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Arastirma Makalesi Research Article

Tlurkiye’de Varroa Akarlarinda Lake Sinai
Virus (LSV)’ un ilk Tespiti

First Detection of Lake Sinai Virus (LSV) in Varroa
Mites in Turkey

(074

Ari viruslari koloni sagligini olumsuz yonde etkileyen en dnemli faktorlerdendir. Viruslarin genellikle koloni ka-
yiplariyla baglantili oldugu bilinmektedir. Koloni sagligini etkileyen viruslardan olan LSV, bal arilarinda ilk kez
2009 yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)' nde kesfedilmis hentiz siniflandiralamamis bir RNA virusudur.
Patojenitesi henliz tam olarak bilinmemesine ragmen koloni saghgini etkiledigi bilinmektedir. Varroa akarlari
ise viruslari bal arilarina hem biyolojik hem de mekanik olarak bulastirarak koloni sagligini olumsuz etkilemek-
tedir. Bu galismada, ari viruslarinin bal arilarina bulagsmasinda vektor rolti oynayan Varroa akarlarinda LSV geno-
munun RT-PCR ile molekiiler olarak tespiti amaglanmistir. izmir (n = 6) ve Mugla (n = 20) illerinde yer alan birbi-
rinden farkli 26 ariliktan toplanan Varroa akarlarinin 12'sinde LSV genomu pozitif olarak tespit edilmistir. Mugla
ilinden toplanan Varroa drneklerinin %50’si, izmir ilinden toplanan érneklerin ise %33,3'li LSV pozitiftir. Sonug
olarak, bu ¢alismada LSV genomu Ulkede ilk defa tespit edilmis, Turkiye'de bulunan bal arilarinin viral hastalik-
larinin bulagsmasinda biyolojik veya mekanik vektorliik yapan Varroa akarlari hakkindaki bilgileri genisletmeye
galismistir. LSV’nin Varroa akarlari ile iliskisini ve Ulkedeki bal arilarinin populasyonlari Gizerindeki gergek etkisini
belirlemek icin daha ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bal aris, Lake Sinai Virus, Turkiye, Varroa akari

ABSTRACT

Bee viruses are one of the most important agents that negatively affect colony health. It is known that viruses are
generally associated with colony losses. LSV, one of the viruses that affect colony health, is an RNA virus that was
first detected in honey bees in 2009 in the United States of America and has not yet been classified. Although its
pathogenicity is not fully known yet, it is known to affect colony health. Varroa mites affect the health of the col-
ony negatively by transmitting viruses to honey bees both biologically and mechanically. This study, it was aimed
to molecularly detect the LSV genome by RT-PCR in Varroa mites, which play a vector role in the transmission of
bee viruses to honey bees. LSV genome was positive in 12 of the Varroa mites collected from 26 different apiaries
in izmir (n = 6) and Mugla (n = 20). 50% of Varroa samples collected from Mugla province and 33.3% of samples
collected from izmir province were LSV positive. In conclusion, in this study, the LSV viral genome was detected
forthe first time in the country, and it tried to expand the knowledge about the diversity of viral diseases of honey
bees in Turkey and Varroa mites, which play a biological or mechanical role in the transmission of viral diseases.
Further studies are needed to determine the association of LSV with Varroa mites and the actual impact on
honey bee populations in the country.

Keywords: Honey bee, Lake Sinai Virus, Turkey, Varroa mite

GiRiS

Lake Sinai Virus (LSV), Sinai virus genusu ige-
risinde siniflandiriimig, hentiz belli bir aileye ait
olmayan kronik ari felci virusu (CBPV) ve siklikla
baliklarda hastaliklara sebep olan Nodaviridae
familyasinda yer alan viruslar ile yakin iligkilen-
dirilmis 5.6 kb uzunlugunda, pozitif polariteli bir
RNA virusudur.2 LSV ilk kez 2009 yilinda ABD’ nin
Glney Dokata ayaletinde yer alan Sinai golu et-
rafinda ticari aricilarin koloni kayiplarinin artma-
sI sonucu, LSV-1 ve LSV-2 olarak iki ayri varyant
olarak tespit edilmistir! Daha sonraki ¢alismalar-
da, LSV 3-8 gibi farkli varyantlarin varligi da bil-
dirilmistir.>® Patojenitesi ve semptomlari henliz
bilinmemesine ragmen, ylksek kayiplarin gortl-
diglu kolonilerde az kayiplarin gorildigu kolo-
nilere gore LSV viral yikintn daha fazla oldugu
bilinmektedir.”

