iizerinde olumsuz
etki gostermeden sadece bakteriyel konagin tahribatina ve c¢iliriimesine
neden oldugu rapor edilmistir (Cieplak ve ark., 2018). Fajlarin 6karyotik
hiicreleri enfekte edemedigi bilinmektedir ve ayrica insan, hayvan ve
bitkiler iizerinde herhangi bir toksik etkisi bulunmamaktadir (Atterbury,
2009).

Bu avantajlarindan dolay1 bakteriyofajlar arilarda da terapotik olarak
kullanilabilir.  Fajlarin enfeksiyon yerinde amplifiye olmasi diger bir
avantajl ozelliklerindendir ki bu nedenle “kendi kendilerine dozlanan”
olarak nitelendirilmektedirler. Daha fazlasi, fajlarin gida endiistrisinde,
patojen bakterilerin yayilmasini, gida iiriinlerinin bozulmasini 6nlemek ve
ayrica hayvansal ve bitkisel gida {iretiminin daha giivenli olmasi amaciyla
kullanilmas1 6nerilmektedir (Sillankorva ve ark., 2012).

2018 yilinda yayimlanan bir calismaya gore; P larvae’ya Kkarsi
sekanslanan 48 faj incelenmis ve genis bir yelpazeyi igeren 5 kiimede bu
fajlar gruplandirilmistir. Bu gruplandirma arasinda; Fern, Harisson, Vegas,
Lily ve Halcyone fajlar1 Fern kiimesi iclerinde en kapsamli olanmidir ve
48 P larvae faj genomunun 30’unu igermektedir. Bu fajlarin; Pagassa,
Honeybear, Toothless, Tadhana, Fern, Willow, Lucielle, Saudage, BN12,
Kawika, Kiel007, Redbud, Rani, Eltigre, HB10c2, Arcticfreeze, DevRi,
Bloom, Jacopo, Likha, philBB_PI123, Yerffej, Sitara, Diva, Shelly, Xenia,
Leyra, PBL1c, Genki ve Gryphonian oldugu rapor edilmistir (Stamereilers
ve ark., 2018).

Ikinci sirada Halcyone kiimesi yer almaktadir ve 8 faj icermektedir. Bu
fajlar; Ash, Ley, C7Cdelta, Halcyone, Heath, Tripp, Scottie ve Unity’dir.
Vegas kiimesi 7 faj icermektedir; Diane, Vadim, Vegas Hayley, Dragolir,
LincolnB ve Wanderer adli fajlaridir. Harrison kiimesi ise sade 2 faj
icermektedir; Harrison ve Paisley adli fajlaridir. Faj Lily ise herhangi
bir kiimede degildir. Halcyone kiimesinde yer alan fajlar diger fajlarin
tiimiinden ¢ok farklidir. Giiniimiizde, GenBankasinda 56 Paenibacillus
faji bulunmaktadir. Yukarida P. larvae’ya karsi smiflandirilmis olan
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ve Siphoviriisler altinda belirtilen kiimelerde yer alan fajlar haricinde
Stamereilers ve ark., (2018) ve Tsourkas, (2020) myoviriisler (Abouo,
Davies, Emery, Jimmerl ve Jimmer2 fajlar1) altinda gruplandirdiklar
fajlar bulunmaktadir. Detaylar Sekil 1.’de verilmistir. P. larvae fajlarinin
profilaktik ve kiiratif etkilerinin oldugu belirtilmistir (Tsourkas, 2020).

Sekil 1. P. larvae fajlar: asagidaki tabloda siniflandiriimigtir
(Stamereilers ve ark., 2018, Tsourkas, 2020).

Antibiyotiklerin kullanimmin yasaklanmasi, P. larvae ile miicadelede
bakteriyofajlar1 one c¢ikarmistir. Bir¢cok calismada, P larvae'ye karsi
etkili olan fajlarin genom dizilemeleri yapilmis, HB10c2, T7, Jimmerl
gibi fajlarin hem profilaktik hem de tedavi edici potansiyelleri test
edilmistir (Beims ve ark., 2015; Ribeiro ve ark., 2019). Ancak baz fajlarin
larvalardaki etkisinin sinirli oldugu ve faj direng gelisiminin olasi bir tehdit
oldugu belirtilmistir (Van Leuven ve ark., 2024).

