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Bu calismada, B85 farkli ornekten 342 Bacillus sphaericus
izolat1 elde edilmistir. Bunlardan 9 tanesinin sivrisinek larvalari-
na (Culex sp.) karsi patojenik oldugu bulunmustur. Ancak bu " patojen
izolatlardan 7 tanesi 1 ay - 3 y1l sonra insektisidal aktivitelerini
kaybetmigtir (6, 18, 27, 28, 29 ve 71 numaral1 izolatlar). Sadece 2
izolat insektisidal aktivitelerini devam ettirmigtir (31 ve 34
nmumarali izolatlar). B. sphaericus 31 ve 34 numarali suslarin LC50

deferleri sirasiyla 20 ug spor/ml ve 6 ug spor/ml olarak

bulunmustur. Culex quinguefasciatus’un ikinci devredeki larvalar:
kullanilarak elde edilen bu deferler B.sphaericus 2362'ye gore
1.5x10% ve 4.5x105 defa daha diigiiktiir. 31 ve 34 numarali B. sphaeri-
cus suslarinin ayni zamanda, SST faji hari¢ biitlin fajlarla reaksiyo-
na girdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda B. sphaericus X ve Y suslari
izole edilmistir. Bu suslar faj grubu 3 olarak simiflandirilmigtir
(B. sphaericus 1593 grubu). Bununla birlikte bu suslarin ikinci
devredeki Culex quinquefasciatus larvalarina karsi larvasidal akti-
viteye sahip olmadig1 goriilmigtiir. Bu iki izolat bakteriyosin iireti-
mine 7. saatten sonra baglams, 9. saatte maksimm seviyeye ulasmis
ve 24, saatte bakteriyosin aktivitesi kaybolmustur.

ANAHTAR KELIMELER : Sivrisineklerin mikrobiyal kontrolii, %QBaci_Ilus
sphaericus, viriilens, faj tiplendirmesi, “bak~
teriyosin. -
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..

In this study, 342 isolates of Bacillus sphaericus were
obtained from 85 different samples. 9 of them were found to be
pathogenic against mosquito larvae (Culex sp.).However, 7 of these
pathogenic isolates lost their insecticidal activities after 1 mont
- 3 years {numbers: 6, 18, 25, 27, 28, 29 and 71). Only 2 isolates
maintained their insecticidal activities (numbers: 31 and 34). The
LC50 values of B. sphaericus strain 31 and 34 were found to be 20 ug
spore/ml and 6 ug spore/ml respectively. These values are 1.5x10°
and 4.5x10% times lower than that of B.sphaericus 2362 against
second instar of Culex quinquefasciatus larvae. The strains of B.
sphaericus 31 and 34 were also observed to react with all phages
except phage SST. B. sphaericus X and Y were also isolated. These
strains were classified to be phage group 3 (B. sphaericus 1593
group). However, they were seen to have no larvieidal activity
against the second instar of C. quinquefasciatus larvae. These two
isolates produced bactériocin starting from the 7tk hour reaching
the maximm level at the 9tk hour and loosing their bacteriocin
activity at the 24tk hour. ‘

KEY WORDS : Microbial control of mosquitoes, Bacillus sphaericus,
virulance, phagetyping, bacteriocin.
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1.GiRLS

Zararli boceklerle savasta yaklagik 40- 50 yildan beri, ol-
duk¢a  yogun olarak uygulanan metod kimyasal insektisitlerin kulla-
nilmasidir. Bu uygulamalar sonucunda gerek cevrede ve gerekse canli
viieudunda kimyasal insektisit birikimi meydana gelmektedir. Kimyasal
insektisitlerin neden oldugu kirlenme, bir yandan ekosistemdeki den-
geyi bozarken diger yandan besin zincirine dahil olarak Olimlere
neden olmaktadir. Difer yandan btceklerdeki bagigiklik sistemi kim-
yasal insektisitlere karsi diren¢ meydana. getirmektedir. Bu da kul-
lanilan insektisit dozlarinin arttirilmasina ve daha etkili, dogada
daha uzun siire kalabilen ila¢larin gelistirilmesine neden olmakta-
dir. Kimyasal insektisitlerin bu zararl: etkileri Gzellikle 1980°'1i
yillardan sonra ortaya cikarilabilmis ve basta DDT olmak iizere bir-
cok ilacin kullanimi yasaklanmigstir. Dolayisiyla kimyasal miicadele
yontemine alternatif olabilecek emniyetli olan biyolojik miicadele
yontemleri {iizerinde yogun olarak durulmaya baslammistir. Biyolojik
miicadelenin kimyasal miicadeleye gire listinlikleri asagidaki sgekilde

’

ortaya konabilir.

Duna gore; ,
a) Konukc¢u seciciligi: Kimyasal insektisitlerin segiciligi

oldukca  diigiiktiir. Dolayisiyla hedeflenen zararlidan bagka yararlil
canlilarin da Glimine neden olmaktadir. Bu gekilde, dogadaki bazi
biyolojik zincirlerde bozukluklar meydana gelmektedir. Biyolojik
miicadelede ise etki spesifiktir ve sadece hedeflenen zararli yok

edilir.

b) Insan ve difer canlilar iizerine etki: Kimyasal insekti-
sitler insan dahil blitin canlilar tizerinde zararl: etkiye sahiptir.
Biyolojik miicadelede kullanilan biyoinsektisitlerin ise bu tip

zararli etkileri yoktur.

c) Cevre kirliligi: Kimyasal insektisitler ¢evrede kirlenme-
lere ve ekosistemde bozulmalara neden olmaktadir. Biyoinsektisit
olarak kullanilan organizmalarin bu tip etkileri yoktur. Ya da
belirli bir riske sahip olanlar pratikte kullanilmamaktadir.

T. C.
Yiiksekogretim Kurula
Dokiimantasyon Merkez



d) Konukcu direnci: B‘dcekier, kimyasal insektisitlere karsi
zamanla direnc kazanmaktadir. Biyoinsektisitlere karsi direng¢ ise
cok nadir meydana gelmekte ve gelse de biyoinsektisit olarak kulla-
nilan organizmada meydana getirilen yeni genetik diizenlemelerle
konukcu direnci ortadan kaldirilmaktadir.

e) Gen mihendisligi calismalari: Kimyasal insektisitlerin
etkisi belirli bir dereceden daha fazla arttirilamazken biyoinsekti-
git olarak kullanilan organizmalarin gen mihendislifindeki yeni
gelismelerle daha fazla etkili hale getirilmesi mumkiindiir. Daha
onemlisi, tzellikle son yillarda yapilan aragtirmalarla biyoinsekti-
sit olarak kullanilan organizmalarin insektisidal aktiviteyi kodla-
yan gen/leri korummasi istenen canlinin genomma dahil edilebilmekte

ve bu canli zararlilara karsi direncli hale getirilebilmektedir.

Sivrisinekler, basta sitma etmeni. olmak iizere baz1 hastalik-
lar: tasimalari, insanlari rahatsiz etmeleri bakimindan tnem tasir.
Sivrisineklerin beslenme ve tireme kaynaklari tatl: sular ve batak-
liklardir. Bu bolgelere birakilan yumurtalardan sivrisinek larvalar:
Q1lm1ékta ve larvalar birinei, ikinci, iiciincii ve dordiincti devreleri
gecirdikten . sonra prepupa ve pupa seklinde olg‘tmlasmaktfa, daha
sonra da ergin sivrisinek meydana gelmektedir. Sivrisineklerin bu
 hayat devreleri gbz Unine alindiginda, micadelede 2 esas yolun
ortaya ciktigi goriiliir. Bunlardan birincisi, ergin sivrisinek meyda-
na gelmeden tnee batakliktaki veya su kaynagindaki ‘mticadele; ikin-
cisi ise ergin sivrisinek meydana geldikten sonraki devrede yapilan
mlicadeledir. Gintimiizde, ergin sivrisineklerle miicadelede pliskiirtme
yoluyla bircok kimyasal insektisit kullanilmaktadir. Bataklik devre-
sinde yani sivrisinek larva devresinde iken, su ylizeyine bir film
gibi yayilip su icindeki canlilarin hayasmhktan dlmesine neden
olan baz1 organik maddeler kullanilmaktadir.

Sivrisineklerle miicadelede, biyoinsektisitler kimyasal miica-
deleye alternatif olarak Ozellikle son yillarda bazi {ilkelerde
kullanilmaya ve lizerinde yogun arastirmalar yapilmaya baslanmigtir.
Biyoinsektisitler sivrisinekleri larva devresinde iken Oldirmekte ve
bu sekilde ergin sivrisinek meydana gelememektedir. Larva devresinde
yapilan miicadelenin ergin devrede yapilana gore daha kolay ve etkili



oldugu kesindir. Glinkii, larvalarin hareket yetenekleri erginlere
gore son derece sinirli oldugu ic¢in miicadelede kolaylik saglamakta-

dir.

‘ Bugiin, sivrisineklerle miicadelede kullanilan iki farkli
bakteri tiirii meveuttur. Bunlardan Bacillus thuringiensis var. is-
raelensis. preparat haline getirilmis ve basta A.B.D. (Amerika
Birlesik Devletleri) olmak tizere bircok iilkede sivrisinek habitatla-
rinda uygulanmaya baslammistir. Ulkemizde B.thuringiensis ile ilgili
calismalara baslanmis olup halen devam etmektedir (Bosgelmez vd
1983, 1984, Cakmakci vd 1985). Sivrisineklerle miicadelede aday olan
ve laboratuvar diizeyindeki ve kismen de. arazi dilizeyindeki arag-
tirmalarla potansiyele sahip oldufu anlagilan diger bakteri ise

Bacillus sphaericus’tur.

1.1, Bicek Patojeni Bacillus Cinsine Giren Bakterilerin Ayrim
' Anahtari

Boceklerde patojen olan Bacillus cinsine giren tiirler
sunlardir: Bacillus thuringiensis, Babjlius larvae, Bacillug lenti-
morbus, Bacillus popilliae ve Bacillus sphaericus. Bu bakteriler
bazi temel farkliliklariyla birbirinden ayrilmaktadir. Ayrim anah-
tar: Tablo 1.1.%de verilmistir (de Barjac 1981).Tablo 1.1. incelen-
diginde, 3 farkli morfoiojik grubun ortaya ¢iktigi goriiliir. Birin(;i
grubu, siskinlik meydana getirmeyen sporangiyumlar icerisinde elip-
tik sporlar iceren bakteriler olusturur (B.thuringiensis). ikinci
grubu, siskinlik meydana getiren sporangiyumlar igerisinde oval veya
eliptik sborlarl meydana getiren bakteriler {B.popilliae, B. lenti-
morbus, B. larvae); Ugclinci grubu ise , sigkinlik meydana getiren
sporangiyumlar igerisinde yuvarlak sporlar olusturan bakteriler
olusturur (B. sphaericus).

1.2. B.sphaericus Suslarinin Izolasyonmu, Teshisi ve Karakterizasyonu

‘ Sivrisinek larvalari iizerinde patojen etkiye sahip ilk B.
sphaericus susu California’dan (A.B.D.) toplanan Culiseta incidens
larvalarindan izole edilmistir (Kellen ve Meyers 1964, Kellen vd
1965). Daha sonra da Olii sivrisinek larvalarindan izole edilmisler-



Tablo 1.1. Bocek Patojeni Bacillus Turlerinin Ayrim Anahtari
{"The Aerobic Endospore-Forming Bacteria. Classifi-
cation and Identification" adli kitaptan alinmigtir’

Editorler: R.C.W.BERKELEY ve M. GOODFELLOW).

A. Bakteriler genis cubuk seklindedir {Hicrelerin c¢api>1.0um)
Siskinlik meydana getirmeyen sporangiyumlar icerisinde

eliptik sporlar bulundurur.

Yuvarlak, kare seklinde veya sekli belirsiz parasporal ‘

kristaller mevcuttur.
Lepidoptera ve Diptera larvalarinda patojendirler.
= Bacillus thuringiensis

B. Bakteriler daha kiiciik comaklar gseklindedir (Hhcrelerm

¢cap1<1.0um).
1. Siskinlik yapan sporanglyumlar icerisinde eliptik

sporlar bulundurur ve basit besiyerlerinde tiremez.

Baz1 Coleoptera larvalarinda pat.v,]endlrler.
Cesitli sehillerde parasporal kristaller olugturur
= Bacillus popilliae

Parasporal kristaller bulunmaz.
= Bacillus lentimorbus

Parasporal kristaller bulunmaz. Bal arisi

larvalarida patojendir.
= Bacillus larvae
2. Sisgkinlik yapan sporangiyumlar icerisinde yuvarlak
~ sporlar bulundurur. pH’i i
bile gelisirler.
Birgok karbohidrat iizerine etki etmez.
Bazi suslari sivrisinek larvalarinda patojendir.
= Bacillus sphaericus

i 6.0 olan basit besiyerlerinde




dir (Singer 1973). Sivrisinek larvalarinda patojen oldugu tesbit
edilen B.sphaericus sus sayisi 1985 yilinin sonunda 40’1 asmis (E.W.
Davidson 1985, yazili goriisme), su ana kadar da en az 50'yi
bulmistur. Bu suglarin cofrafik orijinlerine bakildiginda, Asya ve
Afrika’dan izole edilen suslarin Amerika ve Avrupa’dan izole edilén—
lere gore daha fazla sayida olduBu goriilmiistiir. Ekolojik orijinleri
incelendiginde ise, Olii sivrisinek larvalarindan veya sivrisinek
habitatlarindan izole edilen suglarin difer orijinlerden izole
edilenlere gore daha yiksek bir insektisidal aktiviteye sahip olduk-

lar:i ortaya cikarilmistir.

Degisik arastiricilar tarafindan farkl:i orijinlerden B.
sphaericus suglari izole edilmistir {Menon vd 1982a, Brownbridge ve
Margalit 1986, Bursalioglu ve Uner 1987). Menon vd (1982a), Culex
fatigans®in laboratuvar kiiltiiriinde 6len larvalarindan gram (+) ve
yvuvarlak sporlu bir basil izole etmisler; wvaptiklari morfolojik,
kiiltiirel ve -biyokimyasal incelgmeler somucunda bu bakterinin B.
sphaericus oldugunu tesbit etmiglerdir. Izole edilen bu bakterinin
C.fatigans’in ikinci devredeki larvalarinda patojen oldugu goriilmiis-
tiir. Brownbridge ve Margalit ise (1986) israil‘’deki sivrisin'ek habi-
tatlarindan topladiklar: dip (;amuru ve toprak drneklerinden 19 adet
B.sphaericus susu elde etmislerdir. Bu izolatlarin bakteriyofaj
gruplarini tesbit etmisler w}e 3 numaral1 faj grubuna giren 2613,
2615, 2619 ve 2620 mumarali izolatlarin digerlerine nazaran dsha
yikksek bir insektisidal aktiviteye sahip olduklarini gormiislerdir.
Bu arastiricilar, toprak tiplerinin, su pH’inin, tuzlulugunun ve
ginlik sicaklik defismelerinin B.sphaericus’un canliligr {iizerine
etki edebilecegini ileri siirmlislerdir. Bursalioglu ve Oner (1987),
Bandirma'dan (Balikesir) 1982 yilinda topladiklari toprak Ornekle-
rinden B. sphaericus’u izole etmigler ve Culex sp. larvalarinda

patojen oldugunu bulmustur.

Son yillarda yapilan bazi aragtirmalarila, si.vrisinek larva-
larinda patojen olan B, sphaericus suslarinin 8lii sivrisinek larvasi
ve sivrisinek habitatlarindan bagka orijinlerden de izole edilebil-
digi goriilmigtiir (Lysenko vd 1985, Weiser 1984, de Barjac vd 1988).
Lysenko vd (1985) tarafindan yapilan bir incelemede tirtillardan ve

- ¢cekirgelerden izole edilen B, sphaericus izolatlarinin izole edil-



dikleri bu canlilarda patojen olmadiklar:i halde sivrisinek larvala-
rinda (Culex quinquefasciatus) pa:tojen olduklar: bulumustur. Ayni
sekilde Weiser de (1984), 2362 numaral: B. sphaericus sugunu karasi-
nekten (Simulium damnosum) izole etmis ve sivrisinek larvalarinda
olihﬂic;a viriilent oldugunu bulmistur. De Barjac vd (1988) ise, sal-
yangozlardan izole ettikleri B.sphaericus’un sivrisineklerde
patojen oldugunu gormiistiir. Fakat salyangozlarda patojen olup olma-
difina test etmemistir. Bu sonuglar, sivrisinek patojeni B. sphaeri-
cus sularinin sivrisinek larvalari ve sivrisinek habitatlari disinda

da bulunabilecegini gostermektedir.

Davidson  (1982b), degisik arastiricilardan topladigi
bilgilerden faydalanarak 1982 yi1lina kadar sivrisinek larvalarinda
patojen oldugu teésbit edilen suslari, orijinlerini, bakteriyofaj
gruplarini, serotiplerini ve viriilenslerini (LC50) Ozetlemistir
{Tablo 1.2).

B. sp}mericus’ﬁl oli siﬁisinek larvalari, difer bocekler,
toprak, su ve dip ¢amurundan izolasyonunda ¢esitli arastiricilar
tarafindan degisik besiyerleri.ve metodlar kullanilmistir. Bursali-
oflu ve Oner (1987), pastorizasyon ve zenginlestirmeden sc;nra TNA
{Toprak ekstrakti karistirilmig Nutrient Agar) besiyerini, Menon wvd
(1982a) ise ©6lii sivrisinek larvalarindan izolasyonda NA (Nutrierit

Agar) besiyerini kullanmmiardnr.