Lake Sinai Virus genomu, ORF1, RARP ve kap-
sid dahil olmak Uzere U¢ geni kodlamaktadir.®
Bunlardan, RNA'ya badimli RNA polimerazi
kodlayan RdRP geni, farkli LSV suslarinda ko-
runmus bolge olarak bilinmektedir. Korunmus
bdlge olmasindan dolayi, farkli LSV varyantlari
icin filogenetik dizi analizleri ve gruplandirma-
lar RARP gen bolgesi hedef alinarak yapilmak-
tadir.6®

Viruslarin, ozellikle deforme kanat virusunun
(DWV), bal arilarina bulagmalarinda en 6nem-
li aktorlerden birisi Varroa akarlaridir® Bu akar,
gelisen pupa ve yetigkin arilarin hemolenfi ile
beslenir ve virus partikillerini dogrudan ari he-
molenfine enjekte ederek vektor gorevi gordr.
Varroa akari ayrica, konakgida immiinosupres-
yona neden olarak viral enfeksiyonlari aktive eder
ve dolayli olarak arilarda virus replikasyonunu
uyarir’? LSV’ nin Varroa akarlarinda varli§i tespit


http://orcid.org/0000-0001-7766-3150
http://orcid.org/0000-0002-2634-6478
http://orcid.org/0000-0001-7077-6582
http://orcid.org/0000-0002-6706-3650
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

17

edilmesine ragmen Varroa ve bazi ari turlerinde replike olmadigi
belirlenmigstir.*'

Turkiye' de ari saghgini etkileyen viruslar daha dnceki farkl ca-
lismalarda incelenmisg, koloni saghgini olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmistir. Bugline kadar tlkemizde yapilan ¢alismalarda DWYV,
CBPV, SBV (sacbrood virus), BQCV (black quenn cell virus) ve ABPV
(acute bee paralysis virus) viruslari kolonilerde sik olarak tespit
edilen viruslardir!+2° SV ile ilgili olarak Glkemizde yapilan mevcut
tek bir calisma bulunmaktadir.® Bu ylizden Ulkemiz adina LSV’ nin
kolonilerdeki varligi hakkinda bilgilerimiz oldukga sinirlidir.

Bu calisma, Turkiye'de bal arisi popllasyonunun dnemli bir boli-
miine sahip Mugla ve izmir illerinde yer alan ariliklarda/kolonilerde
tespit edilen Varroa akarlarinda LSV varliginin RT-PCR ile tespitini
amagclamistir.

MATERYAL ve METOT

Galisma igin, 15.02.2014 ve 28914 sayili Resmi Gazetede yayimla-
nan ‘Hayvan Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonet-
melik'in 41 madde (d) bendinde yer alan hikimlere gore Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Onayina gerek duyulmadigi bildirilmis-
tir. Bu onay, izmir/Bornova Veteriner Kontrol Enstitiistii MUdirligi
Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun 16.12.2021 tarihli ve 770 sayil
kararinca alinmistir.