Son yillarda gelistirilen modifiye Appelmans ve RAMP-UP protokolleri,
yiiksek titerli ve genis konak spektrumuna sahip fajlarin hizli izolasyonunu
miimkiin kilmistir (Van Leuven ve ark., 2024). Yeni Zelanda’da yiiriitiilen
bir topluluk temelli ¢calismada, 26 yeni faj tanimlanmis ve bunlarin faj
kokteyllerinde kullanilabilirligi gosterilmistir (Kok ve ark., 2023).
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Faj kokteyli kullanimi hem etkinligi artirmak hem de diren¢ gelisimini
onlemek ac¢isindan onerilmektedir. Yeni Zelanda ve Suudi Arabistan’da
yapilan c¢alismalarda, enfekte kolonilerde faj kokteyli uygulamasinin
yiiksek etkinlige sahip oldugu gosterilmistir (El1-Meihy ve ark., 2024; Kok
ve ark., 2023).

2016 yayimlanan bir ¢aligmada; topraktan, ar1 kovani materyallerinden,
kozmetiklerden alinan 6rnekler incelenmis ve P. larvae suslariin lizojenik
ozelligi degerlendirilmistir. Buna gore toplam 157 6rnegin en az 28'inde
bir P. larvae bakteriyofaji pozitif oldugu saptanmistir. Bu sonuclara
gore, faj tedavisinin AYC'yi kontrol etmek i¢in etkili bir yontem oldugu
gosterilmistir (Yost ve ark., 2016). 2025°te yayimlanan baska bir calismada
ise; Yeni Zelanda'da yakin zamanda izole edilen 26 yeni P. larvae fajinin
dizilenmesi yapilmis ve agiklamali genomlarini sunulmustur. Bu calismayla
dizilenmis ve aciklamali P. larvae fajlarinin toplam sayis1 96'ya ¢ikmistir
(Kok ve ark., 2025).2019°da yayimlanan bir ¢alismaya gore, P. larvae’y1
enfekte eden ve yiiksek diizeyde spesifiteye sahip olan ilk podoviriis olarak
bildirilmis olan API480 (vB_PlaP_API480) faj1, kovan kosullarinda genis
litik aktivitesi ve stabilitesi ile, AYC'nin biyolojik kontroliinde potansiyel
olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir (Ribeiro ve ark., 2019).

2021 yilinda yaymmlanmis bir arastirmada;2500 'den fazla numune
incelenmis, 35 adet Paenibacillus spp. susu elde edilmis ve faj
arastirmalart i¢in kullanilmistir. Paenibacillus'a 6zgli bes adet faj izole
edilerek (ultrastriiktiir, morfoloji, biyolojik 6zellikler, stabilitesi ve genom
dizilimine gore) karakterize edilmistir. Bu karakterizasyonlar, fajlarin litik
potansiyelleri hakkinda bilgi edinmek ve gelecekteki saha uygulamalarinda
kullanilmak tizere yiiksek antibakteriyel potansiyele sahip etkili bir faj
kokteyli olusturmak i¢in yapilmistir. Ayrica saglikli arilar {izerinde de 6n
giivenlik ¢aligmalar1 yapilmis olup, uygulanan faj preparati zararsiz olarak
degerlendirilmistir (Jonczyk-Matysiak ve ark., 2021).2017’de yayimlanan
calismaya gore, P. larvae bakterisine kars1 bakteriyofajlar izole edilmis ve
59 saha izolat susu, her bir bakteriyofaj konake¢t araliginin belirlenmesi
icin test edilmistir. P. larvae suslarini lize etme yetenegine gore ve AYC
enfeksiyonlarinda tedavisi i¢in bakteriyofaj kokteyli olusturmak amaciyla
ii¢ (Bakteriyofaj 1, 5 ve 9) secilmistir (Brady ve ark., 2017).