Baz1 arastiricilar tarafindan da B. sphaericus’un izolasyonu
icin secici besiyerleri gelistirilmistir. B.sphaericus ic¢in sec¢ici
olduffu bildirilen ilk besiyeri Hertline vd (1979) tarafindan gelig-
tirilmistir. Bu besiyerinin esasi, B. sphaericus’un 10 mg/litre
streptomisin konsantrasyonuna direngli olmasina dayarmaktadir. Bun-
dan sonra gelistirilen besiyerleri ise B. sphaericus’un 100 mg/litre
streptomisin konsantras;yorm direnci ve karbon kaynag: ihtiyaci
esasina dayanmaktadir (Yousten vd 1982, 1985, Massie vd 1985).
Yousten vd (1982), B. sphaericus’un sudan ve sedimentlerden izolas-
yonu ve sayiml igihNYST agar {(Nutrient Agar + Yeast Ekstrakt +
Streptomisin  Siilfat) besiyerini gelistirmistir. Daha sonraki
yillarda ortaya konan bir baska besiyeri patojen B. sphaericus sug-

larinin gelismesine izin verirken patojen olmayanlarin gelismesini



Tablo 1.2. Sivrisinek Larvalarinda Patojen Olan B. sphaericus
Suslarinin Orijinleri, Bakteriyofaj Gruplari, Sero-
tipleri ve Viriilensleri

: insektisidal
Susg Orijin Faj Serotipi Aktivite
Grubu LC50 (ug/ml)!?

Kellen K Kalifornia (ABD) i H1 0.41
Kellen Q " " 1 H1 0.83
SSI1I-1 Hindistan 2 H2 0.29
1404 Filipinler 2 H2 0.42
1883 . Israil 2 H2 -
1885 " 2 H2 -
1886 " 2 H2 -
1887 " 2 H2 -
1888 " 2 H2 -
1889 " 2 H2 -
1890 " 2 H2 -
1891 " 2 H2 -
1892 " 2 H2 -
1893 t 2 H2 -
1895 Y 2 H2 -
1896 u 2 H2 -
1593 Endonezya 3 H5a5b 4.5x10-4
1691 El-Salvador ' 3 H5a5b 7.4x10-5
1881 " 1 3 H5a5b 4.1x10-4
2013-6 Romanya 3 H5a5b 6.5x10-%
2117-2 Filipinler 3 H5a5b 1.0x10-4
2362 : Ni jerya 3 H5a5 3.8x10-5
2297 {MR4) Sri Lanka 4 H25 - 9.8x10-4
ISPCS Hindistan 4 H25 9.1x10-3
2314-2 __Tayland _ 4 H25 -
2317-3 " 4 H25 1.3x10-2
1SPCo6 Hindistan 4 H25 7.2x10-3
1894 israil 5 - 1.9x10-2
2115 Filipinler ] - 8.0
2118 .o" ) - 7.4
2315 Tayland 8 - -

1: Larvalarin % 50'sini oldiirebilmek i¢in sivrisinek larvalarina
verilmesi gereken liyofilize spor dozu



engellemektedir (Yousten vd 1985). BATS adi verilen bu besiyerinde
{(Biotin ~ Arjinin - Tiamin - Streptomisin - Tuz Besiyeri) inorganik
tuzlardan baska C ve N kaynag:r olarak arjinin ve seciciligini
saflamak icin de 100 mg/litre oraninda streptomisin siilfat bulunur.
Yapi1lan incelemelerden, BATS besiyerinin B. sphaericus’un sivrisiriek
larvalarinda patojen suslarinin gelismesine izin verdigi halde,
patojen olmayanlarin ise % 68’ini inhibe ettigi anlagsilmistir. Difer
bir calismada da (Massie vd 1985), B.sphaericus’un topraktan izolas-
yonu icin karbon kaynagi olarak sadece sodyum asetat bulunduran (37
veya 74mM) besiyeri tavsiye edilmistir. Toprak Ornekleri pastorize
edilmedigi zaman B. sphaericus’un yaninda Arthrobacter tlirleri de
kolaylikla iireyebilmistiAr. Pastorizasyonla bu tlirler elimine edilmisg
ve bu besiyeri B. sphaericus icin segici hale getirilmistir. Biitin
bu sonu¢lardan sonra E.W, Davidson tarafindan B. sphaericus’un
topraktan izolasyonu ig¢in NYST veya BATS besiyerlerinin kullanildig:
bir metod geligtirilmigtir - (E.W. Davidson 1985, yazili

goriisme) .1

B. sphaericus’un teshisi ve suglarinin ayrimi icin  defisik
metodlar gelistirilmis ve halen bu yondeki caligmalara deva!m edil-
mektedir. Morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal incelemeler ' oldukga
fazla zaman aldif1 ve maliyeti yliksek oldugu ic¢in serolbjik testler-
den,bakteriyofaj iliskilerinden ve DNA hdmolojilerinden faydalanila-
bilmektedir (Krych vd 1980, de Barjac 1981, Yousten 1984, Yousten ve
Hedrick 1982). Yukarida bahsedilen metodlarla B. sphaericus tesghis
edilebildigi gibi patojen olan ve olmayan suslar birbirinden ayri-
labilmektedir. Singer vd (1986) ise patojen B. sphaericus suslarinin
patojen olmayanlardan ayrilabilmesi igin bazi enzimlerin kriter ola-
rak lmilz;mhp kul lani lamayacagini aragtirmis ve aminopeptidazlarin
kuilanilabilecegini ileri slirmtigtiir. Bu konudaki caligmalar yeni
baglamis olup heniiz kesinlik kazanmamistir.

1: E.W. Davidson, Arizona State University, Department of Zoology,
Tempe, Arizona 85287 USA. ’



1.3. B. sphaericus’un Toksisitesi ile figili Caligmalar

a e

1.3.1. Toksin sentezi, yapisi ve yerlestigi yer

Singer (1980), B. sphaericus’un B. thuringiensis’tekinin
aksine parasporal kristal olusturmadi@ini, toksik aktivitenin hiicre
duvari ile ilgili oldugunu ileri slirmiigtiir. Yine bu tip bir sonu¢
Myers ve.Yousten (1980) tarafindan da elde edilmistir. Bu arastiri-
ci1lar B. sphaericus 1593 susunu kul lanarak hiicreyi fraksiyonlarina
ayirmiglar, ayr1 ayri sivrisinek larvalarina karsi denemiglerdir.
Sonugta, en yuksek toksik aktiviteye sahip olan fraksiyonun hiicre
duvar:1 oldugu goriilmiigtiir. Coziilebilir sitoplazma ve hiicre =zar:
fraksiyonlari ise hiicre duvarina gore daha az bir toksisiteye sahip-
tir. Bu aragtiricilar hiicre duvarindaki toksinin bir protein olabi-
lecegini ileri stirmistiir.

_ Tinelli vd (1980), B. sphaericus 1593 sporlarindan Anopheles
stephensi larvalarinda 24 saat icerisinde % 100 Gliime neden olan bir
toksin izole etmislerdir. Bu toksinin protein tabiatinda, yliksek
molekiil agirliZina sship ve spor ceketinin disinda yerlesmis oldugu
goriisline varilmigtir., Davidson (1982a) da B. sphaericus 1593'ln
sporlanmakta olan hiicrelerinden sitoplazmada ¢oziinmiis olarak bulunan
ve 100 kD (kilo Dalton) molekiil agirligina sahip bir proteini izole
ederek sivrisinek larvalarina kars:i toksik oldugunu gostermigtir.
Tinelli ve Bourgouin (1982)'de B. sphaericus hiicrelerinden A. step-
hensi larvalarina karsi toksik olan bir ham ekstrakt elde etmistir.
Bu ekstraktin bir veya birden fazla protein icerebilecegi gUriilmtis-
tiir. Bunlardan 7 numara ile isaretlenen fraksiyonun sivrisinek lar-
valarina karsi toksik oldugunu ve bu fraksiyomm 55 ve 25 kD molekiil
agirliginda olan iki adet protein icerdigini tesbit etmistir. Bu
t;ok_sin ile Davidson (1982a) tarafindan izole edilen 100 kD’luk pro-

tein birbirinden farklidir.

Yapilan bazi aragtirmalarla da B. thuringiensis’tekine
benzer seki 1de toksin kristé.l lerinin bulunup bulurmadi@: incelenmis
ve toksik aktivite ile iliski kurulmaya galisilmistir (Davidson ve
Myers 1981, Yousten ve Davidson 1982, Payne ve Davidson 1984).
Davidson ve Myers (1981), 8 adet patojen, 5 adét de patojen olmayan
B. sphaericus sugunu parasporal kristallerin varligi yoniinden ince-



10

lemig ve patojenlikle iligkilerinin olup olmadigini ara.s't‘lrmlgtuh'.
Bu c¢alismada yiiksek viriilense sahip olan 1593, 2013-4, 1691 ve MR4
{=2297) suslari ile bunlara nazaran daha diigtik viriilense sahip olan
SS1I-1, 1404-924B, 1888, Kellen Q suslari ve patojen olmayan 7054,
717, 14577, 10208 ve 9602 numarali suslar incelemmistir. Sonug
olarak sf:brulasyonla iliskisi olduBu bilinen ¢ok kenarli bir krista-
lin yiksek viriilensi sagladif1 sonucuna varilmistir. Yousten ve
Davidson da‘(1982} B. sphaericus 2297 susundaki parasporal kristalin
sivrisinek larvalarina karsi toksik oldugunu ve bu kristalin
tesekkiilii ile birlikte bakterinin toksik etkisinin oldukca artt}é‘ml
elektron mikroskobu calismalari ile de gbostermistir. Payne ve David-
son ise (1984) B. sphaericus 1593'iin spor kcenpleksini fraksiyonlara
ayirmis ve bu fraksiyonlari C. quinquefasciatus®un ikinci devre
larvalarina karsi test etmistir. Kristal seklindeki parasporal
cisimciklerin en yiikksek toksik aktiviteye sahip fraksiyonda toplan-
diklari goriilmiigtiir. Buna karsilik sporangiyum, ekzosporyum ve
,éporlarl iceren fraksiyonlar ise daha diisiikk bir toksisiteye sahip-
tir. Bu sonuclar, kristal olustﬁran B. sphaericus suslarinin baslica
toksin kaynaginin kristaller oldugunu gostermektedir.

Ozellikle son yillardaki arastirmalar, B. sphaericus! toksi-
ninin kimyasal yapisi, sentezi ve genetifine yonelmis clup bu konuda
kisa stirede onemli sayilabilecek ilerleme kaydedilmigtir (Baumann \;d
1985, 1986, Broadwell ve Baumann 1986, Bowditch vd 1989). Baumann vd
(1985,--1986), B. sphaericus toksininin 43 kD oldufunu ve larvalar-
daki sindirim sonucunda toksin molekiil agirlifinin 40 kD’a dﬁstﬁglirﬁi
gostermistir. Molekiil agirligindaki 2-4 kD’luk bu distisin toksinin
aktiflestirilmesi icin gerekli oldugunu ileri stirmiigtiir. Aragtirici-.
lar toksinin sentez mckanizmasini: aciklayabilmek icin B. sphaericus
2362 susunu, kiiltirden degisik zamanlarda ornekler alarak incelemig-
dir. Bu orneklerdeki proteinler kristal proteinlere kars:i daha tnce-
den hazirlanmis olan antiserumlarla serolojik olarak teghis edilmis-
lerdir. Bu arastirmaya gore, bakteri hiicrelerinde ilk olusan protein
125 kD' luktur. Kirksekiz saat sonra ise en fazla bulunan proteinler
43, 63 wve 110 kD’luk proteinlerdir. Bu anda 98 ve 125 kD'luk pro-
teinlerin miktar:1 azalmigtir. Yaklagsik olarak 7 saat sonra ise
kristallerde sadece 43 ve 63 kD’luk proteinlerin meveut oldugu, buna
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karsilik 125 ve 110 kD'luk proteinlerin miktarmm azaldigi
goriilmiistiir. 43 ve 63 kD’ luk proteinlere karsi antiserumlar hazir-
lanmis ve bu iki proteinin serolojik olarak birbirlerinden farklilik
gostermelerine ragmen 98, 110 ve 125 kD’luk proteinlerle antijenik
determinant lar1 yoniinden benzer olduklari goriilmiistiir. Bu sonuclarym
isig1 altinda, 125 kD’luk proteinin bir seri parcalanma reaksiyonu
somucunda, once 110 kD’luk ve daha sonra da 63 ve 43 kD’luk alt
birimleri meydana getirdigine dair bir hipotez kurulmustur.
Saflastirilan 43 ve 110 kD’ luk proteinler Culex pipiens’in ikinci
- tigiincli devredeki larvalarina karsi toksik bulunmustur. Larvalarda
biriken proteinin ise 40 kD’luk oidué‘u goriilmistiir. Bu durumda, 43
kD’ luk protein larva bagirsak proteolitik enzimleri tarafindan 40
kD?*luk forma dontstiiriilmektedir. Yapilan toksisite denemeleri 40
kD’ luk proteinin 43 KkD’1luk proteine gore ¢ok daha fazla toksik
oldugunu gostermigtir.

Broadwell ve Baumann (1986), B. sphaericus 2362 susundan 110
kD’ Juk proteini izole etmigler vé bu proteinin C. pipiens larvalari-
na karsi toksik oldugu bhalde C. quinquefasciatus’un doku kiiltiiri
hiicrelerine karsi toksik olmadigini tesblt etmistir. Buna ka.rslllk
43 kD’ luk proteinin ise doku kulthrihdekl hiicrelere karsi tokSIk ol-
dugunu gormiistiir. Aragtiricilar bu sonuc¢lardan sonra 110 ve 125 kD*-
luk proteinlerin protoksin oldugunu ve sporulasyon sirasinda 43 kD’-
luk forma diiniiﬂﬁriildﬁklerini ileri slirmiistiir. Arastiricilar ayrica
kristal toksin sentezinin, iissel gelisme devresinin sonunda bagladi-

gin1 ve 7 saat sonra tamamlandigini tesbit etmistir.

Bowditch vd (1989), daha tnceki arastirmalarda toksin pre-
kiirsorii olarak ileri stiriilen B. sphaericus 2362'den elde edilen - 125
kD’ 1uk proteini kodlayan geni Escherichia coli icerisinde klonlamig-
tir. Sonugta 125 kD'luk proteinin toksin kristali ile herhangi bir
iligkisinin olmadigi, bu proteinin hiicre duvarindaki S(ylizey) taba-
kasinda hiicrenin her devresinde mevcut oldugu gorilmiistiir. Bu
arastiricilara gore daha onceki arastirmalarda 125 kD’luk proteinin
110 kD'1uk protein i¢in preklirstr olarak- g‘cistefi Imesinin nedeni
kullanilan ekstraksiyon ve saflagtirma metodlarinin yetersizliginden
dolay:r bu proteinin ekstrakta karismis olmasina baglanmaktadir. Bu
arastirmanin sonunda 122 kD’lﬁk proteinin 110 kD’luk igin prekiirsor
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oldugu, daba sonra da 42 ve 51 kD’luk proteinlerin meydana geldigi
goriistine varilmistir. Western Blotting ve immmostaining metodlari
kullanilarak, ayni arastiricilar daha dnce 42 ve 51 kD’luk protein-
lere karsi hazirladiklari antiserumlarin (Baumann vd 1985) 122 vwve
110 kD’ luk proteinlerle capraz reaksiyon verdiklerini gormiigtiir. Bu
calismada, kristallerde esas olarak bulunan proteinlerin 42 ve 351

kD* luklar oldugu gosterilmisgtir.,

Bir baska c¢alismada da B. sphaericus 2362 veya 2297'deki
41.9 kD'luk proteini kodlayan genler E. coli'de klonlannns,A fakat bu .
hiicrelerin Culex sp. larvalarina karsi toksik olmadigl, ancak 51.4
kD’lugu da  birlikte f{irettigi takdirde toksik oldugu ileri
stiriilmiigtiir {(Baumann vd 1987). Toksik olmayan 51.4 kD’luk proteinin
41.9’ 1uk proteinin davranigini ne sekilde etkiledigi agiklanamamig-

tir.

Davidson ise (1987), B. sphaericus toksininin parasporal bir
kristal halinde bulundufunu fakat ayni zamanda bakteri hiicresinin
difer yapilarinda da yerlegebilece@ini savunmaktadir.

1.3.2. Toksinin etki mekanizmasi

Menon vd (1982b), B. sphaericus (ISPC)'un C. fatigans
lizerine toksik ve histopatolojik etkisini incelemis, olim belirtisi-
ni— tanimlamistir. Bakteri sivrisinek larvalarinin sadece sindirim
kanalina etki etmekte olup bu bilgede cofalmaktadir. Uliim olay:r bir
infeksiyondan ziyade toksisite ile ilgilidir. Toksisite sonucunda
olen larvalar siyahlasmis ve sigmistir. Toksisite, sonikasyondan,
devamli pasajdan, oda sicakliginda ve soguk sartlarda saklamaktan

etkilemmemistir.

B. sphaericus toksininin sivrisinek larva sindirim kanali
hiicreleri lizerine olan toksik etkisi ©zellikle son 2-3 yi1lda cali-
éllmls, belirli oranda  aydinlatilmigtir ( Davidson 1986, 1987,
Davidson vd 1987a, 1987b, Davidson ve Titus 1987).

Davidson (1986), B. sphaericus 1593 ve 2362 suglarinin spor/
kristal toksininin sivrisinek hiicre kiiltiirli lizerine etkisini incele-

miglerdir. 2362 susunun toksinine karsg: hazirlanan antiserumun gerek
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.sitotoksisiteyi ve gerekse larvasidal aktiviteyi yok ettigi goriil-
mustur Ham toksin ekstraktlari veya saflagtirilmis toksin larva
sindirim kanali homojenat: ile aktiflestirildiginde sitotoksisitenin
arttif1 gozlenmistir. Sonucta, bakteride bir protoksinin mevcut Ql-
dufu ve bundan meydana gelen bir veya birden fazla sayida sitotoksik

proteinin meveut oldugu goriistine varilmistar.

Davidson vd (1987a), B. sphaericus 2362 susundan elde ettik-
leri toksini tripsin, alfa-kimotripsin ve larva sindirim kanala
homojenat:1 ile aktiflestirdikten sonra sivrisinek hiicre kiiltiiru
lizerine etkisini incelemigtir. Aktivasyon icin B. sphaericus’a
belirli olclide direngli olan Aedes aegypti ve oldukga duyarli olan
C. quinquefasciat&s larva sindirim kanali homojenatlar: kulian11m1$,
her iki homojenatin da toksini aktive ettigi goriilmistiir. Toksinin
aktivasyonu sirasinda toksin molekiil agirliginda 2-4 kD’luk bir
azalma meydana gelmistir. Buna benzer bir sonu¢ B. thurjngiensis
var. kurstaki P2 proteini (sivrisinek ve lepidopter larvalarina
kargi toksik) icin de elde edil,mig ve toksinin molekiil aglrllélnda't')
kD’luk bir diistis meydana gelmistir (Yamamato ve Iizuka 1983). Mian
ve Mulla'ya gtre (1983) Ae. aegypti'nin B. sphaericus’a ’ direnci
larva sindirim kanali enzimleri ile ilgili olup duyarl: olan C.
quinquefasciatus larvalari ise bu tip bir etkiye sahip degildir.
Davidson vd’nin (1987b) sonuglar:i ise bu agiklamanin tam tersini
gostermektedir. Cinkli bu arastirmada Ae. aegypti larva homo jenat 1
toksini - aktive etmis ve bu etki ile larvasidal aktivite azalmamig-
tir. Dolayisiyla bu sonuglar Ae. aegypti’nin B. sphaericus’a olan
direncinin sindirim kanal: proteazlari ile ilgili olmadifini gbster-
mektedir.

