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ÖZET
Bu çalýþmada, böcek patojeni olduðu belirlenmiþ 39 Bacillus izolatýnýn Bacillus
thuringiensis (B.t.) türüne ait olanlarý serolojik olarak belirlenmeye çalýþýlmýþtýr. Bu
amaçla üç adet B.t. serotipinin (B.t. thuringiensis, B.t. kurstaki, B.t. tenebrionis)
flagellar antijeni hazýrlanmýþ ve hazýrlanan antijenlerdeki protein miktarlarý B.t.
thuringiensis için 3,4 mg/100  L, B.t.kurstaki için 0,18 mg/100  L ve B.t.tenebrionis
için 0,32 mg/100 L olarak tespit edilmiþtir. Hazýrlanan antijenler tavþanlara dört
günde bir olmak üzere toplam beþ kez damar içine enjekte edilmiþtir.  Son enjeksiyon
iþleminden 6 gün sonra tavþanlardan tüm kan toplanmýþ ve serumlardaki son antikor
titre düzeyleri belirlenmiþtir. Antikor titre düzeyleri sýrasýyla; B.t.thuringiensis için
1/8192, B.t.kurstaki için 1/2048, B.t.tenebrionis için 1/6400 olarak bulunmuþtur.
Hazýrlanan antiserumlar 39 adet Bacillus izolatýnýn tanýmlanmasýnda kullanýlmýþtýr.
Bu 39 izolatdan 16 adedi pozitif reaksiyon vermiþ ve Bacillus thuringiensis türüne
ait olduðu belirlenmiþ, ancak 23 adedi ise hiç reaksiyon vermemiþtir.
Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Bacillus thuringiensis, serolojik tanýmlama

DETERMINATION OF SOME ENTOMOPATHOGEN BACILLUS ISOLATES
BY SEROLOGYCAL IDENTIFICATION

ABSTRACT
 In this study, previously determined 39 entomopathogens Bacillus isolates,which
belong to Bacillus thuringiensis (B.t.) species, were identified by serological
approach. Thus,  three B.t. serotypes (B.t. thuringiensis, B.t. kurstaki, B.t.
tenebrionis) were used in order to prepare the flagellar (H) antigens, and  the
protein contents of H antigens were found to be 3,4  mg/100  L,  0, 18  mg/100  L and
0,32 mg/100 L respectively. The H antigens of B.t. serotypes were injected
intravenously  to rabbits once every four days intervaly and they were bled 6
days after  the last injection. Each blood sample was tested to determine the final
H aglutinin titer level. These levels were 1/ 8192 for B.t. thuringiensis; 1/ 2048 for
B.t. kurstaki and 1/ 6400 for B.t. tenebrionis respectively. In the identification of
these 39 Bacillus isolates, antisera were used. 16 of these isolates gave positive
reaction and were found to belong to B.
Key Words: Bacillus sp., Bacillus thuringiensis, serological identification
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1.GÝRÝÞ
Çeþitli zararlý böcek türlerine etkili çok sayýda bakteri saptanmýþ, ancak bunlardan beþ tür kimyasal

mücadeleye alternatif olarak uygun bulunmuþtur. Bunlar Bacillus thuringiensis, Bacillus
sphaericus, Bacillus lentimorbus, Bacillus popilliae, Bacillus larvae'dýr. Bunlar endospor
oluþturan gram pozitif, sporlanma aþamasýnda entomopatojen toksin üretme özelliðinde bakterilerdir.
Birbirlerinden ayýrýmlarý için sporlanma özellikleri (Sporangiyum ve spor morfolojisi) ve biyokimyasal
aktivitelerine bakýlmaktadýr. Bu tip çalýþmalar uzun zaman aldýðý için serolojik tanýmlama çalýþmalarýna
yönelinmiþtir (1-4).

 Spor üreten insektisidal özellikteki beþ tür bakteri  içerisinde böceklere en etkili iki tür Bacillus
thuringiensis ve Bacillus sphaericus'dur. Bacillus sphaericus çeþitli sivrisinek ve karasinek
türlerine etkili olmasýna karþýn, Bacillus thuringiensis (B.t.) pek çok böcek türüne karþý etkili
bulunmuþtur. Bacillus thuringiensis türü içerisinde farklý böcek türlerine etkili pek çok suþ
bulunmuþtur. Bu suþlarýn etkili olduklarý böcek türlerinin farklý olmasý ve farklý toksin üretmeleri
nedeniyle deðiþik gruplandýrmalar yapýlmýþ ve ticari preparatlarý hazýrlanmýþtýr (5-9).