Bakteriyofaj kokteyli giivenlik ve etkinlik yoniinden AY C enfeksiyonlarinin
onlenmesi ve aktif enfeksiyonlarin tedavisinde geleneksel antibiyotiklerin
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yerini alabilecegini gostermek icin yapilmistir. Giivenlik dogrulama
caligmalari, bakteriyofaj kokteylinin asir1 dozda uygulansa bile ar1 6liim
oranini olumsuz etkilemedigini dogrulamistir (Brady ve ark., 2017).

Saglikli kovanlar iizerinde yapilan karsilastirmali bir calismaya gore;
geleneksel profilaktik antibiyotik tedavisinin genel kovan sagligi tizerindeki
etkisi %38 + 0.7'lik bir azalmayla kontrol kovanlarinda gozlemlenen
kovan sagligiyla karsilagtirilmis ve istatistiksel olarak daha diisiik olarak
bulunmustur. Bakteriyofaj kokteyli ile tedavi edilen kovanlarda ise, %19 +
0.8'lik bir azalma gozlemlenmis ve bu etki kontrol kovanlariyla elde edilen
%10 + 1.0'lik azalmaya gore istatistiksel olarak farkli bulunmamistir
(Brady ve ark., 2017). Dogal enfeksiyon riski altindaki kovanlar iizerinde
yapilan bir ¢alismada, bakteriyofaj ile tedavi edilen kovanlar %100 =+
0.5't AYC enfeksiyonuna karsi korunurken, tedavi edilmeyen kontrol
gruplariin %80 + 0.5'1 enfekte olmustur. AYC ile enfekte olan kovanlar,
4 {lizerinden ortalama 2.25 Hitchcock skoru ile baslamis ve bakteriyofaj
kokteyli ile tedavi edilen kovanlarin %100 + 0.5'1 iki hafta iginde
tamamen 1iyilestigi bildirilmistir. Bu caligmalar AYC enfeksiyonunda
bakteriyofaj ile tedavinin giivenligi ve etkinligini gdstermesi yoOniiyle
onem tasimaktadir (Brady ve ark., 2017). Ayrica 2024’de yayimlanan
caligmaya gore, ¢alismada Appelmans protokolii modifiye edilmistir ve
buna gore gozlemlenen yeni faj tiirlerinin oran1 veya sayis1 onemli 6l¢iide
degismemesine ragmen, faj popililasyonunun hizla artma egiliminde
olan bir faj tarafindan baskin hale gelmesi engellenmistir. Bu bulgular,
Appelmans protokoliindeki kiigiik bir degisikligin faj tedavisi icin fajlarin
gelisimini nasil etkiledigini gostermistir. Yontem ayrica, bal arilarindaki
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in gelistirilmis fajlarin elde edilmesi
yoniiylede dikkati ¢cekmektedir (Paull ve ark., 2024).

Appelmans protokoliinde yapilan modifikasyon ile faj izolatlar1 elde
edilmesi

Bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek icin kullanilmasi amaclanan
bakteriyofajlar, gilinlimiizde genetik miihendisligi veya deneysel
yontemlerle gelistirilmektedir. "Appelmans" adli bu protokolde
modifikasyon yapilarak, mikrotitre plakalarmin kullanilmasiyla gegirgen
yapiya sahip olmayan konakg¢ilar1 enfekte edebilen fajlarin gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu amagla bal aris1 patojeni P. larvae kullanilarak standart
Appelmans protokoliiniin bir modifikasyonu test edilmigtir. Caligmada;
Standart Appelmans protokolii kullanilarak, 4 P. larvae susu iizerinde 3 faj
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gelisimi saglanmistir. Ardindan Appelmans protokoliiniin modifikasyonu
ile de elde edilen fajlarin 10 kez pasajlanmasiyla faj ¢esitliligi saglanmaya
calisilmistir. Calisma sonucuna goére 360 plaktan olusan konake1 yelpazesi
karakterize edilmis ve alt1 yeni faj lizis paterni tanimlanmigtir (Paull ve
ark., 2024).