1987 yilinda yapilan bagka caligmalarla da B. sphaericus
toksininin etkisi organeller s‘eviyesinde elektron mikroskobik ve biyo-
kimyasal olarak incelemmistir (Davidson 1987, Davidson vd 1987b,
Davidson ve Titus 1987). Davidson (1987), protoksinin sindirim kana-
lina salgilandig@: zaman alkali ortamda bir veya daha fazla sayida
toksin meydana getirmek lizere redikte oldugunu ve toksinin hiicre
zarindaki glikoprotein reseptorlere baflanarak etki ettigini ileri
stirmiigtiir. Yine buna benzer sonu¢lar bagka bir aragtirmada da goste-~
rilmigtir (Davidson wvd 1987b). Bu caligmads, floresan boya ile
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isaretlenmis B. sphaericus toksini ve sekonder antikor teknikleri
kullanllargk, toksinin duyarli olan C. quinguefasciatus hiicrelerine
olduk¢a kuvvetli bir sekilde baglandig: halde duyarli olmayan larva
sindirim kanali hiicrelerine ise daha gevsek baglandigi gosterilmig-
tir. Yaptikiari incelemede, toksinin endositozla ve resépt’dr aracl-
1181 ile igeri alindigi, reseptoriin de muhtemelen N-Asetil D-Gluko-
zamin iceren bir glikoprotein qldug‘tmu gostermiglerdir. Toksinin
hiicre zarindaki lipidlere baglandigina dair hi¢ bir delil bulunama-
migtir. Sonu¢ olarak, toksin larva sindirim kanalindaki epitel hiicre
zarlarinda biiyik porlarin meydana gelmesine neden olmakta ve =zar
fonksiyonu bozulan hiicreyi Glime gitiirmektedir. Davidson ve Titus da
(1987) toksinin C. guinguefasciatus larva hiicrelerinde organel sevi-
yesindeki etkisini incelemigtir. Toksinin etkisi ile mitokondri
kristalarinin, endoplazmik retikulumlarin ve golgi salgi kesecikle-
rinin genisleyip agildig1 ve mitokondrilerin bir araya toplantig:
goriilmigtiir. Hicrede ¢ok sayida sitolizozomlar meydana gelmis ve
toksinin etkisiyle hiicre zari yavas yavas ortadan kalkmstir.

1.3.3. Toksik aktivite ile sporulasyonun iliskisi
. !v
Toksisite 1ile bakteri sporulasyonunun iligkisinin olup

e @

olmadifini aciklayabilmek ic¢in defisik B. sphaericus suslari ile
caligilmis ve bu durumin suslara gore degistigi tesbit edi lmisti;r
(Myers ve Yousten 1978, Myers vd 1979, Menon vd 1982a, Yousten ve

Davidson 1982, Kalfon vd 1984, Charles 1986).

Myers ve Yousten (1978), B. sphaericus SSII-1 susunun siv-
risinek larvalarina karsi olan Oldiirlicli etkisinin bir infeksiyondan
ziyade bir toksisite olayl oldugunu ileri siirmiigtiir. Ciinkii bakteri
hiicreleri kloroform veya ultraviyole ile muamele édildiklerinde can-
li1liklarini kaybettikleri halde larvasidal éktivi_t.elerini kaybetme-
mistir. SSII-1 susunun larvasidal aktivitesi ile sporulasyonu
arasinda hi¢ bir iliski bulunamamigtir. Elektron mikroskobik calis-
malar,sitoplazmada, SSII-1 susumun toksisitesi ile ilgili olabilecek
herhangi bir cisimcigin mevcut olmadigini gostermigtir. Ayrica bak-
terinin {liretildigi besiyeri filtre edilmis ve slipernetantin toksik
aktivite gostermedifi tesbit edilmistir. Aragtiricilar bu sonuglarin
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1511 altinda, SSI1I-1 susundaki éoksisitenin hiicre yapisi1 ile

ilgili olmas) gerektigini ileri stirmiistiir.

Myers vd (1979), SSII-1 ve 1593 suslarini virillens yoniinden
karsilastirmis ve 1593’in SSII-1’e nazaran 3000 defa daha fazla
toksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, SSII-1 susunun
toksisitesi gelisme boyunca sabit kaldigi balde 1593 susunda sporu-
lasyonun baslamasiyla birlikte toksisitede biiyiik bir artis goriilmiis-
tiir. Bu arastirmada da SSII-1 wve 1593%in elektron mikroskobik
incelemelerinde herhangi bir kristale rastl;'mmammtlr. Menon vd
(1982a)°’de izole ettikleri Bacillus (ISPC5) izolatinin sporulasyon
devresinde iken C. fatigans larvalarini hizli bir sekilde dldiirdiigi-

nil gozlemigtir.

Yousten ve Davidson (1982), B. sphaericus 2297 susu ile
calismis ve sporlari kaynatarak nispeten toksik olmayan spor inoku-
lumu hazirlamistir. Ussel gelisme devresinin baslangicindaki ve
sonundaki bakteri suspansiyonlarinin C. guinquefasciatus larvalarina
kars1 olan toksik aktivite seviyelerini tesbit etmistir. Toksik
aktivitenin {iissel gelismenin baglangic devresinde 30 defa, ge¢
devresinde ise 1000 defa arttif1 gozlemmistir. Arastiricilar, toksi-
sitedeki bu artigin bakterinin sporulasyonu ve bu olayla birlikte
yiirliyen parasporal toksin kristallerinin tegekkiilii ile ilgili oldu-
Bunu ileri surmiistiir. Bu goriislerini ispatlayabilmek icin ise
sporlari ve parasporal kristalleri sivrisinek larvalarina yedirmis
ve 15 dakika sonra larvalari elektron mikroskobunda inceleyerek
toksin kristallerinin larva bagirsaginda coziildiiginii gostermigtir.

Kalfon vd (1984) tarafindan, B. sphaericus 2297 susunun
sporulasyonu senkronize edilmis sivi kiiltiir ile calisilmistir. Buna
gore sporulasyon, gecikme (lag) fazindan 7 saat sonra baglamaktadir.
Kristal yapilar ise daha sonra ortaya ¢ikmakta (9. saat), son bliylk-~
likklerine ise 12-13 saat sonra ulagmaktadir. 22 saat sonra da spor/
kristal Kkompleksi serbest kalmakta ve besiyerine karismaktadir.
Arastiricilar 24 saat sonraki bakteri killturiinlin sadece vejetatif
hlicreler bulunduran daha genc¢ kiiltiire gore yaklasik olarak 100.000
defa daha fazla toksik ve bunun da parasporal kristallerin yapimi
ile ilgili oldugunu gostermigtir.
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Charles da (1986) B. sphaericus 2297 susunun sporulasyonu
ile toksik aktivitenin iliskili oldu@ww bildirmistir. Sporulasyonun
son devresindeki toksisitenin sporulasyonunun baslangi¢ devresinde-
kine gore 10.000 - 100.000 defa daha fazla oldugunu, bunun da toksin

kristallerinden ileri geldigini gostermistir.

1.3.4. Toksin sentezinin genetigi

Krych vd (1980), B. sphaericus suslari arasindaki DNA
homolojilerini arastirmak ic¢in B. sphaericus*un 62, Bacillus pas-
teurii'nin 4, Bacillus brevis’'in 6, Bacillus globisporus’un ve
Bacillus aminovorans’in 1 susunu incelemistir. Sonucta 5 farkli DNA
hmnoloji grubunun ortaya ¢iktig:i gortilmistir. Sivrisinek larvalarin-
da patojen oldugu bilinen biitin B. sphaericus suslarinin DNA homolo-
ji grubu IIA’ya girdikleri goriilmistiir. Bu sonuclar patojen B.
sphaericus suslarinda toksin sentezini determine eden homolog DNA

bolgelerinin varligini g"dstermelétedir.

Abe vd (1983), B. sphaericus’un farkli suglarindaki pla.i-—
midleri incelemisler ve plazmi;l tipleri ile larvasidal etki/arasinda
bir iliskinin olup olmadigini arastirmiglardir. Arastiricilar pato-
jen olmayan ve viriilensi deBisik 6 adet B. sphaericus susunda
plazmid tiplerini tayin etmisler ve patojenlikle plazmid bulunusu

veya tipleri arasinda herhangi bir iliski bulamamistir.

Genesan vd (1983) tarafindan B. sphéericus’un aktivitesini
kodlayan DNA segmenti, vekttr olarak pHV33 plazmidi kul lanilarak E.
coli'de klonlanmis ve E. coli hiicrelerinin larvasidal aktivite
kazandiklari goriilmiigtiir.

Louis vd de (1984), B. sphaericus’un biosidal genini prob
olarak kullanarak patojen olan ve olmayan suslarini homolog DNA
dizileri yoniinden incelemiglerdir. Patojen suglarin patojen olmayan-
lardan farkl:i olarak 6.6, 6.4, 5.8, 1.6, 1.3 ve 0.6 kB (kilo baz)’
1:k DNA dizilerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, hibridizasyon
kaliplar: yoniinden, viriilensi oldukca diigtik olan suglar ylksek virii-
lense sahip olanlardan kesin farkliliklar gistermislerdir.

Aragtirmalar bu prob ile incelenen B. thuringiensis’in iki susunun
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(var. berliner ve var. israelensis) homolog bolgeye sahip olmadigini

gostermistir. /

Mc Donald ve Burke (1984), B. subtilis’den izole ettikleri
pUB110 (neomisine direng¢ genlerini tasir) plazmidini ve pBC16
(tetrasikline direnc genlerini tasir) plazmidini B. sphaericus 1593
susuna aktarmistir. Arastiricilar B. sphaericus transformantlarindan
bazilarinin C. pipiens var. quinquefasciatus larvalarina karsi daha
fazla toksik hale geldigini tesbit etmisler ve B. sphaericus ile
yapilacak bundan sonraki genetik calismalarda bu iki plazmidin kul-.

lanilabilecegini ileri silirmiislerdir.

Bir baska c¢alismada da B. sphaericus 1593’in toksin geni
Anacystis nidulans’da '( Cyanobacterium) klonlanmig, fakat toksisite-
nin 100 defa daha diistik oldufu goriilmiistiir (Tandeau de Marsac vd
1987).

1.3.5. Bacillus sphaericus’un toksisitesini etkileyen faktorler

B. sphaericus’un larvélla.ra etkisini azaltan veya arttiran
simdiye kadar incelenmis olan faktorleri 3 ana grup halinde topla-
mak mimkiindiir: a)Bakteriden kaynaklanan faktorler. b) Konukgudan
kaynaklanan faktorler. c¢) Cevreden kaynaklanan faktorler.

a) Bakteriden kaynaklanan faktorler e

a.a. Bakteri sus farkinin etkisi: Yapilan bazi arastir-
malarla bakteri sus farkinin toksisiteyi etkileyen birinci derecede
faktor oldufunu gostermistir (Myers vd 1979, Davidson ve Myers
1981). Myers vd {(1979), C. pipiens quinguefasciatus’un ikinci devre-
deki larvalariyla yapt1k1'a.r1 denemede B. sphaericus 1393 susunun
SSII-1 susuna gore 3000 defa daha fazla toksik oldugunu tesbit et-
mislerdir. Davidson ve Myers (1981) tarafindan bazi B. sphaericus
suslarinin insektisidal aktiviteleri tzetlemmigtir (Tablo 1.3).

b. Konukc;udah kaynaklanan faktorler
b.a. Sivrisinek tiir farkinin etkisi: Ramoska wve Pacey
(1979), C. quinquefasciatus larvalarinin Anopheles albimanus larva-
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larina nazaran B. sphaericus’a karsi ¢ok daha fazla duyarl:i oldukla-
rin1 gostermislerdir. Lacey ve Singer de (1982), sivrisinek tiir
farkinin toksisite iizerine etkisini gosterebilmek i¢in B. sphaeri-
cus'un 2013-4 ve 2013-6 numarali suslarini kullammiglardir. Bulunan
somuclar Tablo 1.4°de gosterilmistir (Davidson 1982b). Tablo 1.4.
incelendiginde Culex, Anopheles ve Psorophora tiirlerinin Aedes

tiirlerine nazaran daha fazla duyarl: oldugu goriiliir.

Tablo 1.3. Bazi Bacillus sphaericus Suglarinin
insektisidal Aktiviteleri

Sus LC50 (cfu/ml)!
1593 ‘ 2.5x102
2013-4 - 5.6x102
1691 2.4x102
MR4 (=2297) 6.5x10¢
SSIi-1 2.5x108
1404-9248B 5.7x10%
1888 , 5.5x108
Kellen Q 1.9x10%
7054 Patojen defil
717 " 0
14577 : \ "
10208 @ i
9602 ‘ g '

1: C. quinquefasciatus larvalarinin %50°’sini
Oldiirmek ic¢in sivrineklere verilmesi gereken bakteri
dozu (ml'deki koloni olusturan birim sayisi) ‘

Tablo 1.4. Bacillus sphaericus 2013-4 ve 2013-6
Preparatlarinin Farkli Sivrisinek
Tiirlerine Etkileri.

Sivrisinek Tiirii LC50(ppb) !
Culex quinquefasciatus 1.52
Anopheles albimanus 18.72
Anopheles quadrimaculatus 52.73
Aedes triseriatus 94.13
Psorophora columbiae 4.63

13 Liyofilize bakteri dozu {(milyarda 1 kisim).
2: 2013-4 ve 2013-6 suslarinin etkileri aynidir.
3: Sadece 2013-4 susu test edilmistir.
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b.b. Larva devresinin etkisi: Tsuchiyama (1980), B. sph-
ericus SC1713 susunu C. pipiens’in farkli devrelerdeki larvalarina
karsi denemis ve larva yasindaki artisla LC50 deferinin arttigini,
yani larvalarin bir miktar diren¢ kazandiklarini tesbit etmistir.
Birinei, ikinci-ii¢lincli ve dordiincii devredeki sivrisinek larvalari
icin tesbit edilen LC50 degerleri (hiicre/ml) sirasiyla 2.3x10% -
2.0x105, 4.8x1-% ~ 5.2x10% ve 1.5x106 - 1.,0x107 olarak bulunmustur.
Wraight vd de (1981a), laboratuvarda {iretilen ve araziden toplanan
C. pipiens pipiens larvalarina karsi B. sphaericus 1593 susunu dene-
mislerdir. Laboratuvarda iiretilen larvalarin yaglarindaki artis ile
‘L050,de§erleri degismemistir. Buna karsilik araziden toplanan larva-
lardaki yas artisi ile B. spheéricus’m etkisi azalmistir. Arastiri-
cilar, bu farkliligin arazi ve laboratuvar sartlar:i arasindaki
fiziksel ve kimyasal faktorlerin meydana getirdigi metabolik ve ana-
tomik farkliliklardan ileri gelebilecegini ileri siirmiislerdir.

c. Cevreden kaynaklanan faktorler

c.a. Direkt gines 15181 ve UV'nin etkisi: Myers vd (1979)
UV'nin ve kloroform musmelesinin B. sphaericus’un (SSII-1 sysu) tok-
sisitesini de@istirmedigi halde bakteri hiicrelerini &ldiirdigtnii
tesbit etmiglerdir. Yapilan difer bir caligmada ise UV 1sigina be-
lirli siireler maruz birakilan B. sphaericus sporlari C. quinquefas-
ciatus’un ikineci devredeki larvalarina karsgi denemmigtir. (Burﬁe
1983). Bu aragtirmada bakterinin hem larvasidal etkisi ve hem de
spor canliligh inc-elenmistir. 10.800 J/M2?1ik UV 1s181na maruz bira-
kilan kiiltiirlerdeki canli spor sayisi 7.5 dakika sonra 3.7x107 spor/
ml  yogunluktan 104 yogunluguna diismiistiir. 4 saat sonra ise ml’deki
canli spor sayisi 50°'nin altina diismiistiir. Sonucta, UV 1s181n bakte-
ri sporlarinin canlilifini azalttigi halde toksik aktivitesini etki-
lemedigi goriilmiigtiir. Mulligan vd (1980) direkt gines 1si1ginin B.
sphaericus’un toksik aktivitesini yok ettiini tesbit etmiglerdir.

c.b. Besin ve difer faktorler: Ramoska ve Pacey (1979),
larvalara verilen besin miktar: ile B. sphaericus’un toksik aktivi-
tesinin ters bir iligki gosterdigini tesbit etinislerdir. Tsuchiyama
(i980)’da B. sphaericus SC1717 susu ile caligmig ve C. pipiens lar-
valari besinsiz birakildiklari zaman LC50 deferinin diigtiiglinii gozle-
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miglerdir. ‘Fement‘drde yapilan diger calismalarda da besiyerine
verileh havadaki oksijen gazi oraninin %100°’e yikkseltilmesi durumun-~
da B. sphaericus 1593 sporulasyonunun ileri bir devrede bloke
edildigi, buna karsilik toksin sentezinin etkilenmedigi goriilmiistiir
{Yousten vd 1984a, 1984b). Goldberg vd (1977)’de mikrobiyal floranin
B. sphaericus SSII-1 susunun C. pipiens’e olan toksik aktivitesini

etkiledigini bildirmiglerdir.

c.c. Besiyerinin etkisi: Menon vd (1982a), farkli besi-

yerlerinde gelistirilen B. sphaericus ISPCS5 susunun C. fatigans’in

ikinci devredeki larvalarina karsi etkisini incelemigler ve Tablo
1.5.'deki deferleri bulmuslardir. Besiyerleri Kkarsilagtirildiginda,
en uygun besiyerinin NB ve NBM oldugu gbriiliir.