Turkiye’nin batisinda yer alan izmir (n = 6) ve Mugla (n = 20) ille-
rinden (Sekil 1), birbirlerinden farkli toplam 26 ariliktan Varroa
akarlari toplanmistir. Orneklemeler 2020 yilinin Nisan ve Haziran
aylari arasinda gergeklesmistir. Her ariliktan 20-100 arasi Varroa
toplanmis, Gzerlerine 2 ml PBS buffer (Phosphate Buffered Saline)
ilave edilerek, homojenizator (AllSheng Bioprep-24R, Cin) yardimi
ile ezilmistir. Daha sonra homojenatlar 3500 rpm’'de 4°C’de 30
dakika santriflij edilmis, stipernantantlar ayrilarak ekstraksiyona
kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

RNA ekstraksiyonu igin 200 pl stipernatant alindi. Ektraksiyon is-
lemi, dretici firmanin talimatlarina gére High Pure Viral RNA Kit
(Roche, Germany) kullanilarak gergeklestirildi. Ekstrakte edilen
RNA, test edilene kadar -20°C’de sakland.

TUm LSV varyanti icin korunmus ORF1 RdRp gen bolgesini hedef-
leyen, RNA'nin 603-bp’lik bir pargasini olusturan primerler (LSV

Sekil 1. Ulkenin en énemli bal arisi populasyonuna sahip izmirve Mugla
illerinin cografik konumu

1765-F: 5'-TCA AYC TKG AGC GAT TTC GTG CTG-3’, LSV 2368-R:
GAG GTG GCG CSA GAT AAA GT-3’) kullaniimigtir.* Amplifikasyon
icin Xpert One-Step RT-PCR Kiti (Grisp Research Solutions, Porto,
Portugal) kullanildi. Toplam reaksiyon hacmi 25 pl ve primerin ni-
hai konsantrasyonu 0,4 mM idi.

PCR igin Thermal cycler kosullari siralanan adimlar ve sireler ile
olusturulmustur. ilk olarak, komplementer DNA sentezi igin re-
vers transkripsiyon islemi gerceklestirilmistir. Ardindan 95°C'de
3 dakika boyunca ilk denatlirasyon yapildi. Bu adimi 35 dongi
olacak sekilde; 95°C’de 10 saniye denatiirasyon, 60°C’de 10 sani-
ye baglanma ve 72°C'de 15 saniye uzama donguleri izlemistir. En
son 72°C’de 1 dakika slireyle uzama olmustur. Elde ettigimiz PCR
Urlnleri, %1,5 agaroz jel elektroforezinde (etidyum bromdr igeren)
yUrGtaldd ve UV 1sik kaynadi altinda goriintilendi.

BULGULAR

LSV icin toplam 26 adet farkh ariliktan toplanan Varroa akarlari
RT-PCR ile test edilmistir. Yapilan testlerin sonucunda 12 ariliktan
toplanan Varroa érnekleri LSV pozitif olarak tespit edilmistir. iz-
mir'den toplanan érneklerden alti ariliktan ikisi pozitifken, Mugla
orneklerinin ise 10’nu pozitif olarak tespit edilmistir. Buna gore
Mugla ilinden toplanan Varroa érneklerinin %50’si, izmir ilinden
toplanan orneklerin ise %33,3'U LSV pozitiftir.

TARTISMA

Tarihsel ve evrimsel sliregte gortlmistir ki, memeli ya da eklem
bacakli birgok tirl enfekte edebilecek viral ajanlar bulunmakta-
dir. Bunlar hayvanlari, insanlari ve hatta parazitleri dahi enfekte
edebilmektedir.??2 Bu viral ajanlar emerging yada re-emerging bir
statii kazanip sagligi her zaman tehdit edebilmektedir. Ulkemizde
ve diinyada bu ve benzer bir¢cok hayvan ve gesitli paraziter canlyi
enfekte eden viruslarin arastirildigi calismalar bulunmaktadir.2324
Lake sinai virus 0zelinde birgok ari viral hastaligi da tlkemizde tes-
pit edilmistir.!” LSV'nin ari kolonilerinde varligina dair ilk bulgular,
2009 yilinda iki farkli varyantinin (LSV 1 and LSV 2) ABD’ de tespit
edilmesiyle ortaya gikmistir! Tirkiye’ de LSV’ nin ergin arilarda me-
tagenomik calismalar sonucunda varligr bildirilmis® fakat Varroa
akarlarinda varh§ina dair herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Yapilan bu galisma, diinyanin en fazla ari popllasyonuna sahip l-
kelerinden biri konumunda olan Tirkiye’ de Varroa akarlarinda LSV
tespitinin yapildigr ilk calismadir.