2024’de yayimlanan c¢alismaya gore, P. larvae'nin farkli bakteriyofajlara
kars1 direng gelistirme yetenegi incelenmistir. Bakteriyofaj direncli
izolatlardaki mutasyonlarin, potansiyel ylizey reseptorlerini kodlayan
genlerde yogunlastigi tespit edilmistir. Bu izolatlardan biri ar1 larvalarinda
test edilmis ve parental P. larvae susuna kiyasla daha diisiik viriilansa
sahip oldugu saptanmistir. Ayrica, bakteriyofajlarin direng evrimine karsi
koyabilecegi de tespit edilmistir. Arastirmacilar, bakteriyofaj direncinin
ortaya cikabilecegini, ancak etkisinin muhtemelen patojenitenin azalmasi
ve bu direncin ikincil bakteriyofaj mutasyonlar1 ile asilabilecegini
belirtmislerdir (Van Leuven ve ark., 2024).

AYC’nde uygulanan fajlar

P. larvae’ya kars1 aktif olan fajlarin ilk izolasyonundan bu yana, pek cok faj
izole edilmis ve tanimlanmistir. Ancak AY C’niin kontrol edilmesi yoniiyle
sadece bir kisminin aktivitesi analiz edilmistir. Asagida sunulan verilerde,
arilarda P. larvae kars1 faj uygulamasi ¢esitli ¢aligmalardan alintilanmastir.

-HB10c2 faj uygulamasi

HB10c2 bakteriyofaji, P. larvae ERIC I’inneden oldugu klinik semptomlara
bagli olarak kovanin tutkal benzeri sivisindan izole edilmistir (Beims ve
ark., 2015).

2015°de yayimlanan ¢alismaya gore, c¢alismada; Siphoviridae ailesinde
yer alan ve oldukga litik bir faj olan HB10c2’nin tam genom analizi
yapilmis ve bu fajin ayrintili bir gilivenlik profiline sahip oldugu
gosterilmistir. HB10c2 fajinin lizojenik dogasinin olasilikla beta-laktamaz
benzeri proteinine bagli olarak ortaya ¢iktigi degerlendirilmektedir.
Yine c¢alismada hedeflenen patojenlere karsi antagonistik aktivitesini
degerlendirmek ve ar1 popiilasyonu ile ¢evre lizerindeki potansiyel zararli
etkilerini belirlemek amaciyla, P. larvae genotipleri ERIC I'den IV'e, ar1
bagirsak mikrobiyotasinin temsilcileri ve Bacillales takiminda ait genis bir
iiye paneli, HB10c2 faj1 ile indiiklenen lizis i¢in analiz edilmistir. Besleme
sirasinda enfeksiyon 500 cfu/larva konsantrasyonunda P. larvae ERIC 1
DSM 7030 veya ERIC II DSM 25430 susu sporlar1 ile beslenen arilara,
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faj 50,000 pfu/larva konsantrasyonunda uygulanmistir. HB10c2 faji
arillarda mortaliteye ve barsak mikrobiota kompozisyonunda degisiklige
neden olmamistir. Ancak HB10c2 faj tedavisinin AY C’nde enfekte larvada
etkili olmadig1r gosterilmistir. Ayrica hedef patojende diren¢ gelisimi
potansiyeli riskine bagl olarak o6zellikle koruyucu uygulama amaciyla
faj kokteyllerinin gerekli olabilecegi sonucuna varilmistir (Beims ve ark.,
2015).

-T7 faj uygulamasi

2019’da yayimlanan ¢aligmaya gore; kovan yonetimi yoniiyle, isci arilarin
beslenmesi yoluyla fajin larvalara dolayli yoldan uygulanmasi, en pratik
yontemlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada, infektif siirecte
bulunan larvalar {izerinde, fajin bal arilarina oral yolla verildikten sonra
ne kadar etkili olabildigi degerlendirilmistir. Arilarin organlarindaki ve
larvalarin yuttugu faj miktarinin direk tarama (direk Faj Olusturan Birim
“PFU” sayim1 yoluyla) ve kantifikasyon (kantitatif PCR) yoluyla tespitine
gore; arilarin organlarinda tespit edilen miktar 10* iken larvalara ulasan
faj ortalamas1 32 adet oldugu belirtilmistir. Enfeksiyonun yayilmasinin
onlenmesinde etki gostermesi beklenen dozun 32 oldugu sonucuna
varilmistir. Ancak ar siitiinde hizla inaktif hale gegen bu diisiik terapotik
miktarin enfeksiyonun kontroliinde hangi oranda etkili olacagi, tedavi
imkanint smirlandirict bir faktér olarak ortaya ¢iktigi vurgulanmistir
(Ribeiro ve ark., 2019).