Myers vd ise (1979), B. sphaericus ile yaptiklari deneyde
NYSM {MNutrient Broth + Yeast Extract + Salts Medium)’dan Cat?,
Mg+t ve Mntt iyonlari Qlkarlldlgl zaman sporulasyonda disiis ve buna
bagl: olarak da 1C50 (cfu/ml) ciozunda arti1s bulmuslardir. ml’deki
spor sayisil 7x107'den 1.4x10‘3’e diiserken LC50 dozu 1.5x10%°'den

3.3x10%%e yikkselmistir. |

Tablo 1.5. Besiyerlerinin B. spaericus ISPC5’in Toksisitesi
: Uzerine Etkisi

Bakteri Kiil tiiriintin LC50 (x 104 cfu/ml)
Yag1i . (saat)

NB NBM YEGPB BHIB

21 2.58 9.17 45.50 62.90
24 2.28 7.52 61.60 109.00
27 2.12 5.68 70.60 80.80
30 1.66 1.89 52.80 85.20
48 - - 2.03 2.58
54 - - - 17.00
72 - - - 19.50

NB : Nutrient Broth

YEGPB: Yeast Extract + Glukoz + Phospate Broth

NEBM : Nutrient Broth + %3 Molasses

BHIB : Brain Heart Infusion Broth
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Dharmsthiti vd (1985), B. sphaerfcus’un kiiltiirti icin H'\7
adinda yeni bir besiyerini tavsiye etmiglerdir. Bu arastiricilar H7
besiyerinin B. sphaericus’un fermentasyonu icin daha once kullanilan
NYSM besiyerine nazaran daha uygun oldugunu ileri slirmlislerdir. % 7
oraninda HDL (Monosodyum glutamat faktoriinden elde edilen hidrolize
¢bzelti) iceren H7 besiyeri NYSM besiyerine gore; 1) Daha ucuza mal
edilmekte (10 litre besiyeri i¢cin 0.03 Dolar’a karsilik 11.67
Dolar), 2) B. sphaericus’un gelismesini ve yeteri dlizeyde toksik
aktivite kazanmasini temin etmekte, 3) Daha kolay hazirlanabilmekte-

dir.

c.d. Sicakligin etkisi: Wraight vd (1978), B. sphaericus
SSII-1 susunun farkli sicakliklarda Aedes stimulans larvalarina
kars: etkisini incelemislerdir. Arastiricilar 27°C’deki LC50 dozunu
7.23x10% hiicre/ml bulurlarken, 15-18°C'de bu dozun 4 misli arttigin:
tesbit etmislerdir. LC95 degerleri (larvalarinin % 95°’ini Oldiirmek
icin gerekli olan ml’deki spor/hiicre sayis1) kargilastirildiginda
ise, 15-18°C’deki LC95 dozu 27°C*dekine gore 5.8 misli artm1$t1f.
Wraight vd (1981b), B. sphaericus 1593’iin araziden toplanan Ae. sti-
mulans larvalarina karsl toksik etkisinin sicakligin diigiiriilgnesi ile
onemli Olclide azaldigini tesbit etmisler ve B. sphaericus’un daha
ziyade 1liman bolgelerde uygularmasi gerektigini ileri siirmiislerdir.

c.e. pH'in etkisi: Mulligan vd (1980), B. sphaericus’un
‘Stauffer MW-716 nolu toz preparatini kullanarak defisik pH derece-
lerinin bakterinin toksik aktivitesi iizerine etkisini incelemigler-
dir. pH 10.00'a tamponlandifi zamen toksik aktivitenin ortadan
kalktigi gozlemmigtir. Bunun. i¢in C. quinquef‘asc}atus’m ikinei -
ticlincii devredeki larvalarini kullanmiglardir. Yousten vd de (1984a)
fermentordeki pH’in notral tutulmasi durumunda ise B. sphaericus
1593iin »toksik aktivitesinde 10 katlik bir artisin elde edildigini

bildirmislerdir.

~ 1.4. Bacillus sphaericus’un Formulasyonu ve Arazi Denemeleri

B. sphaericus’un toz preparat haline getirilmesi ve arazi
denemeleri oldukca yenidir. B. sphaericus’un formulasyonuna ilk ola-
rak 1985 yi1linda basglanmistir (Mulla 1986). B. sphaericus'un 1593
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susu kullanilarak Pasteur Enstitiislindeki Biyolojik Miicadele labora-
tuvarinda RB80 kodlu bir preparat iiretilmis, daha sonra da B. spha-
ericus 2297 susundan RB80’e gore daha etkili oldugu bildirilen SPHS4
preparat1 ayn:i laboratuvarda tiretilmistir (Thiery 1986).

Mulligan vd (1978),B, sphaericus 1593 susunun, Kern County’-
deki C.tersalis populasyommnu arazi sartlarinda gayet iyi bir sekil-
de kontrol ettigini gbrmiistiir. Bu kiiltirden WP adli bir preparat
gelistirilmistir. Laboratuvarda 1iyi sonuglar alinmasina ragmen,
arazi denemelerinde Aedes tlirleri ile beklenen sonuglar alinamamig-
tir. Ayni calismada 5x10¢ spor/ml konsantrasyonda bile sivrisinek--
lerle biyolojik miicadelede kullanilan Gambusia affinis affinis

(Baird and Girard) baliklarinin zarar gormedigi rapor edilmistir.

Mulla (1986), B. thuringiensis var. israelensis'in 0.11-0.5
kg/hektarlik dozlarinin Culex, Aedes ve Psorophora larvalarini %95 -~
100 oraninda kontrol ettigini gozlemistir. B. sphaericus’un ise
Culex larvalarina karsi daha yiiksek bir etkiye sahip oldugu ve 0.1 .-
0.2 kg/hektarlik uygulamalarin larva populasyonunu %95-100 oraninda
kontrol ettigi bulunmustur. Arastirici, arazi deneme sonug¢larini
veya uygulanmasi gereken dozu"sivrisinek tir farkinin, suyun akis-
kanliginin, su derinliginin, kirliliginin, bitki florasinin ve

bakteri dofal zararlilarinin etkiledigini ileri stirmiistiir.

Davidson wvd (1984) tarafindan B. sphaericus 1593 ve 236‘2
suslarindan hazirlanan toz preparatlar C. tersalis ve Anophe1e§
franciscanus larvalarina kars1 arazide uygulanmistir. C. tersalis’in
en iyi kontrolu 0.122 ve 0.244 kg/hektar dozunda ortaya ¢ikmistir.
B. sphaericus sporlari hizli bir sekilde dip camuruna c¢Okmektedir.
Bu arastirmada, B. sphaericus'un hem laboratuvarda ve hem de arazi
kosullarinda 61ii larvalarda iiredigi ve spor sayisinda 100-1000 de-
falik artislarin oldugu tesbit edilmistir.

Becker ve Metz (1986), Bati Almanya’da 60’dan fazla kasaba
ve yerlesim yerinde sivrisineklerin kontrolu i¢in B. thuringiensis
(H14)’in yaninda B. sphaericus 2362 susunun da uygulandigini bildir-
mektedirler. .
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Nicolas (1986), Bati Afrika’daki Ivory kiyisinda €. quingu- .
efasciatus larvalarina karsi B. sphaericus 2362°'nin bir preparatini
10 gr/m? yogunlugunda uygulamigtir. 5-6 hafta igerisinde larva popu-
lasyonu % 100 azalmistir. Sporlarin 6 saat igerisinde biitiin su yilize-
yine yay1ldig1 gozlenmistir. B. sphaericus sporlarinin Glii larvalar-
da tiredigi ve 72 saat igerisinde larva basina 104 - 10% spor

olusturdufu bulunmustur.

1.5. Amag
Bundan o©nceki aciklamalardan da anlasilacagi {iizere, B.

sphaericus’un sivrisineklerle biyolojik miicadelede kullanilmaya aday
bir mikroorganizma oldugu goriilmektedir. Bu konudaki c¢alismalara
iilkemizde yeni baslanmistir. Kimyasal insektisitlerin neden oldugu
bircok wyan etki gbzoniinde tutularak biyolojik miicadelede kullanima
aday olan B. sphaericus tez konusu olarak sec¢ilmigtir. Bu tezin
amaci, iilkemizi mimkin oldugu kadar bu bakteri yoniinden taramsk,
elde edilen patojen izolatlara Héynelminel B. sphaericus suslari ile
basta viriilens olmak lizere bircok yonden karsilagtirmaktir.
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2. MATFRYAL VE METODLAR

2.1. Materyaller
2.1.1. Bacillus sphaericus’un izolasyonu icin incelenen brnekler

1984 - 1987 yillari arasinda Tirkiye’nin 11 ilindeki defi-
sik sivrisinek habitatlarindan toplanarak incelenen toplam 85 adet
toprak, dip c¢amuru, su, sivrisinek larvasi, karasinek ve c¢ekirge

ornekleri Tablo 2.1.'de verilmistir.

2.1.2. Biyoesseylerde ve diger calismalarda kontrol olarak kullani-
lan bakteriler

B. spaericus’wn 1593, SSII-1, 2297 ve 2362 suslari E.W.
Davidson’dan; B.sphaericus’un 2362 susu ile B. thuringiensis var.
israelensis, B. thuringiensis 74E-37-14, B. thuringiensis 73E~10~16
Ser: 10 ve B. thuringiensis kyushiensis Ser: 11a, 1le A.A. Yousten!’
den temin edilmistir. Salmonella typhi ise Refik Saydam Hifzissihha
Arastirma Enstitiisii’nden (Ankara) temin edilmigtir.

2.1.3. Biyoesseylerde kullanilan sivrisinek larvalari

Degisik tarihlerde yapilen biyoesseyler icin degisik bolge-
lerden toplanan larvalar kullanilmistir. Ankara’da yapilan biyoeé-
seyler icin Eymir gdliinden, Gokova’da yapilan biyoesseyler igin
Gokova’dan , Izmir’de yapilan biyoesseyler icin Bostanli ve Aydin'~——
dan toplanan Culex sp. _lérvalan kullanilmigtir. izolatlarin
viriilenslerini tesbit etmek ig¢in yapilan biyoesseylerde ise Selcuk-
Belevi’den (izmir) toplanan ikinci-liclincli devredeki Culex sp. lar-
valari kullanilmistir. Virginia Polytechnic Institute and State
University, Department of Biology’de yapilan biyoesseylerde ise Dr.
A.A.Yousten'in laboratuvarinda kiiltirine devam edilen ikinci dev-
redeki C. gquinquefasciatus larvalari kullanilmigtir.

1: A.A. Yousten, Virginia Polytechnic Institute and State Univ.
Department of Biology, Blacksburg, Virginia
24061-0406 U.S.A.
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Tablo 2.1. B. sphaericus’*un Izolasyonu icin incelenen Ornekler

Toplandig: Bolgeler

Ornek No Toplandig1 Yer Ornek
1 .Dogankent drenaj kanali-1 (ADANA) | Sivrisinek larvas:
2 n " " 2 " 11t 1"
3 Ali Korkmazoglu Ciftligi " " "
4 Misis drenaj kanali " " "
5 Dogankent drenaj kanali-1 " Su
6 "t " " _2 " 1"
7 Ali Korkmazoglu ciftligi " "
8 { Misis drenaj Kkanali " "
9 Splakli drenaj kanali " "
10 Dogankent -1 " Toprak
11 Dogankent -2 "
12 Ali Korkmazoglu Ciftlig " "
13 Solakli " "
14 incirlik " "
15 { Misis " ]
16 Yiizbag1 Koyl o G
17 Cine - Karpuzlu - GOl {AYDIN) @
18 1 f in [ Dip ¢amuru
19 " o S P Oli karinca
20 G 5 4 " UOlii cekirge
21 Tepecik W Toprak
22 | incirliova & Toprak-1
23 " 14 1" _2 l:
24 ”n ”n 17" _3
25 o " " o_4
26 n " " _5
27 Kogarli - Gol " Toprak-1 .
28 " " " Toprak-2 .
29 " S . " Toprak-3
30 B.Menderes Kenari-Golet 1 " Dip camuru
31 1" " " 2 " 1® 7"
32 " 7" ” 3 " " "
33 Li] " " 4 " " "
34 " " 7 5 ” " "
35 Cestepe-Kanal Kenar: " " "
36 | Kugadasi-Davutlar-Bataklik Dip camuru-1
37 1"t " " " ki 1" _2
38 " " " " " 1" _3
39 " " " " Olii karinca
40 " " " ” Sll
41 " " " " Sivrisinek larvasi
42 { Mogan Golii {ANKARA) Dip camuru
43 | Eymir Golii " " " -1
44 " " " " " _2
45 7 " " " " _3
46 1" " " 1" " _4
47 ”n " " " " '_5
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Ornek No Toplandig1 Yer Ornek
48 Yed1g'ol ler-Deringsl {BOLU) Dip camuru
49 ~Sazl1 gol " " "
50 " -Nazl1 gb 1 " " "
51 " ~ince g6l " " "
59 " -Biiyiik gol " " " -1
53 " ” 1" ” " _2
54 Ayvalik-Tuzla { iZMIiR) Toprak
55 Bostanli " D1p ¢amuru-1
56 1" " " -2
57 " 11 " ”" _3
58 " " 1" 7" _4
59 " "* 1" 1" _5'
60 " " " " -8
61 " " " " -7
62 & " Sivrisinek larvasi
63 Sel(;uk—Belev1 —Gbl o D1p camuru-1 :
64 1" 1" " _2
65 ” 1" 1" 1" " ‘ _3
66 L1} " " 1" 7" _4
67 " " " " " -5
68 7" 11 1" 3] " : _6
69 Menemen-Kes 1kkoy—(}elt1k tri. " Dip camuru-1
70 ” " " " _2
71 Karacoral: deres i {KASTAMONU) Toprak-1
72 " " ., _2
73 Yesi lhlsar-()va(; iftlik  (KAYSERI) | Topra.k
74 —|-Milas-Batakl 1k (MUGLA) - [ —Su
75 " " D1p camuru-1
76 " 11" 1" " _2
77 1" " 1" " " _3
78 1" " 1" ¥t 1" _4
79 n n 1" " - " _,5
80 Bor-Klavuz (NiGDE) Toprak
81 Cepni {S1iVAS) "
82 Gemerek " Toprak-1
83 1" " ” _2
84 Bogazliyan (YOZGAT) Toprak-1
85 " ) " " -9
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2.1.4. Antiserumlarin hazirlanmasinda kullanilan tavsanlar

B. sphaericus’un 1593, 2297 ve 2362 numarali suslarina
karsi antiserumlarin hazirlanmasinda her sus i¢in ikiger adet olmak
tizere 3.0-3.5 kg agirlifinda, sa@likli, beyaz renkli ve erkek Yeni
Zelanda tavsanlar: kullanilmigtir. Tavsanlar, Refik Saydam Hifzis-
sihha Arastirma Enstitiisii’niin Ankara’daki Serum Uretim Ciftliginden

temin edilmistir.

2.2, Metodlar

2.2.1. Bacillus sphaericus’un izolasyonu (Bu bGlimde adi gegcen be-~

siyerleri ve hazirlaniglar: Ek-A’da sunulmustur)

B. sphaericus suslarinin toprak, dip camuru, su, sivrisinek
larvas: ve differ canlilardan izolasyonunda E.W. Davidson’dan temin
edilen (E.W. Davidson 1985, yazili goriisme) izolasyon metodu kulla-

nilmistir.

2.2.1.1. Bacillus sphaericus’un toprak ve dip camurundan izolasyonu
i

1. Ornekten 1 gr tartilms,

2. Steril bir tip icerisine konarak 1 ml steril damitik su
ile siispanse edilmis, ' .

3. 80°C’1lik su banyosunda 12 dakika bekletilerek pastorize
edilmis, ~

4. Bu slspansiyondan steril bir pipetle 0.1 ml alinarak 100
ml’1ik erlemmayer icerisinde bulunan 20 ml NYSM Broth’a
{Myers ve Yousten 1978) inokule edilmisg,

5. Erlenmayerdeki besiyeri 28°C’de 150-200 devir/dakikada 48
saat calkalanarak inkiibe edilmis,

6. Inkilbasyondan sonra bu siispansiyondan spor boyama yapil-
mis {Bdlim 2.2.2.1'de aclklandlg‘l sekilde) ve immersiyon
objektifi ile (100x) incelemmistir. Terminal, siskinlik
yapan sporangiyumlar icerisinde yu%a.rlak sporlar bulun-
duran B. sphaericus hlicrelerinin  bulunup bulumadigina
bakilmsgtir.
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7. Bu tip kiiltlirlerden steril bir tiip icerisine 1 ml alin-
mis ve 80°C’de 12 dakika silire ile tekrar pastorize
edilmistir.

8. Bu nummeler baget yardimiyla NYST (Yousten vd 1982) veya
BATS (Yousten vd 1985) secici besiyeri ylizeyine yay11ﬁ1$
ve 28-30°C'de 24-48 saat siire ile inkilbe edilmistir.

9. Yuvarlak, sarims: kahverengi ve krater merkezli koloni-
ler isaretlenerek koloninin yarisindan alinan Ornekte
spor boyama yapilmis ve immersiyon objektifi ile incelen-
migtir. Tipik B. sphaericus morfolojisi gbsteren koloni-
lerin geri kalan yarisi ise yatik NA (Nutrient Agar)
besiyerlerine alinarak 28-30°C’de 48 saat gelistirilmis-
tir.

10. Bu kiiltiirler daha sonra ikinci-iiglincli devredeki Culex sp.
larvalarina karsi denenmiglerdir. Insektisidal aktivite
gosteren kiiltiirler NYST veya BATS besiyerine c¢izgi ekim
metodu ile ekilerek tekrar saflagtirilmistir.

2.2.1.2. Bacillus sphaericus’un sudan izolasyonu

B. sphaericus suslarinin izolasyommda baglica iki yol
kullanilmis olup, alinan su ornekleri hem pastorize edildikten sonra
hem de pastvrize edilmeden isleme tabi tutulmustur. izolasyon i¢in
Bolim 2.2.1.1°de aciklanan metod kullanilmigtir.