LSV bal arisi saglidi icin buyulk bir tehdit olarak bilinmesine rag-
men patojenitesi tam olarak anlagilamamistir. Bununla birlikte,
bazi caligmalarda elde edilen bulgular, LSV enfeksiyonu ile koloni
¢OklUs bozuklugu (Colony Collapse Disorder-CCD) olusumu ara-
sinda dogrudan bir korrelasyon oldugunu gostermektedir.” Daha
onceki calismalarda, LSV’ nin bal arilarina bulasmasinda vertikal
ve gida kaynakli bulagmanin énemini belirtilmistir. Varroa akarlari-
nin ise etkenin bulagsmasinda biyolojik vektorltik yapmadigi tespit
edilmis fakat bulagmadaki rolli net olarak ortaya koyulamamistir.
Ancak bu galismada oldugu gibi bazi arastirmalarda da virusun
akarlarda varliginin gosterilmesi, LSV'nin en azindan Varroa akar-
lari tarafindan konaklar arasinda mekanik olarak aktarilabilecegini
dUsindirmektedir.* Daha 6nce Ulkenin bes bdlgesini iceren ve
onemli ari popllasyonunu barindiran ve Ege Bolgesi'ni de kapsa-
yan bir calismada Varroa enfestasyonunun %41 oldugu disundl-
digiinde® mekanik vektorlik altr gizilmesi gereken bir konu ola-
rak ortaya ¢ikmaktadir.

LSV Turkiye kolonilerinde Tozkar ve ark.” belirttigi gibi oldukga yay-
gindir. Daha 6nceki galigmalar, LSV'nin ytksek prevelansi ve global
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dagihmini gostermistir!®92627  Calismamizda 26 farkl ariliktan
topladi§imiz Varroa akarlarinin %46.1" inde LSV RNA'sI tespit edil-
mistir. Ravoet ve ark.* polen ve Varroa akarlarinda LSV’nin varh§i-
ni gostermis, ancak virusun Varroa akarlarinda replike olmadigini
belirtmiglerdir. Bazi ariliklarin yetiskin arilarinda LSV enfeksiyonu-
nun tanimlanmasi ve ayni ariliklarin Varroa akarlarinda varliginin
olmamasi, virusun bal arisi poptlasyonlarinda artropod-vektorler
disindaki bulagsma yollarinin daha énemli olabilecegini distndur-
mustdr.

Sonug olarak, bu ¢alisma LSV genomu Ulkede ilk defa tespit edil-
mistir. Ayrica, Turkiye'de bulunan bal arilarinin viral hastaliklarinin
cesitliligi ve viral hastaliklarin bulasmasinda biyolojik veya meka-
nik olarak rol Ustlenen Varroa akarlari hakkindaki bilgileri genis-
letmeye calismistir. Tespit edilen bu yeni viral etkenlerle ilgili yeni
sorulari glindeme getirmistir. Yilda en az iki mevsimi kapsayan ve
farkli ekotiplerle farkl bal arisi populasyonlarini karsilagtiran, daha
fazla sayida numuneyi ve daha fazla bolgeyi kapsayan gelecekte
yapilacak daha ayrintili calismalar, viral dinamikleri ve epidemiyo-
lojiyi agiklayabilmek igin gereklidir. LSV'nin Varroa akarlari ile iligki-
sini ve Ulkedeki bal arilarinin populasyonlari tizerindeki gercek et-
kisini belirlemek i¢in daha ileri calismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Etik Komite Onayi: Calismaigin, 15.02.2014 ve 28914 sayili Resmi Gazete-
de yayimlanan ‘Hayvan Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonet-
melik’in 41 madde (d) bendinde yer alan hiikiimlere gére Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Onayina gerek duyulmadigi bildirilmistir.
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