T7 faji, arilarin beslenmesi amaciyla rutinde kullanilan %50 siikroz
sollisyonu ile invivo uygulanmasi 6ncesinde 24 saat siiresince stabilitesi
yoniiyle degerlendirilmistir. Sonuclar gostermistir ki, en azindan bu siire
icerisinde fajin canlilig1 etkilenmemektedir. Ayrica sprey ile uygulama
metodu ile fajin armin beslendigi soliisyon aracilifiyla uygulanmasi
karsilastirilmis; s glicti yoniiyle fajin daha efektif uygulanmasini saglayan
bu metodun daha avantajli oldugu sonucuna varilmistir (Ribeiro ve ark.,
2019).

-Jimmer1-KC595515, Jimmer2-KC595514, Emery-KC595516,
Abouo-KC595517, Davies-KC595518, Osiris-KT151956, Powder-
KT151958, SecTim467-KT151957, Sundance-KT151959, Jenst-
KT151955 faj uygulamalari

2018 yilinda yayimlanan ¢alismada, arilarin barsaklarinda ve kovanlarda
bulunan ve Brevibacillus laterosporus adli bir baska bakterinin fajlart
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ile enfekte edilmesi sonucunda iirettigi bakterisidallerin P. larvae ile
enfekte olan arilarda tedavi etkinliginin %75 oldugunu gosterilmistir.
B. laterosporus adli Bystander (seyirci) bakteriyi enfekte etmek icin
kullanilan fajlar: Jimmerl1-KC595515, Jimmer2-KC595514, Emery-
KC595516, Abouo-KC595517, Davies-KC595518, Osiris-KT151956,
Powder-KT151958, SecTim467-KT151957, Sundance-KT151959, Jenst-
KT151955 oldugu rapor edilmistir (Brady ve ark., 2018).

-Hb2, Hb3, Hb10 ve SS faj uygulamalarn

2024’de yayimlanan bir ¢aligmaya gore, sekiz ar1 yetistiricisinin kovanlari
AYC enfeksiyonlar1 agisindan incelenmistir. Geleneksel teknikler
kullanilarak 16SrRNA genine 6zgii 452 bp'lik PCR iirlinliniin bakteri
16S rRNA genine spesifikligi ile iic P. larvae izolat1 belirlenmis ve
Paenibacillus izolatlar1 arasinda karsilastirma yapilmistir. Ek olarak, P,
larvae suslarmin 6zel fajlart aricilik kosullar1 altinda enfeksiyon oranini
azaltma etkinlikleri agisindan incelenmistir. Enfeksiyon orani, her bir
faj ayr1 ayr1 uygulandiginda %20 ila %85,7 veya antibiyotik tedavisinin
uygulandig1 durumlarda %78,6 ila %88.,9 iken faj kokteyli uygulanmasiyla
yaklasik 9%94,6 ila %100'e kadar azaldig: rapor edilmistir (El-Meihy ve
ark., 2024).

-PL. Ph-1 faj uygulamalar

2021°de yayimlanan bir calismaya gore, fajlarin sadece vejetatif P
larvae 'ya baglanmakla kalmayip ayn1 zamanda P. larvae sporlarina da
baglandigini kanitlayan bulgular sunulmustur. Spor baglanmas: ti¢ belirli
deneyin sonuclarina gore belirlenmistir.

1- FITC-ile isaretlenmis fajlarin miktarini 6lgen akis sitometrisi sayesinde,
vejetatif bakterilere baglanmis olan fajlar yaninda sporlara da baglanmis
olan fajlar ile ilgili nicel veriler elde edilmistir.

2- Elektron mikroskopi de hem yatay pozisyonda hem de dikey pozisyonda
spor ylizeyine baglanmis olan fajlarin goériintiileri saptanmistir.