2.2.1.3. Bacillus sphaericus’un sivrisinek larvasi ve diger canli-

lardan izolasyonu

~ Incelenecek olan canlilar % 70°'1ik etil alkolde 15-30 saniye
bekletildikten sonra steril damitik su ile iyice yikanmis ve daha
sonra steril damitik su icerisinde ezilerek siispanse edilmistir. Bu
siispansiyondan hem NYST veya BATS besiyerine ¢izgi ekim yapilms,
hem de pastirize edilerek veya etmeden Bolim 2.2.1.1'de aciklandigi
sekilde izolasyonlar yapilmistir.

2.2.2. Bacillus sphaericus izolatlarinin karakterizasyonu ig¢in yapi-

lan incelemeler
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2.2.2.1. Morfolojik incelemeler (Bu kisimda adi gegen besiyerlerinin
ve dig*er' suspansiyonlarin kompozisyonlari ve hazirlaniglari

Ek-B’de sunulmustur)

Gram boyama: Bu boyama igslemi Preston ve Morrel (1962)
tarafindan Lillie’den modifiye edilerek gelistirilen metoda gbre
yapilmistir (Cowan ve Stell 1966). Gram boyama sirasiyla su sekilde
yvapilir:

1. Temiz bir lam lizerine 12-18 saatlik bakteri Kkiil tiirtinden
siirtilmiis, havada kurutulmus ve 2-3 kez alevden gecirilerek fikse
edilmig, ‘

2. Preparat {izerine amonyum oksalat + kristal viyole
solusyonundan dokiilmiis ve 0.5 dakika boyanmis,

3. Boya dokiilmiis ve preparat iizerine lugol solusyonu ildve
edilerek 30 saniye beklenmis,

4. Aseton + iyot solusyonu ile yikanmig,

5. Bunu takiben damitik su ile yikammig,

6. 30 saniye karbol-fuksin boyasi1 ile boyanmis,

7. Damitik su ile yikanmis ve havada kurutulmus,

8. Immersiyon objektifi ile incelemmigtir.

9. Mor renkte goriilen bakteriler Gram (+), kirmizi é"driilen-

ler ise Gram (-) olarak deferlendirilmistir.

Spor boyama: Spor boyama islemi Kosker ve Calkmakci’ya  gore
(1983) yaprlmigtir. . o

2.2.2.2. Biyokimyasal ve kiiltiirel incelemeler

B. sphaericus’un karakterizasyonunda temel olan biyokimya-
sal testlerin yapilislari agagida verilmistir. Bu testlerin yapilma-
sinda Cowan ve Stell (1966), Harrigan ve McCance (1966), Kosker ve
Cakmak¢1l (1983) ve Tamer vd (1986) tarafindan hazirlanan laboratuvar
metodlarindan yararlamilmistir. Testler asafidaki sekilde yapilmisg
ve deferlendirilmistir (Bu kisimda gegen besiyeri ve ayraglarin
kompozisyonlar: ile hazirlanigslari Ek-A ve B'de sumulmustur.

Zar tegekkiilli: Tiiplerde bulunan 6-7 ml NB besiyerine bir Oze
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gozii bakteri inokule edilmig, 28-30°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve
yﬁzeyde zar tesekkiil edip etmedigine bakilmistir.

Jelatinin hidrolizi: Tuplerde dik vaziyette katilastirilms
olan Nutrient Jelatin besiyerine ok wuglu igne ile bakteri
besiyerinin tam ortasina inokule edilerek 28-30°C’de 48-72 saat
inkilbbe edilir. Daha sonra besiyerleri soguk odaya alinarak inceleme
yapilmistir. Efer jelatin bakteri tarafindan hidrolize edilmigse
besiyeri sivi halde kalir, parcalanmamigsa katilasir. Bu deney yapi-
lirken bir adet de bakteri inokule edilmemis j:elatinli besiyeri

kontrol olarak birakilmistir.

Nisastanin hidrolizi: Petri kutularinda bulunan Nisasta Agar
besiyerine bakteri | kiiltiirtinden c¢izgi ekim yoluyla inokulasyonlar
yapilmistir. 28-30°C’de 48 saat inkibe edilmistir. Inkilbbasyondan
sonra, petri kutusundaki besiyerinin tim ylizeyini kapliyacak sekilde
lugol solusyonu dokiiltir. Efer bakteri nisastay: parcalamigsa bakteri
kolonilerinin etrafinda acik bir zon kalir, bakterinin gelismedigi
bolgeler ise maviye boyanir. Bunun tersine, bakteri nigsastayi parca-

lamamigsa besiyerinin her tarafi maviye boyanir.

Karbohidratlarin parcalammasi testi: i¢lerinde Brc;In Timol
Mavisi indikatorii, diirham tupleri ve farkli gekerler bulunan tipteki
peptonlu su besiyerlerine birer bze gozii bakteri inokule edilir ve
28-30°C*'de 48-72 saat inkibe edilir. Efer inckule edilen bakteri
besiyerindeki sekeri kullanip asit meydana getirmigse besiyerinin
rengi Ordek basi yesilden sariya doner. Asit meydana getimisée
besiyerinin rengi degismeden kalir. Efer bakteri gaz meydana getir-
migse diirham tiplerinin taban kisminda gaz birikimi olur. Bu testte
B. sphaericus’un karakterizasyonu i¢in tnemli olan 15 farkli sgeker
kullanilmistir.

Hidrojen siilfiir tegekkiilii: Bu test ic¢in Kligler Demirli Agar
(Oxoid 1td) besiyeri kullanilmistir. Uze ile alinan bakteri kiitlesi
tiipteki yatik besiyerinin ylizeyine ve egilmemis kismin tam ortasina
batirilarak inokule edilir. 28-30°C’de 48-72 saat inkilbbe edilir..
Eger inokule edilen bakteri H:S meydana getirmisse olugsan FeS’den
dolay:i besiyerinde bir siyahlasma meydana gelecektir.
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Katalaz testi: Bu test i¢in lam metodu kullanilmistir. NA’da
gelismis olan 24 saatlik bakteri kiiltiiriinden 1 oze dolusu bakteri
alinir ve lam lizerine konur. Bunun lizerine % 3°'liik H:02’den 2-3
damla konur ve Oze ile karistirilir. Gaz kabarciklarinin ¢ikmasi
H:0:'in parcalandigini ve Oz gazinin meydana geldigini gosterir.

Sitrat testi: Bu test icin Simon Sitrat Agar (Oxoid 1td)
besiyeri kullanilmistir. Tiiplerdeki yatik besiyerine bir tze dolusu
bakteri dipten yukari dogru ¢ekilerek yiizeye inokule edilir. Daha
sonra, 28-30°C'de 48-72 saat inkilbe edilir. EZer inokule edilen
bakteri besiyerindeki sitrati kullanmissa besiyerinin rengi yesilden

maviye doner.

indol testi: Tiiplerdeki Triptofanli Nutrient Broth besiye-
rine bir ©ze dolusu bakteri inokule edilir ve 28-30°C’de 24 saat
gelistirilir. Bunun tizerine 0.5 ml Kowacs ayrac: konur ve 1 dakika
sonra incelenir. Ayracin bulmdugu fazda kirmizi bir rengin meydana

gelmesi triptofandan indoliin olu§tu§1mu gosterir.

Metil kirmizisi testi: Glukoz-Fosfat besiyerine 1 Gze gﬁiii
dolusu bakteri inokule edilir ve 28-30°C’de 24 saat inkilbe edilir.
Bumum iizerine 2-3 damla metil kirmizisi ayraci iléve edilir, karis-
tirilir ve incelenir. Kirmizi rengin meydana gelmesi durumunda
(besiyerinin pH'1 diismistiir) test (+) olarak degerlendirilir.

Voges-Proskauer testi: Voges-Proskauer testi Barritt metodu-‘
na gore yapllmlstlr (Cowan ve Steel 1966). mwg%;'e,’ Vélrﬁkoz Fosfat
besiyerinde 24 saat gelistirilmis olan bakteri kiiltiirii iizerine
o-naftol solusyonundan 0.6 ml ve % 40°11k KOH’den 0.2 ml ilave edi-
lir, calkalanir ve 15 dakika ile 1 saat sonra incelenir. Koyu
kirmiz1i bir rengin meydana gelmesi durumumnda test (+) olarak deger-
lendirilir ve glukozdan asetil metil karbinol’un olustugunu goste-
rir.

Plazma koagulaz testi: Bu test tiipte yapilmigtir. Bunun
-i¢in, seyreltilmemis steril plazmadan 0.5 ml alinir ve bunun iizerine
28-30°C’de 24 saat NB'da iiretilmis olan bakteri kiiltiirtinden 0.5 ml
ilave edilir ve 28-30°C’ye konarak 1-4 saat boyunca gozlenir. Plaz-
mada koagulasyon meydana geliyorsa test (+); gelmiyorsa (-) olarak

degerlendirilir.,
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Hemol iz deneyi: Petrilerdeki kanli NA besiyerlerine tek
koloni diisiirecek sekilde oze ile bakteri ekimleri yapilir. 28-30°C?
de 24-48 saat siire ile inkiibe edilir. Efer bakteri kolonilerinin
etrafinda sarimsi - yesil zonlar meydana gelmisse «-hemoliz, tamamen
acik zonlar meydana gelmisse B8-hemoliz olarak degerlendirilir. Her-
“hangi bir zon meydana gelmemisse {-) olarak deferlendirilir.

2.2.3. Biyoesseylerin yapilisi

Bu arastirmada iki farkli amac¢ igin biyoesseyler yapilmis-
tir. Bunlardan birincisi, uygulanan izolasyon metodu geregince B.
sphaericis izolatlarinin patojen olup olmadiklarini anlamak igin
yvapilandir. ikincisi ise elde edilen izolatlarin viriilenslerini
tayin etmek i¢in yapilandir.
2.2.3.1. jzolatlarin patojenliklerini anlamak icin yapilan biyoes-

seyler

1. Sterilize edilmis 100 ml’lik beher veya 200 ml’lik
plastik kaplar igerisine steril cesme suyumdan 45 ml konur.

2. Her kapta 25-30 adet olacak sekilde ikinci-iicﬁncd devre-
deki Culex sp. larvalari kornur ve larvalarin beslemmesi ic¢in spa-
tiille az miktarda siit tozu ilave edilir. '

3. Test edilecek olan bakteri izolat1 NYSM Agar besiyerine
daha onceden ekilerek 48-72 saat siire ile gelistirilir. .

4. Bakteriler steril damitik su ile besiyeri yiizeyindeh
yikanarak bakteri siispansiyonu hazirlanir (>101°hiicre/ml).

5. Bakteri silispansiyonundan steril bir pipetle 5 ml alinir
ve sivrisinek larvalarinin bulundufu kaplara inckule edilir.

6. 28-30°C’1lik etiive konarak 48 saate kadar incelenir.

7. Oli ve canl1 larvalar sayilarak 6lim %’leri hesaplanir.

Bu islemler esnasinda kontrol olarak bakteri inokule edil-
memisg larvalar ve B. sphaericus 1593 inokule edilmis larvalar da

kullanilmigtir.
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2.2.3.2. izolatlarin viriilenslerini tayin etmek ic¢in yapilan biyo-

esseyler

Bu biyoesseyler Tiirkiye’de yapilan ve A.B.D.'nde yapilan
seklinde ikiye ayirabilir. '

a. Tirkiye’de yapilan biyoesseyler: Deneyler 4 tekerriirli
olarak yiiriitiilnrds ve izolatlarin virlilensleri % 6lim olarak hesap-
lanmistir. Bu iglemler sirasiyla asagidaki sekilde yapilmistir:

inokulumlarin hazirlanisi: On biyoesseyler sonucunda patojen

oldugu tesbit edilen 27, 28, 29, -31 ve 34 numarali yerli izolatlar-‘

la birlikte karsilastirma i¢in kullanilacak olan B. sphericus 1593
ve SSII-1 suslari NYSM Agar pleytlerine ekilmis ve 28-30°C’de 48
saat gelistirilmistir. Daha sonra bakteriler steril damitik su ile
siispanse edilmig wve 101! cfu/ml yogumlugunda stok stispansiyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan bu inockulumlar + 4°C’ye konmus ve zaman

gecirmeden sivrisinek larvalarina uygularmigtir.

Bicessey kaplarinin }mzr;'lanlglz Bioesseyler i¢in 200 ml’lik
plastik Kkaplar kallanilmistir. Kaplar % 70’1ik etil alkolden geci-
rildikten sonra steril cesme suyu ile y1kamn1$lard1r. 3 farkli dozda
qygulama yvap1ilacagindan birinci doz i¢in kullanilacak kaplar!’a. 45°%er
ml, ikinci ve liclincii dozlar i¢in kullanilacak kaplara ise 49.5 ml
steril c¢esme suyu konmustur. Bu kaplara daha sonra 25-30°ar adet
ikinci-iciinci devredeki Culex sp. larvasi konmustur. Larvalara besin

olarak taze siit tozu verilmistir.

Larvalara bakteri slispansiyonlarinin wveriligi: 10!!cfu/ml
yogunluktaki bakteri stok slispansiyondan 5 ml alinarak 45'er ml’lik
biyoessey kaplarina ilave edilmigtir. Bu sgekilde . 10t%cfu/ml’lik
birinci doz elde edilmisgtir. Bu defa birinci dozdan 0.5 ml alinarak
49.5 ml’'lik kaplara ilave edilmig ve 10%cfus/ml’lik ikinci doz elde
edilmigtir. Ayni sekilde‘ ikinei dozdan 0.5 ml alinarak 49.5 ml’lik
diger kaplara ilave edilmis ve 108cfu/ml’lik liglincii doz elde edil-

migtir,

Biyoessey gartlari ve sonuglarin deerlendirilmesi: Bakteri
inokule edilmis biyoessey kaplari 28-30°C’lik etiive yerlestirilmis-
tir. Devamli gozlemler yapilarak 24 ve 48 saat sonraki % Olim deger-
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leri hesaplanmistir. Sonuclarin deferlendirilmesinde Varyans Analizi

ve Duncan testi kullanilmigtir.

b. A.B.D.’nde yapilan biyoesseyler: A.B.D.’inde yapilan bi-
yoesseylerde faj tiplendirmelerinde ilgin¢ bulunan B. sphaericus X,
Y, 31 ve 34 numaral1 izolatlarla, kontrol olarak B. sphaericus 2362
susu kullanilmistir. Bakteriler 500 ml’lik erlenmayerler igerisinde
buliman 50 ml NYSM Broth'’da 30°C’iik 200 devir/dakikaya ayarlanmis
inkibatorde 24 saat liretilmis, santrifiijle ¢okertilen spor peleti
defisik diliisyonlarda olmak lizere biyoesseylerde kullanilmigtir.
Biyoesseylerde her karakter ic¢in 30’ar adet olmak {lizere ikinci
devredeki C.quinquefasciatus larvalari kullanilmistir. Larvalara
besin olarak, sterilize edilmis maya solusyonu verilmigtir. Deney-
lerde kloriirii ¢ikarilmis steril damitik su kullanilmigtir. Bakteri
inokule edilmis 200 ml’lik biyoessey kaplari oda sicakliginda 48
saat bekletildikten sonra Oli larvalar sayilmis ve Olim ylizdeleri
hesaplanmistir. Daha sonra da cizilen grafiklerden LC50 degerleri
{larvalarin %50°'sini Gldiirmek i};in verilmesi gereken ugr/ml dozu)

hesaplanmistir.

‘.
2.2.4. Bacillus sphaericus antiserumlarinin hazirlanigi ‘ve lam

aglutinasyon testi

2.2.4.1, Antijenlerin hazirlanigi: B. .s»',ph,aericus;~ test antiserumlari-
nin hazirlanmasi i¢in kullanilan 1593, 2297 ve 2362 suglarinin soma-
tik O antijenleri asagidaki sekilde hazirlarmistir. :

1. Yatik NA'da 24-48 saat gelistirilmis olan bakteri kiiltii-
rinden petri kutularindaki NA besiyerine tek koloni diislirecek
sekilde ¢izgi ekim yapilir ve 28-30°C’de 48 saat inkilbe edilir.

2. Tek koloni secilerek 10 ml’lik NB’a inokule edilir.

3. 24 saat gelistirildikten sonra roux siselerindeki NA yii-
zeyine yayilir. Fazlasi steril bir pipetle toplanir.

4. inokule edilen roux giseleri 28-30°C’de 18 saat inkibe
edilir. Bakteriler besiyeri ylizeyinden serum fizyolojik ile topla-
nir.

5. Bu slispansiyon 100°C’de 2 saat agik otoklavda tutulur.

6. Bakteriler serum fizyolojik ile 3 defa yikanir.
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7. Antijenik yap:1 steril serum fizyolojik ile tekrar siispan-

se edilir ve injeksiyon islemleri i¢in stok olarak kullanilir.
2.2.4.2. Injeksiyon iglemleri ve antiserumlarin eldesi

Stok antijen stispansiyonundan McFarland skalasi kullani l‘a—
rak 2x10% hilcre/ml’lik slispansiyon hazirlanmigtir. Her sus i¢in 2
adet tavsan kullanilmis ve injeksiyonlar kulak venasindan steril
injektorlerle Tablo 2.2%'de gosterildigi sekilde yapilmistir. 1 giin
oda smakhg‘mda bekletildikten sonra santrifiij edilmis (2500 devir/
dakikada 20 dakika) ve serumlar:i ayrilmisgtir.

2.2.4.3. Lam aglutinasyon testi

24 saatlik bakteri kiiltiirtinden 1 dze dolusu alinarak lam
lizerindeki steril sefum fizyolojik iginde ezilir. Uzerine 1 damla
antiserum konarak karistirilir. 1-2 dakika igerisinde aglutinasyonun
olup olmadigina bakilir.

2.2.5. Bacillus sphaericus suslérmm faj tiplendirmeleri

Faj tiplendirmeleri, ‘'Virginia Polytechnic Instit,lute and
State University, Department of Biology’de Dr. A.A. Yousten’in labo-
ratuvarinda, bu arastirici tarafindan daha tnce izole edilen fajlar
kullanilarak agagidaki sekilde yapilmistir.

1. Test edilecek olan bakteriler 5 ml’1ik NYM Broth’a (Nut-
rient Broth + Yeast Extract) inokule edilir ve 30°C’de 1 gece inkibe
edilir.