3- P larvae sporlan ile inkube edilen fajlarin sporlara baglandigi,
kosullarin spor aktivasyonu i¢in uygun olmadigi sartlarda bulunan vejetatif
bakterilerde plaklar olusturdugu belirlenmis, bu sonuca gore sporlara
baglanan fajlarin geri doniisiimlii oldugu ve fajlarin hala aktif oldugu
gosterilmistir. Faj ile tedavi i¢in geri doniisebilen spor-baglama yetenegi
olan fajlarin tanimlanmasinin, sporlu bakteriyel enfeksiyon tedavisinde
kullanilabilecegi degerlendirilmektedir (Brady ve ark., 2021).
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-Yeni Zelanda’da faj uygulamalar:

Daha once de belirtildigi gibi, 2023’de yayimlanan ¢alismaya gore, 26
adet faj izole edilmis ve elde edilen bu fajlar Vegas ve Harrison kiimesinde
siiflandirilmistir. Bu ¢alisma sonucuna gore Yeni Zelanda'ya 6zgii ve yeni
olan sekiz P. larvae bakteri izolatinin ve 26 P. larvae bakteriyofajinin kesfi
ve izolasyonu yapilmistir. Faj genomlar1 dizilenmis ve Gen Annotasyonu
yapilmistir. Genomlar1 mevcut dizilenmis P. larvae faj genomlariyla
karsilastirilmistir. Bakteriyofajlarin konak araliklari test edilmis ve bir dizi
temsilci bakteri susunda in vitro testler yapilmak tizere kokteyller formiile
edilmisgtir.

Bu ¢alismanin sonucuna gore; AYC'den korunmak amaciyla hazirlanan
faj kokteyl formiilasyonlarinin kullanilmasi, umut verici bir ¢6ziim olarak
degerlendirilmistir (Kok ve ark., 2023).

Tiirkiye’de yapilan bakteriyofaj ¢calismalar:

Tiirkiye’de AYC enfeksiyonunda bakteriyofaj kullanimi ile ilgili yapilan
literatiir taramasina gére, BAP Arastirma Projesi kapsaminda “Amerikan
Yavru Ciiriikliigii etkeni P. larvae suslarinda bakteriyofaj izolasyon
ve karakterizasyonu” adli proje yayimlanmistir (Karali ve ark., 2022).
Ayrica 2021°de yayimlanan diger calismaya gore; Paenibacillus faj
SV21, Paenibacillus faj Pd22F adli iki bakteriyofaja ait konak araligi
ve Ozgilliigli, patlama boyutu, litik aktivitesi ve morfolojik ozellikleri,
yeni nesil dizilemeyle tiim genom analizi, fonksiyonel gen bolgeleri
ve karsilastirilmali genomik analizi yapilarak filogenetik agaglarin
olusturuldugu belirtilmistir. (Bozdeveci, 2021).

Koruma ve kontrol

11/6/2010 tarihli ve 5996 sayili Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida
ve Yem Kanununun 4 iincii maddesi ile 3/6/2011 tarihli ve 639 sayili
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin Teskilat ve Gorevleri Hakkinda
Kanun Hiikmiinde Kararnamenin 7 nci maddesi hiikiimlerine dayanilarak
hazirlanan yonetmelige gore; Bal arilarinin AY C hastaligina karsi korunma
ve miicadelesinde, Hastaligin yayilmasii engellemek icin temel petek
iiretimi yapan petek treticileri, bal mumlarini 120 °C’de 1 atmosfer basing
altinda 10-15 dakika siireyle sterilize ettikten sonra piyasaya siirer (T.C.
Resmi Gazete, 2011).

Tiirkiye’de ihbar1 zorunlu olan bu hastalikla en kesin ve etkili miicadele
yontemi, enfekte kolonilerin tlimiiyle yakilarak yok edilmesidir (Gtilpinar,
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2005). Kovan govdesi pilirmiizle iyice alevden gecirilerek yakilmali
ve koriik, maske, el demiri yemlik, ana ar1 1zgarasi gibi bulasik olan
malzemeler dezenfekte edilmelidir. Boylece hastaligin diger kolonilere
bulasmas1 6nlenmis olur (Geng ve Dodologlu, 2002).