Tablo 2.2. Tavsanlara Injeksiyonlarin Yapilisi

injeksiyon Miktar: Glinler

| Birinci injeksiyon 0.5 ml 0.giin
| ikinci " 1.0 ml 4.giin
| Uglincii " 2.0 ml 7.8ln
Dirdiincti " 3.0 ml 11.gln
Beginci " 3.0 ml 14.glin
‘Titre tayini - 18.glin
| Tavsanlarin kesilmesi - 19.giin
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2. Her bakteri susu i¢in 2 tekrarli olmak iizere, 1 gece NYM
Broth’da gelistirilen bakteri kiiltiiriiniin 0.3 ml’si ile 50°C'de
bekletilen 3 ml NYM yumusak agar (NYM Broth + %0.75 Agar) karistiri-
lir, NYSM Agar ylizeyine yaylllr. .

3. Petri kutular:i isaretlenerek defigik diliisyonlari hazir-
lanan faj siispansiyonlarindan 5'er Ul inokule edilir ve ters c¢evir-
meksizin oda sicakliFinda 12-24 saat inkibe edilir.

4. Inkilbasyondan sonra faj plédklarinin olusup olusmadigi ve

olusmussa plaklarin sayis:i kaydedilir.

2.2.6., Bacillus sphaericus X ve Y'’nin antibakteriyel etkisi ile
ilgili deneyler (Bu bdlimde adi gegen besiyerleri ve hazirla-
niglar: Ek-A’da sxmulm1$t,1ir)

Antibakteriyel etkinin olup olmadigi Kekessy ve Piquet
{1970) tarafindan gelistirilen metod kullanilarak asaZidaki sekilde
yapilmigtir: )
1. B. sphaericus X ve Y bakterileri NYSM Broth'da 1 gece
uretildikten sonra MYSM agarin degisik bolgelerine 2 pul inockule
edilir ve 30°C’'de 48 saat inkilbe edilir. ‘ ]

2, inkibasyon siiresinin sommnda petri kutular: icerisindeki
besiyerleri steril bir spatiille ters cevrilir. Bu sekilde steril bir
besiyeri ylizeyi elde edilmis olur. A

3. Bir gece NYSM Broth’da gelistirilmis olan B. sphaericus

kiiltiirinden 40 pl alinarak 5 ml NYSM yumusak agar ile karigtirilir

ve ters cevrilmis olan NYSM Agar ylizeyine yayilir.

4. Besiyeri katilastiktan sonra petri kutulari ters cevrile-
rek 30°C’de 24-48 saat inkilbe edilir. Sonu¢ta, inhibisyon zonlarinin
olusup olusmadigina bakilir.

B, sphaericus X ve Y'nin antibakteriyel etki spektrummu
tesbit edebilmek i¢cin Tablo 2.3'de verilmis olan mikroorganizmalar
kullanilmigtir.

.2.2.6.1. Antibakteriyal etkinin kiiltiir yag: ile iligkisi

Bakteri kiiltir yas:1 ile antibakteriyel etkinin iliskisini
gosterebilmek igin iki farkl: yontem kullanmilmigtir. Indikator
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Tablo 2.3. B. sphaericus X ve Y’nin Etki Spektrumu i¢in Test

Edilen Mikroorganizmalar

Mikroorganizma Temin Edildigi Yer
B. sphaericus 27 Bu calismada elde edilmistir.
" " 28 "
" " 29 "
" " 31 "
" " 34 "
" " Kellen Q Dr. A.A. Yousten
" " 1881 "
| = " 1593 "
" " SSII-1 "
" n ATCC 13805 D
" i NRS 592 "
" " ATCC 7055 it
" ”n m "
" " PI "
" n ATCC 12300 a
" " ATCC 14577 "
" " NRS 1198 "
" " NIC 9602 "
| B thuringiensis var. israelensis "
B. subtilis Dr. M. Uner!
B, cereus "
Salmonella typhimurium "
Staphylococcus aureus "
Aspergillus ustus TEM F26 "
| Alternaria sp. "

1t Prof.Dr. Mchmet Oner, E.U. Fen Fakliltesi, Biyoloji Bolimi

Bornova, I7ZMiR.
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bakteri olarak da en hassas bulunan B. sphaericus NRS 592 kullanil-
migtir.

1. Kat1 besiyerinde yapilan test: B. sphaericus X NB besiye-
rinde 1 géce gelistirilir ve indikator bakterinin inokule edilecegi
ana gore 84, 60, 48, 24, 12 ve 6 saatlik kiiltiirler olacak sekiide
NYSM agarin defisik bolgelerine degisik zamanlarda 2'ser 4l inokule
edilerek 30°C’de inkiibe edilir. Daha sonra, 1 gece NYSM Broth'’da ge-
listirilmis olan indikator bakteriden 40 ul alinarak 5 ml NYSM
yumusak agar besiyeri ile karistirilir ve daha once belirtildigi se-
kilde ters cevrilmis olan NYSM agar besiyerinin yiizeyine yayilir.
30°C*de 24-48 saat inkilbe edilir ve inhibisyon zonlari Olgiilir.

2, Sivi besiyerinde yapilan test: NYSM Broth’da 1 gece lire-
tilmis olan B. sphaericus X kiiltiirtinden 3 ml almnir 500 ml’lik
erlenmayer icerisinde bulunan NYSM Broth besiyerine inokule edilir.
30°C?’de 200 rpm*de inkiibe edilir. Baslangigtan .itibaren degisik ara-
liklarla (0, 4, 7, 9, 11, 24 saat sonra) 3’er ml rnekler alinarak
pH ve absorbanslari (600 nm) Olgiildikten sonra 0.45 um’lik membrg.n
filtreden stiziliir ve +4°C’de sa,l:{lamr. Ayrica, her Ornekte mikrosko-

pik inceleme yapilarak hiicrelerin gelisme durumlari kaydedilir.

Deney tamamlandiktan sonra, eldeki Orneklerin ant,ibe{kteriyel
etkilerini test edebilmek icin Mayr-Harting vd (1972) tarafindan
gelistirilen yontem ve bundan modifiye edilerek gelistirilen yumusak
agar yontemi kullanilmigtir. Mayr-Harting vd’nin (1972) metoduna
gore; e e e

1. Bir gece NYSM Broth’da gelistirilmis olan indikator
bakteri kiiltiirtinden 40 ul alinarak 5 ml NYSM yumusak agar 1ile
karistirilir ve ikinci kat olarak NYSM agar ylizeyine yayilir. ‘

2. Steril Ouchterlany delece@i ile besiyerinde 5 mm c¢apinda
delikler agilar.

3. Test edilecek ornekler steril damitik su ile defisik o-
ranlarda éeyreltilerek (Tablo 2.4.) her delige 60 g1 olacak se-
kilde aplike edilir.
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Tablo 2.4. Test Edilen Urnek Seyreltmeleri

Urnek (Saat) Seyreltme orani

, - 1/2
1/2,
1, 1/2,
1, 1/2,
1, 1/2,

[ =B I e ]
[
-

DS s

1 (Direkt)

1/4,
1/4,
1/4,
1/4,

1/8
1/8
1/8
1/8

4. 30°C'de 24-48 saat inkibe edilir ve

caplar: dlgiiliir.

Modifiye edilen difer yonteme giore ise, genelde biitlin islem-
ler aynm1 olmasina karsilik ¢ift kat yerine tek kat hal inde indikattr
bakteri inokule edilmis (60 ul kiiltiir/20 ml besiyeri) NYSM yumusak

agar besiyeri kullanilmigtir.

inhibisyon zon
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3. SONUCLAR

3.1. B. spahericus’un Izolasyonu ve izolatlarin Patojenlikleri

incelenen 85 farkli Ornekten toplam 342 adet tipik B.
sphaericus morfolojisi gosteren izolat elde edilmistir. Bu izolatlar
Gram (+), terminal, siskinlik yapan sporangiyumlar igerisinde yuvar-
lak sporlar meydana getirmistir. Tipik B. sphaericus morfolojisi
gosteren 342 izolatin illere gore dagilimi Tablo 3.1.'de verilmig-

tir.

izolatlarin patojen olup olmadiklarini anlamsk i¢in yapilan
biyoesseylerde %50°den fazla 6lim meydana gétiren izolatlar patojen
olarak kabul edilmis ve 6, 18, 25, 27, 28, 29, 31, 34 ve 71 numara-
11 izolatlarin Culex sp. larvala_rma karsi patojen olduklar:i bulun-
mustur. 8-14 Afustos 1986 tarihleri arasinda Mu@la, Akyaka koyl Gok-
ova Orman Bolge Sefligi’'nin geyik liretim arazisi igerisinde yapilan
biyoesseylerde toplam 89 adet izolat Culex sp.’nin ikinci-ligiineti
devredeki larvalarina karsi test edilmis ve 6, 18, 25 ve! 71 nu-~
marali izolatlarin patojen olduklari bulunmugtur. (Tablo 3.2).

Gokova’da yapilan biyoesseylerde patojen bulunan 6, 18, 25 wve
71 numaral: izolatlar bir-iki pasajdan sonra patojenliklerini kay-'
betmislerdir. ‘Patojenl iklerini tekrar kazanabilmek icin sivrisinek
larvalarindan tekrar izolasyon yapilmis fakat basarili olunamamig-

tir.

Tablo 3.1. Tipik B. sphaericus Morfolojisi Gosteren Izolatlarin
fllere Gore Dagilimi

flin ada izolat sayisi ilin Ada  Izolat sayisi
Adana 19 Kastamonu 12
Ankara 24 Kayseri 8
| Aydin 115 ' Mugla 50
Bolu 9 Nigde 4
izmir 89 Sivas ' 6
Yozgat 6
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Tablo 3.2. 6, 18, 25 ve 71 Numarali izolatlarin Culex sp.’nin
ikinci-Ugiincli Devredeki Larvalarina Etkisi

I

| Izolat No izole Edildigi Yer % Olim :
I |
] 6 Dogankent Drenaj Kanali-2{ADANA) 62 |
| 18 Cine-Karpuzlu-Gol (AYDIN) 82 |
‘ 25 incirliova Toprak-4 (AYDIN) 60 i
‘ 71 Karacorali Deresi-Toprak-1(KASTAMONU) 64 l
| B. sphaericus 1593 98 ]
l " " 2362 100 '
| v n 2297 | 100 |
] " " SS11-1 : 66 !
! J

Laboratuvar biyoesseylerinde patojen olarak bulunan 27, 28,
29, 31 ve 34 numarali izolatlarin patojenliklerine ise 3 yila kadar
herhangi bir sey olmamigtir. 31 ve 34 mmarali suslar patojenlikle-
rini Kkoruduklari halde 27, 28 ve 29 numarali suslar 3 yi1l sonra

patojenliklerini kaybetmislerdir.

b

3.2. B. sphaericus Izolatlarinin Morfolojik Uzellikleri

Se¢ilen B. sphaericus izolatlarinin tumi siskinlik peyda.nb.
getiren sporangiyumlar icgerisinde yuvarlak sporlara sahiptirler.
NYST veya BATS secici besiyerlerinde NYSM agar ve NA besiyerlerinde-
kine nazaran daha yavag bir gelisme gosterirler. Bakteri kolonileri,
sarimsi kahverengi, gelismenin ilk devrelerinde S (Diizgin kenarli)
tipinde, ge¢ devrelerinde ise R (Piriizlii kenarli) tipinde morfoloji-
ye sahiptirler. Sekil 3.1°de B. sphaericus 1593’iin, Sekil 3.2’de ise
B. sphaericus 28 numarali izolatin NYSM agardaki 48 saatlik koloni-

leri goriilmektedir.



42

Sekil 3.1. NYSM Agar Besiyerinde 48 Saat Gelistirilmis
B. spImericu§ 1593 Kolonileri

Sekil 3.2. NYSM Agar Besiyerinde 48 Saat Geligtirilmis
B. sphaericus 28 Numarali Izolatin Kolonileri
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3.3. B. sphaericus izolatlarinin Kiiltiirel ve Biyokimyasal 0Ozellik-
leri

27, 28, 29, 31 ve 34 numarali B. sphaericus izolatlarinin
kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri Tablo 3.3'de verilmistir. Ka-
talaz ve plazma koagulaz disindaki biitin testler negatif bulunur-
ken, sadece jelatinin hidrolizi testinde 31 numarali izolat digerle-

rinden farkli olarak "+" reaksiyon vermistir.

3.4. B. sphaericus’un Patojenizitesi

B. sphaericus’un toksik etkisi sonucu sivrisinek larvalari-
nin hareketlerinde bir yavaslama, beslenmeye karsi bir isteksizlik
ve sonunda da 5-7 saat sonra ilk Olimler meydana gelmektedir.Biyoes-
seylerde kullanilan Culex sp. larvalari Sekil 3.3'de goriilmektedir.
Buna karsilik B. sphaericus 31 numarali ve 1593 susunun etkisi ile
olmiis olan larvalarin 48 saat sonraki durumlari sirasiyla Sekil 3.4.
ve 3.5'de goriilmektedir. Olen sj"’vrisinek larvalarinda bas ile govde
arasindaki mesafe artmaktadir. Fakat bas ile govde hi¢ bir zaman
ayrilmamaktadir. Olen larvalar cofunlukla sari-kshverengiye doniis-
mekte, bazen de siyahlasmakta ve dibe gokmektedirler. ’

Sekil 3.3. Bakteri inokule Edilmemis Culex sp. larvalari
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Sekil 3.4. B. sphaericus 31 Numarali izolatin Etkisiyle
Olmiis Culex sp. Larvalari

1}

Sekil 3.5. B. sphaericus 1593 Susunun Etkisiyle Ulmiis
Culex sp. Larvalari
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3.5. B. sphaericus Izolatlarinin Viriilensleri

Tirkiye’de yapi1lan biyoesseylerde 27, 28, 29, 31 ve 34
numaral1 patojen B. sphaericus izolatlari 1593 ve SSII-1 suslari ile
viriilens yoniinden mukayese edilmistir. Tablo 3.4'de 10!'°cfu/ml’lik,
Tablo 3.5’ de 10%cfu/ml’lik ve Tablo 3.6'da 105cfu/ml’lik bakteri
siispansiyonlarinin 24 ve 48 saat sonra Culex sp. larvalarinda meyda-

na getirdigi % olimler goriilmektedir.

Tablo 3.3. B. sphaericus izolatlarinin Kiiltiirel ve Biyokimyasal
Ozellikleri

B. sphaericus 1izolatlari

Testin Ad1
27 28 29 31 34

NB’da zar tesekkiili - - - - -
Katalaz + + + + +
Hidrojen siilfiir - - - - -
indol tesekkiilii - - - - -
Metil kirmizisi -
Voges-proskauer -
Sitrat =
Plazma koagulaz +

(23

1
1
1

Hemoliz

Nisastanin hidrolizi
Jelatinin hidrolizi - = =
Glukoz =
Laktoz = = = B

Sukroz - - - = =
Maltoz - = = - =
Sorboz - = = = =
Ksiloz - = = = &
Fruktoz - = - & -
Galaktoz - = =S = =
Ramnoz - - = o =
Arabinoz - - & - &
inulin - - = = P
Mannit - - - = =
Riboz - - = - .
Trehaloz - = = = w
Salisin - - . - - ~

vt
LR )
(-

1
1
)
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Tablo 3.4. 10!%fu/ml Dozuyla Elde Edilen Biyoessey Sonuglari

B. sphaericus La¥valardaki % 0lium
izolatlari
24 Saat Sonra 48 Saat Sonra
27 100.00 * 0.00 100.00 + 0.00
28 53.76 t 3.73 96.25 + 2.39
29 70.00 * 8.89 96.25 + 1.25
31 83.75 t 5.15 96.25 + 2.39
34 58.75 * 3.14 91.25 t 2.39
1593 100.00 * 0.00 100.00 t+ 0.00
SS1I-1 100.00 *+ 0.00 100.00 *+ 0.00
Kontrol 5.00 * 2.04 22.50 * 5.20

Tablo 3.5. 10%cfu/ml Dozuyla Elde Edilen Biyoessey Sonuglari

B. sphaericus Larvalardaki % O01im
izolatlara
24 Saat Sonra 48 Saat Sonra
27 62.90 * 7.48 98.85 t 1.15
28 30.00 t+ 3.53 80.00 + 5.40
29 29.27 & 8.79 87.77 + 4.23
31 30.00 + 3.53 17.90 £ 4.79
34 33.75 t 6.88 87.50 £ 3.23
1593 100.00 * 0.00 100.00 * 0.00
SSII-1 100.00 * 0.00 100.00 * 0.00
Kontrol 5.00 + 2.04 22.50 t 5.20

Tablo 3.6. 106cfu/ml Dozuyla Elde Edilen Biyoessey Sonuglari

B. sphaericus Larvalardaki % 0lim
izolatlari
24 Saat Sonra 48 Saat Sonra
27 21.87 + 2.95 68.80 + 9.82
28 23.75 t 4.27 68.75 + 7.74
29 25.00 £ 3.83 73.75 + 8.57
31 20.00 + 7.35 63.75 + 11.95
34 25.00 * 10.80 58.75 + 3.14
1593 98.75 + 1.25 100.00 £ 0.00
SSII-1 76.80 + 8.25 78.05 + 7.73 .
Kontrol 5.00 + 2.04 - 22.50 + 5.20
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Tablo 3.4. degerlendirildiginde, 24 saat sonra 1593 ve
SSII-1 suslarindan baska 27 numarali izolatin da % 100 ©liim meydana
getirdigi goriiliir. Diger izolatlar ise % 100’in altinda, degisik
oranlarda o©limler meydana getirmislerdir. Kontrole gore mukayese
edildiginde, biitiin izolatlar onemli derecede Glimler meydana getir-
mislerdir (p<0.01). 24 saatin sonunda 31 numarali izolatin 28 ve 34
numaral1 izolatlara gore daha etkili oldugu goriilmiistiir (p<0.01). 48
saat sonraki sonuglar degerlendirildiginde ise, biitin izolatlarin
etkili oldugu (p<0.01), buna karsilik izolatlar arasindaki farkin

onem!i olmadig1 goriilir (p>0.05).