Sonuc¢

Bu derlemede, AYC enfeksiyonunun tedavisinde ve kontroliinde
bakteriyofajlarin potansiyel kullanimini incelemistir. Son yillarda yapilan
calismalar, bakteriyofajlarin P. larvae ile miicadelede etkili, giivenilir ve
cevre dostu biyolojik ajanlar oldugunu ortaya koymustur. Fajlar, 6zellikle
antibiyotik kullaniminin yasaklandigi iilkelerde, kalint1 birakmama avantaji
ve mikrobiyotaya zarar vermemesi nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir.

Cesitli ¢aligmalarda farkl faj tiirleri AYC’niin tedavisinde test edilmistir.
Ornegin HB10c2 fajinm litik etkisi arastirilmis ancak enfekte larvalarda
etkili olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde T7 fajinin da diisiik terapotik
miktarlarda etkili oldugu ancak hastaligin kontroliinde tam olarak tatmin
edici sonuglar vermedigi belirlenmistir.

Diger bir calismada ise B. laterosporus adli bir bagka bakterinin tirettigi
bakterisidallerin P. larvae ile enfekte olan arilarda tedavi etkinligi %75
olarak raporlanmistir. Ayrica Yeni Zelanda'da yapilan bir ¢caligmada ise
Yeni Zelanda'ya 0zgii sekiz P. larvae izolatinin tanimlanmasi ve 26 fajin
izolasyonu tizerine gerceklestirilen analizlerde umut verici sonuglara
ulagtlmistir. AYC’niin kontroliinde bakteriyofajlarla yapilan miicadele
yontemleri heniiz yaygin olarak uygulanmamaktadir. Ancak yapilan
arastirmalar bu yontemin potansiyelini géstermesine ragmen tedavideki
etkinligini ortaya koyan daha fazla kanita ihtiya¢ duyulmaktadir.

Uygulamali caligsmalar, fajlarin hem profilaktik hem de tedavi edici
amagla kullanilabilecegini ve 06zellikle kokteyl formiilasyonlarinin
daha yiiksek basar1 orani sagladigini gostermektedir. Bununla birlikte,
faj direnci gelisimi olasilifi ve sahada etkili olacak formiilasyonlarin
gelistirilmesindeki zorluklar halen ¢oziilmesi gereken konular arasindadir.
Bu derlemenin bulgulari, 6zellikle Avrupa ve ABD’de yapilan ¢alismalarin
sikligr dikkate alindiginda AYC’niin kontroliinde bakteriyofajlarin
potansiyel kullanimina dair umut verici sonuglar1 icermektedir. Tiirkiye
gibi AYC'nin yaygin oldugu iilkelerde yerel faj izolasyonu, genomik
karakterizasyonu ve saha uygulamalarini kapsayan projeler, uzun
vadede ulusal ariciligin siirdiiriilebilirligi i¢cin hayati rol oynayacaktir.
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Fajlarin konak 6zgiilliigii, ¢evresel stabiliteleri ve antibiyotiklere direng
gelistirmeme Ozellikleri bu biyolojik ajanlar1 giiclii bir alternatif haline
getirmektedir. Tiirkiye’de konuya yonelik arastirmalar artmakla birlikte,
sahaya uygulanabilir faj kokteyllerinin gelistirilmesine ve ulusal bir "Faj
Bankasi1" olusturulmasina ihtiyag vardir.

Sonug olarak, bakteriyofajlar AYC ile miicadelede umut verici bir alternatif
sunmakta olup, bu alandaki aragtirmalarin artirilmasi, yasal diizenlemelerle
desteklenmesi ve uygulamaya entegrasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir.

Cikar catismasi beyam
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.

Etik Kurul Beyani: Bu calisma, insan veya hayvan denekleri
iizerinde herhangi bir deneysel uygulama igermemektedir. Arastirma
yalnizca literatiir taramas1 ve mevcut bilimsel verilerin derlenmesi yoluyla
gergeklestirilmistir. Bunedenle etik kurul onay1 gerekmemektedir. Calisma,
bilimsel aragtirma ve yayin etigi ilkelerine uygun olarak yiiriitiilmiistiir.
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