Tablo 3.5 degerlendirildiginde, 24 saat sonra sadece 1593
ve SSII-1 suslari % 100 6lim meydana getirmis, digerlerindeki % ©lim
degerleri ise 29.27 * 8.79 ile 62.90 + 7.48 arasinda degisiklik gos-
termistir. 27 numarali izolatin 28, 29, 31 ve 34 numarali izolatlara
gore daha etkili oldugu goriiliir (p<0.01). izolatlarin etkisi kontro-
le gore deferlendirildiginde, 27, 29 ve 34 numarali izolatlarin
etkisi p=0.01 diizeyinde etkili bulunurken 28 ve 31 numarali izolat-
larin etkisi ancak p=0.05 diizeyinde kalmistir. 48 saat sonraki so-
nuclar incelendiinde ise, biitin izolatlar p=0.01 seviyesinde etkili
bulunmustur. 1593 ve SSII-1 suslarinin etkileri %100 iken Tiirkiye’-
den izole edilen bakterilerin % etkileri ise 67.50 * 3.23 ile 98.85
+ 1.15 arasinda degismistir. 27 numarali izolat Tiirkiye’den eld_e
edilenler arasinda en yiiksek etkili olarak bulunurken, 28, 29 ve 31
numaral1 izolatlar arasinda % etki yoniinden farlilik bulunamamistir
(p>0.05).

Tablo 3.6'y1 degerlendirecek olursak, 24 saat sonra 27, 28
ve 31 numarali suslarin etkileri kontrole gore O©nemsiz bulunurken
(p>0.05), 29 ve 34 numarali izolatlarin etkileri p=0.05 seviyesinde,
1593 ve SSII-1 suslarinin etkileri ise p=0.01 seviyesinde Onemli
bulunmustur. Ayrica SSII-1 ve 1593 suslarinin etkileri ile
Tiirkiye'den izole edilenlerin etkileri arasindaki fark p=0.01 sevi-
yesinde onemlidir. 1593 ile SSII-1 suslari karsilastirildiginda ise,
1593’iin SSII-1'e gore daha etkili oldugu goriilmektedir (p<0.01). 48
saat sonraki sonuglara gore, bakterilerden sadece 1593 susu % 100
olim meydana getirmistir. Biitin izolatlar kontrole gore p=0.01 sevi-
yesinde etkili bulunurken Tiirkiye’den elde edilen izolatlar SSII-1
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susu ile istalistiki olarak ayni grupta yer almislardir (p>0.05).

Virginia Polytechnic Institute and State University,
Biyoloji Bolimii’nde yapilan biyoesseylerde bakteriyofajlarla reak-
siyon veren B. sphaericus X, Y, 31 ve 34 numaral1 izolatlar viriilens
yoniinden test edilmislerdir. X ve Y izolatlari C. quinquefasciatus’-
un ikinei devredeki larvalarina karsi herhangi bir toksisiteye sahip
degildirler. Patojen olan 31 ve 34 numarali izolatlarin LC50 deger-
leri ise (ug/ml) sirasiyla 20 ug/ml ve 6 jug/ml olarak bulunmustur.
Biyoesseylerde karsilastirmak amaciyla test edilen B. sphaericus

2362 susunun LC50 deferi ise 1.3x10- 4 olarak bulunmustur.

3.6. B. sphaericus Antiserumlarinin Ozellikleri

B. sphaericus’un 1593, 2297 ve 2362 suslarina karsi1 hazir-
lanan antiserumlarin spesifik olmadigi, capraz reaksiyonlar verdigi
goriilmiistiir. U¢ antiserum da B. cereus, B. subtilis, S. aureus, B.
thuringiensis var. israelensis, B. thuringiensis 74E-37-14, B.
thuringiensis 73E-10-16 Ser:10 ve B. thuringiensis kyushiensis Ser:
1la, 1lc ile capraz reaksiyon verirken sadece S. typhi ile‘ reaksi-
yon vermemistir. Aglutinasyon partikiilleri karsilastirildiginda, B.
sphaericus ile yapilan aglutinasyonda kiiciikk kimeler olusurken B.
thuringiensis ile yapilan aglutinasyonda biiyiik kiimeler meydana gel-
mistir. Bu da bakteri biiyiikliigine bagli bir farkliliktir. '

3.7.B. sphaericus’un Faj Tiplendirme Sonuglari

Faj tiplendirme sonuglari Tablo 3.7'de goriilmektedir.
Tablo 3.7°deki "-" rakamlar 10 iizeri olarak faj seyreltme oranla-
rin1 gostermektedir. Test eciilen B. sphaericus izolatlarindan X ve
Y 4, 5 ve 14 numarali fajlarla reaksiyon verdigi halde (4 ve 5 ile
zayif), 31 ve 34 numarali1 izolatlar SST faji haric biitin fajlarla
pozitif reaksiyon vermistir. Sadece 12 numarali fajla olan reaksiyon
zayiftir. 27, 28 ve 29 numarali izolatlar ise hig¢ bir fajla reaksi-

yon vermemislerdir.
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Tablo 3.7. B. sphaericus izolatlarinin Faj Tiplendirmesi

Lzolat N o
Faj
X )¢ 270 28 [{ ‘29 31 34

W = f o= g=li- )~ (o8 [w8

[ = § = J=4=1=ius [«
8 1 = 1= J=jlisi=]%0 |99
B |~ f = F=0~§i=-lda Foh
8 = f = Jeg- |~ pen [uH
4 | #(-5)zf |#(-B)zf | - | - | - | +(-8) | +(-6)
5 | +(-5)zf |+(-5)zf | - | - | - | +(-6) | +(-6)
2 | - | - = — = (- gt (-4 ) 2
e e i R T R
14 | 4(-3) [+(=3) |- | - | - | *-4 | +(-4)

J J J J { il

zf: Zayi1f reaksiyon

3.8. B. sphaericus X ve Y ile ilgili Sonuglar

3.8.1. B. sphaericus X ve Y’nin izolasyonu

B. sphaericus X ve Y, topraktan izolasyonlar sirasinda bir
tesadiif sonucu laboratuvarda meydana gelen kontaminasyondan elde
edilmislerdir. Kontaminasyon sonucunda NYST besiyerinde gelisen bu

koloniler NA besiyerine ekilerek tekrar saflastirilmislardir.

3.8.2. B. sphaéricus X ve Y’'nin morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal

ozellikleri

Bakterilerde yapilan spor ve gram boyama, bu bakterilerin
gram (+), cubuk seklinde, ucta siskinlik yapan sporangiyumlar iceri-
sinde yuvarlak sporlar bulundurduklarini gostermistir. Tablo 3.8'de
ise bu bakterilerin kiiltiirel ve biyokimyasal ozellikleri goriilmek-
tedir. B. sphaericus icin literatiirde bildirilen Gzelliklerle uygun-
luk gostermislerdir. Her iki bakterinin de ayn1 ozelliklere sahip
oldugu bulunmustur.



Tablo 3.8. B. sphaericus X ve Y’nin Kiiltiirel ve Biyokimyasal
oOzellikleri
Ozellik Sonug Ozellik Sonug
NYST’de gelisme + Fruktoz
NB'da zar tesekkiili - Galaktoz
Katalaz + Ramnoz
Hidrojen Sulfiir - Arabinoz
Jelatinin hidrolizi + Salisin
Nisastanin hidrolizi - Sakkaroz
Plazma koagulaz - Maltoz
Hemoliz B Sarboz
indol tesekkiili - Ksiloz
Metil Kirmizisi - inulin
Voges-Proskauer - Mannit
Sitrat - Riboz
Glukoz - Trehaloz
Laktoz 2

Tablo 3.9. B. sphaericus X ve Y’nin Etki Spektrumu

L NIC 9602

rMil-u-oorg‘anizma. Etki Mikroorganizma Etki
B.sphaericus 27 + B. thuringiensis var.
" 2 28 + israelensis -
o o 29 + B.subtilis +
4 5 31 + B.cereus -
- B 34 + S. typhimurium +
" " Kellen Q + S.aureus -
" m 1881 + A.ustus TEM F26
g i 1593 + Alternaria sp. -
4 i SSII-1 +
) L ATCC 13805 +
") o NRS 592 +
9 " ATCC 7055 +
5 " NRS 400 +
" " PI +
oy o ATCC 12300 -
" 1 ATCC 14577 -
t u NRS 1198 -
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3.8.3. B. sphaericus X ve Y'nin etki spektrumu

Tablo 3.9.'da B. sphaericus X ve Y’nin etki spektrumu goriil-
mektedir. X ve Y bakterileri test edilen 18 B. sphaericus izolatin-
dan 4°'i haric 14’ine etki etmislerdir. Buna karsilik B. thuringien-
sis var. Iisraelensis, B. cereus, S. aureus bakterileri ile A. ustus
TEM F26 ve Alternaria sp. funguslarina etki etmemislerdir. B. subti-

lis ve S. typhimurium’a ise etkili olduklari bulunmustur.

B. sphaericus X’in NRS 592 ve 31 suslarina etkisi sirasiyla
Sekil 3.6. ve 3.7'de goriilmektedir. NYSM agar besiyerinin 5 farkl:
bolgesine inokule edilerek 48 saat gelistirilen B. sphaericus X
irettigi bakteriyosinle indikator bakterilerin gelismesini engelli-
yerek inhibisyon zonlari meydana getirmektedir. NRS 592 susu 31 nu-
marall susa nazaran daha fazla etkilenmis olup inhibisyon zon

caplar1 sirasiyla 3.0 cm ve 2.3 cm olarak bulunmustur.

3.8.4. Bakteriyosin iiretiminin kiiltir yas1 ile iliskisi

Bakteriyosin {iiretiminin zamana bagliligin1 gosterebilmek
i¢in NYSM agar besiyerinde yapilan deney sonucu Sekil 3.8’de goril-
mektedir. Petri kutusunun gevresindeki numaralar saat olarak kiiltiir
yasin1 gostermektedir. Deney tamamlandiktan sonra, bakterinin gelis-
mesinin sonlandig1 nokta ile inhibisyon zonumm sonlandigi nokta 81-
ciilerek Tablo 3.10’daki deferler elde edilmistir.

Tablo 3.10. Bakteriyosin Uretiminin Kiiltiir Yasi ile iliskisi

Kiiltir yas: inhibisyon zonu
6 saat § Yeni basliyor
12 saat 7 mm

24 saat 8 mm

48 saat : 8 mm

60 saat 8 mm

84 saat 8 mm
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indikator bakteri:B.gphaericus NRS 592

Sekil 3.6. B. sphaericus X’in NRS 592 Susuna Etkisi

Indikatdr bakteri:B.gphaericus 31

Sekil 3.7. B. sphaericus X’'in 31 Numarali Susa Etkisi
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indikatGr bakteri:B.sphaericus NRS 592

Sekil 3.8. Bakteri Kiiltiir Yasi ile Bakteriyosin Uretiminin
iliskisi (MYSM Agar Besiyerinde)

TAV2,1/4,/8 Ji—
9:1,1/2,1/4,/8 [

141,1/2,1/4,1/8 E—

24;1,1/2,1/4,1/ 8 Wm——

indikatbr bakteri:B.sphaericus NRS 592

Sekil 3.9. Bakteri Kiiltiir Yas1 Ile Bakteriyosin Uretiminin
iliskisi (NYSM Broth)




54

B. sphaericus X'in bakteriyosin iiretiminin ve stabilitesi-
nin zamana bagimlilig1 ise Sekil 3.9'da goriilmektedir. Sekildeki "O0"
ilk basta alinan ornegi, ";" isaretinden tnceki rakamlar kiiltir ya-
sin1 (saat olarak) ve sonraki rakamlar seyreltme oranlarini goster-
mektedir. Sekilden de goriilecegi gibi, bakteriyosin {iretimi 7.
saatte baslamakta, 9. saatte maksimuma ulasmakta ve 11. saatten
sonra ise iretilen bakteriyosin ortadan kaldirilmaktadir. 7. saatte
sadece seyreltilmemis Ornekte inhibisyon elde edilebildigi halde, 9.
saatte ise 1/2’1ik seyreltmede de inhibisyon elde edilmistir. 11.
saatte ise yok denecek kadar azdir. 24 saat sonra ise mevcut aktivi-

te ortadan kalkmigtir.

Sekil 3.10°da ise, B. sphaericus X'in NYSM Broth’daki
gelisme e@risi, pH defisimi ve bakteriyosin iiretimi goriilmektedir.
pH deferi ilk baslangicta 6.80 oldufu halde 24 saat sonra 8.56’ya
yikkselmistir. Absorbans deferi ise tzellikle 4. saatten sonra hizli
bir artis gostermis olup 11. saatten sonra yavaslamistir. Bakteriyo-
sin iretiminin 9. saatte maksimal degere ulastigi yine sekilden
anlasilmaktadir. Inkilbasyonun devami siiresince yapilan mikroskopik
incelemelere gore, 11. saate kadar hi¢ bir spor olusmamis, 11. saat-
te biitiin hiicreler sporlanmis fakat serbest spor heniiz ’te$ekkti1
etmemis, 24 saat sonra ise kiiltiirde sadece sporlarin bulundugu tes-

bit edilmistir.
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Sekil 3.10. B. sphaericus X'in NYSM Broth'daki
"Geligimi ve Bakteriyosin Uretimi

Bakteriyosin uretimi
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TARTISMA

"

Gerek toprak ve dip camuru ve gerekse diger orneklerden -B.
sphaericus’un izolasyonunda kullanilan metodun basariyla uygulandiga
goriilmistir. Metodda kullanilan pastorizasyonla biitin vejetatif
formlar yok edildigi gibi, NYST besiyeri B. thuringeinsis var. isra-
elensis, B. subtilis ve B. cereus’un gelismesini engelliyerek daha
fazla secim saglanmaktadir.

Elde edilen 342 adet B. sphaericus izolatindan sadece 9'u
insektisidal aktiviteye sahiptir. Patojen izolatlarin toplam izolat-
lar icindeki orani yaklasik olarak % 2.8 civarindadir. Bu da B.
sphaericus®un dogada genelde saprofit formda bulundugunu gtstermek-
tedir. Patojenlerden sadece 31 ve 34 numarali izolatlar insektisidal
aktivitelerini devam ettirmis, digerieri kaybetmistir. B.sphaericus’
taki toksisite genlerinin plazmid/ler tiizerinde bulunduguna dair
kesin bir delil ortaya konamaﬁustw. Cinkii degigik arastiricilar
tarafindan birbirine zit sonu¢lar elde edilmistir (Davidson vd 1982,
Abe vd 1983, Singer 1987). Sonugta, 75 mD (miliDalton)’luk plazmidin
yiksek aktiviteye sahip suslarda ortak olarak bulundugu goriilmekte-
dir (Singer 1987, A.A. Yousten 1989, stzlii girilisme). Bu c¢alismada
elde edilen 6, 18, 25, 27, 28, 29 ve 71 mmarali B. sphaericus
suslarinin insektisidal aktivitelerini kaybetmis olmalari toksin
genlerinin bazi suglarda plazmid/ler iizerinde olabilecegini gister-
mektedir. Henliz kesinlik kazanmamis olan bu konu, ileride bu ytnde

yapilacak arastirmalarla daha detayli olarak incelenecektir.

Tiirkiye’den elde edilen B. sphaericus izolatlarinin koloni
morfolojileri daha ¢ok B. sphaericus 1593, 2297 ve 2362 kolonilerine
benzemekte, sadece renkleri biraz daha ac¢ik tondadir. SSII-1 sugu-
nunkilere gore ise daha koyu renktedirler.

Patojen 1izolatlar Kkiiltiirel ve biyokimyasal Ozellikleri
yoniinden karsilastirildiginda, B. sphaericus icin literatiirde veri-
len sonuglara uygunluk gostermigtir. Sadece 31 numarali izolat
jelatini hidrolize ederek digerlerinden ayrilmigtir. B. sphaericus’-

un sekerleri kullanamamas1 transport sistemine ve solunum yollarinda
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yer alan bazi enzimlerin yokluguna baglammistir (Russel vd 1989).
Bakterinin glukoz veya sukrozu kullanamamasi sekerlerin hiicre iceri-
sine alinamamasina dayanmaktadir. Ayrica Embden—Myerhorf-Parnas,
Heksoz Monofosfat ve Entner-Doudoroff yollarinda yer alan bazi bas-
langi¢ enzimlerinin bulunmadigi tesbit edilmistir. Bu durum Ozel-
likle B. sphaericus’un biiytik 6lgekli fermentvrlerde wucuz subs-
tratlar kullanilarak {iretimi yoniinden onem tasimaktadir. 1ileride
yapilacak genetik galismalarla maliyeti diigiik substratlar: kullana-

bilen rekombinantlarin iiretilmesi miimkiin olabilir.

Bu calismada elde edilen patojen B. sphaericus suslarinin
virililensleri (% Olim degerleri olarak) SSII-1 susu civarinda tesbit
edilmis olup 1593 susuna gbre c¢ok diisiik bulunmustur (Tablo 3.4, 3.5,
3.6). Benzer sonuclar A.B.D., Virgihia Polytechnic Institute and
State University, Biyoloji Bﬁlii;niirlde yapilan biyoesseylerde de LC50
{ugr/ml dozunda spor) olarak ifade edilmistir. 31 ve 34 numarali
suslarin LC50 deferleri B. sphaericus 2362’ninki ile kargilistiril-
diginda, sirasiyla 1.5 x 108 ve 45 x 10% defa daha diistik bulunmus-
tur. S$SI1-1 susu ile kargilagtirildiginda ise sirasiyla yaklagsik 70
ve 20 defa daha diigilkk larvasidal aktiviteye sahiptirler (Tablo 1.2).
Buna karsilik 34 numarali izolat virlilens ytniinden Filiﬁinlerden

izole edilen 2115 ve 2118 numarali suslarla benzerlik gostermistir.

B. sphaericus’un "O" antijenine karsi hazirlanan antiserumm
_ bakterinin teshisinde kullanilamayacag1 goriilmiistiir. B.sphaericus’un
gerek serolojik teghisi gerekse suslarin ayrmm icin H (flagellar)
antijenlerinden faydalanilmaktadir (de Barjac vd 1980).

Dr. Yousten’in izole ettigi fajlarla ya.pll'ah faj tiplendirme
deneylerinde bazi ilgin¢ iliskiler bulummustur. Bu fajlarin sadece
patojen B. sphaericus suglariyla reaksiyon verdigi bildirilmistir
(Yousten 1984). Nitekim patojenitesini kaybetmis olan 27, 28 ve 29
numaralil izolatlar fajlardan hic birisi ile reaksiyon vermemistir
{Tablo 3.7). Buna karsilik patojen"olmdlklam halde B. sphaericus X
ve Y bakterileri ise 4, 5 ve 14 numarali fajlarla reaksiyon vererek
faj grubu 3’e girmislerdir. Yousten’a gore (1984) faj grubu 3, B.
sphaericus 1593 grubu olarak siniflandirilmis olup 2297, 2362 gibi
yikksek virillense sahip suslar bu grupta yer alirlar. Bu durum, faj-
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larin uzun siire saklanmasindan dolayi1 karakterlerinin degismis olma-
sindan ileri gelebilir (A. A..Yousten 1989, sozli goriisme). Veya
patojen olan ve olmayan bakterilerdeki faj reseptorlerinin ortak
olmasindan dolay: capraz reaksiyon ortaya cikabilir. Biitin bunlar
faj sispansiyonlarinin saf oldufu diisiiniilerek sdylenebilir. 31 ve 34
numarali izolatlar ise S8ST faji hari¢ biitin fajlarla reaksiyon

vererek Yousten’in (1984) siniflandirmasi digina ¢ikmigtir.

B. sphaericus’taki bakteriyosin iiretimi ile ilgili su ana
kadar herhangi bir kayit yoktur. ilk defa bu calismada elde edilen
B. sphaericus X ve Y izolatlarinin bakteriyosin lirettikleri goriil-
miistiir. Bu iki bakteri sadece f-hemoliz yapmalariyla difer B. spha-
ericus suslarindan ayrilmaktadirlar (Tabloc 3.8). B. thuringiensis
var. lisraelensis’e etki etmemeleri ile de sivrisinek patojeni olan

B. sphaericus’u bu bakteriden ayirmada kolaylik saglayabilirler.

Bakteriyosin {Uretiminin bakteri kiiltiir yasiyla iligkisini
tesbit etmek ig¢in yapilan dene:yde kullanilan besiyerinin Onemli
oldugu goriilmiistiir. NYSM Broth besiyerinden tuzlar ¢ikarildigi zaman
bakteriyosin iiretimi ve sporulasyon bloke edilmektedir. Maksimal
bakteriyosin {iiretimi sporulasyondan hemen nce olmaktadir. Ayni
zamanda siispansiyonlarin antibakteriyal etkisini tesbit etmede kul-
lanilan metodun da onemli oldufu goriilmiigtiir. Mayr-Harting vd’nin
{1972) metodu kullanildiginda herhangi bir aktivite goriilmedigi
halde, modifiye edilen tek katli yumusak agar metodu kullanilarak
antibakteriyal etki gozlenebilmigtir (Bolim 2.2.6.1'de aciklandi:
sekilde). Antibakteriyel etkinin 7 . saatte ortaya c¢ikip, 9. saatte
maksimal bir diizeye ulagtiktan sonra ortadan kalkmasi, hiicrelerin
parcalanmas1 veya sporulasyona basglamasindan dolay: birc;qk litik
enzimin besiyerine karismasina baglanabilir. Fakat yapilan bakteri-
yosin -~ stabilite deneylerinde bakteriyosini/aktivitesini ortadan
kaldiran faktor maksimal aktivitenin gorildigu 9. saat extraktinda
da mevcuttur. Favret ve Yousten (1989), benzer metodlarla B.thurin-
giensis’teki bakteriyosin {retimini incelemigler ve bakteriyosin
tretiminin 6. saatten sonra goriilebilir bir diizeye ulagtigini, 18.
saatten sonra da bakteriyosin seviyesinin diigtugiini tesbit
etmislerdir. B. sphaericus'ta ilk defa tesbit edilen bakteriyosinin
yap1, molekiiler afirlik, indiksiyon ve inhibisyon gibi yotnlerden
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incelenmesi gerekmektedir.

Arastirma sonuglari, Tirkiye’nin degisik B. sphaericus sus-
lari bulundurdugunu gostermektedir. Ulkemizde heniliz yeni sayilan bu
kommun sistemli bir sekilde yliriitiillebilmesi icin degisik bran$ia.r
arasinda koordinasyonlarin kurulmasi gerekmektedir. Bir yandan yeni
B. sphaericus suslarinin izolasyonuna calisirken, bir yandan da
molekiiler biyolojide kullanilan teknikler yardimiyla mutantlarin
eldesi, fermentasyonu ve sonucta arazide uygulanmas:i calismalarinin
bir biitin halinde ylirtitiilmesi bu konunun hizli bir seki lde ilerleme-
sini ve aynmi zamanda ililke kaynaklarinin iyi deferlendirilmesini

saglayacaktir.
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EXLER

EX-A Besiyerleri ve Hazirlaniglar:i

Nutrient Broth (NB):

Pepton cceeeeeerseecsess 5.0 gr

Beef Ekstrakt ..c....... 3.0 gr
Hazirlanis: : Maddeler damitik su icerisinde siispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir , eritilir ve tliplere veya erlemmayerlere taksim
edilir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Triptofanli Nutrient Broth:

Nutrient Broth ......... 8.0 gr

Triptofan «.cocveeeevees 1.0 ¢gr
Hazirlanisi: Maddeler damitik su icerisinde siispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir, eritilir ve tiiplere taksim edilir. Acik otoklav-
da 100°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Nutrient Agar (NA):

Nutrient Broth ......... 8.0 gr

Bacto Agar .....ceeee00 15.0 gr
Hazirlanigi: Maddeler damitik su igerisinde siispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir, eritilir ve otoklavda 1219C’de 15 dakika'steri’-

lize edilir.

Nutrient Jelatin:

Nutrient Broth ......... 8.0 gr

Jelatin ..c00000000000 120.0 gr
Hazirlanisi: Maddeler damitik su .it;erisinde slispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir, eritilir ve tiiplere 7-8'er ml taksim edilir. Oto-
klavda 121°C’de 15 dakika strerilize edilir. Sterilizasyondan sonra
tipler dik vaziyette birakilarak katilasmalar: sag'lanlr.

Kanli Nutrient Agar:
Nutrient agar ....e00.. 23.0 gr
Kan ceeeveesvscnceeesee 70.0 ml
Hazirlanigi: Nutrient agar damitik su icerisinde slispanse edilir,
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hacim 930 ml'ye tamamlanir ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilir. 50°C’lik su banyosunda sabit sicaklifa getirilidikten sonra
70 ml steril, fibrinsiz koyun kani ile karistirilir ve petri kutula-

rina dokiiliir.

Nutrient Broth + Yeast Ekstrakt Medium (NYM Broth):

Nutrient Broth ......... 8.0 gr

Yeast Ekstrakt ......... 0.5 gr
Hazirlanisi : Maddeler damitik suda slispanse edilir, eritilir, hacim
1 litreye tamamlanir we tiplere 0.9’ar ml taksim edilir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Nutrient Broth + Yeast Ekstrakt Yumusak Agar (NYM Yumusak Agar):
Nutrient Broth ......... 8.0 gr
Yeast Ekstrakt .v.ec.... 0.5 gr
Bacto AZAr ceeeevesceses 7.5 gr
Hazirlanisi : Maddeler damitik suda siispanse edilir, eritilir, hacim
1 litreye tamamlanir ve tijplere 3’er ml taksim edilir. Otoklavda
121°C*de 15 dakika sterilize edilir. '

Nutrient Broth + Yeast Ekstra.kt: + Tuz Medium (NYSM Broth):
Nutrient Broth.......... 8.0 gr : !
Yeast Ekstrakt ....ve0.. 0.5 gr
CaClz seeeecsnanansanses T.0x10-4M _
MNCl2 eevvcecasocenranes 5.0x10-M :
MZCI2 vuvereeossaneneans 1.0x10-3M
Hazirlanisi : Maddeler damitik su igerisinde siispanse edilir, hacim 1
lif,reye tamamlanir, eritilir wve otoklavda 121°C’de 15 dakika s’;.eri-

lize edilir.

Nutrient Broth + Yeast Ekstrakt + Tuz Yumusak Agar Mediim (NYSM
Yumugak Agar):

Nutrient Broth «........ 8.0 gr

Yeast Ekstrakt ..cec.... 0.5 gr

CaClzesacesonenssoesssen To0x10-M

MiClzeeeeesensosoacscnss 5.0x10°5M

MECl2eeveersorovacnenoes 1.0x10-3M

Bacto AZar ..cesevseeces 7.5 gr
Hazirlanisi : Maddelér damitik su icerisinde slispanse edilir, hacim 1
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litreye tamamlanir, eritilir ve otoklavda 121°C*de 15 dakika steri-

lize edilir.

Nutrient Broth + Yeast Ekstrakt + Tuz Agar (NYSM Agar):

Nutrient Agar ......... 23.0 gr

Yeast Ekstrakt ......... 0.5 gr

CaClaeveeneencannncnsees 7.0x10-4M

MiCl2.eereeeeeeennnnness 5.0x10°5M

MZClzeeeeroneereenneenss 7.5x10°3M
Hazirlanisi : Maddeler damitik su igerisinde stispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir, eritilir ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steri-
lize edilir.
Nutrient Agar + Yeast Ekstrakt + Streptomisin Medium (NYST Agar):

Nutrient Agar ......... 23.0 gr

Yeast Ekstrakt ......... 0.5 gr

Streptomisin Siilfat .. 100.0 mg
Nutrient Agar ve Yeast Ekstrakt damit1k suda siispanse edilir, hacim 1
litreye tamamlanir ve otoklavda‘ 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
50°C’1ik su banyosuna konarak sabit sicaklifa gelmesi saglanir. 1-2
ml damitik suda cﬁzﬁlen streptomisin stilfat 0.2 um’lik memb}'an filt-
reden siiziilerek sterilize edilir ve besiyeri ile karistirilarak petri

kutularina dokiiliir.

Biotin + Arjinin + Tiamin + Streptomisin + Tuz Besiyeri (BATS):
Tuz Solusyomu : \ '
 MgSO4XTH20 +veeveeesee. 50.0 mg

MnCl2x4H20 cevvvveeceoss 4.0 mg

FeSO4xTH20 cevvvensesees 2.8 mg

CaCl2x2H20 cevveveeveess 1.5 mg

Damitik SU ¢eveveesess 450.0 ml
Maddeler damitik su igerisinde eritilir ve bu solusyona %0.03 ora-
ninda (hacim/hacim) H2S04 karistirilarak asitlestirilir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

Fosfat Tuzlari + Agar Solusyomu ¢
NazHPO4eeeeceaseeeneeess 5.57 gr
KH2POtsveverernononsesss 2.40 gr
Bacto AAL «eveevvsers. 15.00 gr
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Damitik s «veevveress 500.00 ml
Maddeler damitik su igerisinde siispanse edilir, eritilir ve otoklavda
21°C’de 15 dakika sterilize edilir . 50°C?’1lik su banyosuna konarak

sabit sicaklifa gelmesi saglanir.

Amino Asit + Streptomisin Siilfat Solusyonu :

L-Arjinin scececessseses 8.0 gr

Tiamin ceeeeceencsssees 20.0 mg

Biotin veeacersecereases 2.0 Uug

Streptomisin Siilfat .. 100.0 mg

Damitik su cveeeceeeees 50.0 ml
Damitik suda ¢oziilen maddeler 0.2 im’lik membran filtreden siizlilerek
sterilize edilirler. ;
Hazirlanisi : Ayr1 ayri hazirlanip sterilize edilen 3 solusyon karig-

tirilir ve petri kutularina dokiiliir.

Klkig‘ler Demirli Agar Besiyeri :

Lab-Lemeo ccevseveeseess 3.0 Br

Yeast Ekstrakt ....e¢s... 3.0 gr

Peplon ceveeseosssccons 2Q.0 gr

NaCl cvevevcssscsonsenecs 9.0 gr J

LaktOZ sesessescesseess 10,0 gr

Dekstroz «ceveevcesceees 1.0 gr

Demir sitrat ........... 0.3 gr ' . .

Sodyum tiyosiilfat ...... 0.3 gr

Fenol kirmizisi ....sves 0.05 gr

Agar (Oxoid No:2) ..... 12.0 gr ,
Hazirlanisi : Yukaridaki hazir besiyerlerinden 55 gram tartilir,
damit1ik suda sitispanse edilir, hacim 1 litreye tamamlanir, eritilir ve
tiiplere 10-12’ser ml taksim edilir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra tiplerin taban kisminda 3.0-
3.5 em*’lik eZilmemis kisim kalécak gekilde ttipler efilir ve katilag-

malar: saglanir.

Nisasta Agar Besiyeri :
Nutrient Agar ......... 23.0 gr
Patates nisastasi ..... 10.0 gr
Nigasta bir miktar damitik su icerisinde ¢oziiliir, Nutrient Agar ile
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karigtirilir, hacim 1 litreye tamamlanir ve otoklavda 115°C’de 15 da-
‘kika sterilize edilir.

Simon Sitrat Agar Besiyeri :
Magnezyum Stilfat ....... 0.2 gr
Amonyum Hidrojen Fosfat .0.2 gr
Sodyum Amonyum Fosfat .. 0.8 gr
Sodyum Sitrat .....c.... 2.0 gr
Sodyum Kloriir .......... 5.0 gr
Brom Timol Mavisi ...... 0.08 gr
Bacto Agar +.ceeceese.. 15.0 gr
Hazirlanisi : Maddeler damitik su icerisinde siispanse edilir, hacim 1

litreye tamamlanir, eritilir ve tiiplere 7-8’er ml taksim edilir. Oto-
klavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir ve yatik vaziyette biraki-
larak katilasmalari saglanir.

Brom Timbl Mavisi ilaveli Peptor;:iu Su Besiyeri :
Peptonlu su :

Pepton ceeeeiesesness.. 10.0 gr

NaCl veeeeccececsceceses 3.0 gr

Damitik SU secevecesss 900.0 ml

Brom Timol Mavisi indikatorii :
Brom Timol Blue ..sv.... 0.4 gr
Damitik SU eseeeseeees.100.0 ml
Hazirlanigi ¢ 900 ml peptonlu suya 100 ml boya solusyonu eklenir,iyi-

ce karistirilir ve pi’1 7.4'e ayarlanir. Ig:lerindeﬂiirham tipleri bu-
lunan tiiplere 5-7’ser ml taksim edilir ve otoklavda 121°C*de 15 daki-
ka sterilize edilir. Tiplerdeki besiyerlerine filtrasyonla sterilize .
edilmis % 10’luk seker solusyonlarindan son konsantrasyon %1 olacak
sekilde ilave edilir

Glukoz - Fosfat Besiyeri :
Pepton sceeeeseccceceess 5.0 gr
KzHPO4eeeoeooaoosonesees 9.0 gr
Hazirlanisi ¢ Maddeler damitik suda ¢oziiliir, hacim 1 litreye tamam- -
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lanir, pH’1 7,5'a ayarlanir ve 5 gram glukoz ilave edilir. fyice
karistirilir ve tiiplere 1.5%ar ml taksim edilerek otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilir.
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FX-B Boyalar, Difer Solusyonlar ve Hazirlanislari

Amonyum Oksalat-Kristal Viyole Solusyonu :
Solusyon A:
Kristal Viyole ........ 10.0 gr
Etil Alkol (%495) ..... 100.0 ml
Solusyon B:
Amonyum Oksalat ........ 1.0 gr
Damitik sU .eseeeees.. 100.0 ml
Hazirlanis:i : Solusyon A’dan 20 ml, solusyon B’den 80 ml. alinarak

karistirilir ve bir gece bekletildikten sonra siiziiliir.

Lugol Solusyonu :
Iyol civevveessennensess 1.0 gr
Potasyum iyodur ........ 2.0 gr
" Damitik 8U seeevessess 300.0 ml

Karbon-Fuksin Solusyonu :
Solusyon A:

Bazik fuksin .......... 10.0 gr

Etil alkol (%95) ..... 100.0 ml ' ,
Boya alkolde ¢oziiliir ve 1 gece bekletildikten sonra stiziiltir.
Solusyon B: -

Fenol .ececeeecessncnenss 5.0 g1

Damitik 58U «coeesevses. 100.0 ml
Hazirlanigi : 10 ml solusyon A ile 100 ml solusyon B karigstirilir. Bu
karisimdan 1 ml alinarak 10-20 hacim damitik su ile seyreltilir.

Malasit Yesili Solusyonu :
Malasit yesili «cevevees 3.0 gr
Damitik SU ¢ceevecveees 100.0 ml

Sulu Bazik Fuksin Solusyonu :

Bazik fuksin .ceeceeeees 3.0 gr

Etil alkol (%95) ..... 100.0 ml
Hazirlanisi : Bazik fuksin etil alkol icerisinde c¢oziillir. Bu stoktan
10 ml almu; ve 100 ml damitik su ile seyreltilir.
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Aseton - iyot Solusyonu :

Ivol ceveevecececeseess 10.0 gr

Potasyum iyodur ........ 6.0 gr

Damitik SU ssssescesees 10.0 ml )
Hazirlanisi : iyot ve potasyum iyodur damitik su icerisinde ¢oziiliir
ve %95'1ik etil alkolle 100 ml’ye tamamlanir. Bu solusyondan 3.5 ml

alinir ve 96.5 ml aseton ile karistirilir.

Kovacs Ayrac1i

p-dimetilaminobenzaldehit.. 5.0 gr

Amil alkol ...viieeveenees 75.0 mi

HCl civvrevccnerenvnnensss 25,0 ml
Hazirlanigi : p-dimetilaminobenzaldehit 50-55°C’lik su banyosunda
alkol icerisinde ¢oziilir. Bunun iizerine, sofuduktan sonra asit, ilave

edilir. Isiktan korunur ve +4°C'de saklanir.

Metil Kirmizisi Solusyonu :
Metil kirmizisi .eeec... 0.04 gr
Susuz etil alkol ...... 40.0 ml
Damitik SU ceeeeeessees 60.0 ml
Hazirlanisi : Metil Kirmizis1 dnce etil alkolde ¢ozliliir ve dpha sonra

su ile 100 ml’ye tamamlanir.

o~Naftol Solusyor;u §
Ot—nﬂftol eevsesesnsessesns 5‘0 gr l
Etil alkol ....eeveess 100.0 ml ‘ '

Serum Fizyolojik Solusyomu :
NaCl cecveveccescnsasese 8.5 Br
Damitik S8 seeveesee..1000.0 ml
Hazirlanigi : NaCl damitik suda c¢ozliliir ve hacim 1000 ml’ye tamam-

Jlanir.

7. C,
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