 B.thuringiensis' in insektisidal aktiviteye sahip bazý toksinleri Lepidoptera, Diptera:
Nematocea, Coleoptera: Chrysomelidae ve Neuroptera üyelerine karþý kullanýlmaktadýr.
B.thuringiensis' in kullaným alaný bulmuþ olan en önemli toksini, Lepidopter ve Dipter larvalarý
üzerinde insektisidal aktiviteye sahip olan, glikoprotein yapýsýnda parasporal kristal bir protoksindir.
Bu protoksin,  larvalarýn sindirim sistemlerindeki, alkali pH'da meydana gelen enzimatik aktivite
sonucunda aktif toksin formuna dönüþmekte ve  insektisidal etkisini gösterebilmektedir (4, 9,11).

 B.thuringiensis' in flagellar proteinlerinin antijenik özelliklerine dayanýlarak yapýlan serolojik
sýnýflandýrmalar ilk kez De Barjac ve Bonnefoi (1962) tarafýndan gerçekleþtirilmiþtir. Daha sonraki
çalýþmalarda B.thuringiensis serotiplerine yenileri dahil edilmiþ ve daha önce H antijenlerine göre
yapýlmýþ olan sýnýflandýrma yeniden düzenlenmiþtir (2, 3, 12-15).

 Bu çalýþmada da,  Bacillus thuringiensis'in bazý serotipleri kullanýlarak flagellar antijenlerine
göre Bacillus thuringiensis türüne ait suþlar belirlenmeye çalýþýlmýþtýr
2. MATERYAL VE METOT

Çalýþmada antiserum üretimi için üç adet B.thuringiensis serotipi (B.t.  thuringiensis, B.t.
tenebrionis, B.t. kurstaki) kullanýlmýþtýr. Bunlardan B.t .thuringiensis T01001, B.t. kurstaki  T03A001
ve çapraz reaksiyonlarýn varlýðýný ortaya çýkarmakta kullanýlan 15 adet B.t. serotipi Pasteur
Enstitüsü'nden temin edilmiþtir. B.t. tenebrionis ise Novo firmasýnýn ticari preparatýndan izole edilmiþtir.
Daha önceki araþtýrmada böcek patojeni Bacillus türleri olarak tanýmlanmýþ 39 adet suþ ise TARMÝK
6 no'lu projeden temin edilmiþtir (16). Pasteur Enstitüsü'nden temin edilen diðer 15 serotip sýrasýyla;
B.t.darmstadiensis T10001, B.t.nigeriensis T08B001, B.t. canadensis T05A001, B.t. aizawai
T07001, B.t. tolworthi T09001, B.t. finitimus T02001, B.t. kenyae T04B001, B.t. galleria T05001,
B.t. sotto T04001, B.t. entomocidus T06A001, B.t. toumanoffi T11011, B.t. thompsoni T12001,
B.t. subtoxicus T06001, B.t. kyushuensis T11A001 ve B.t. israelensis T14001'dir.
2.1. Antijeninin Hazýrlanmasý

 Peritriþ flagellalý B. thuringiensis, flagellar antijeninin hazýrlanmasý için uygun bir bakteri olmakla
birlikte, geliþmiþ flagella sayýsýnýn arttýrýlmasý gerekmektedir. Bunun için, Craigie'in yöntemi modifiye
edilerek kullanýlmýþtýr (17). Bu yöntemde, bakteri serotipleri yumuþak agar içeren, 17 mm çapýnda,
15 cm uzunluðundaki cam tüp içerisine 5 mm çapýnda, 9 cm uzunluðunda ince cam tüp yerleþtirilerek
oluþturulmuþ olan Craige tüplerine aktarýlmýþ ve bakterilerdeki flagella miktarlarýnýn arttýrýlmasýna
çalýþýlmýþtýr (12). Kullanýlan yumuþak agar besiyeri, 8,0 g nutrient broth (Oxoid), 1,5 g
bacteriological agar (Oxoid), 1000 mL damýtýk su içermektedir. Ayrýca flagella geliþme hýzýnýn
saptanmasýnda indikatör olarak besiyerine, sterilizasyon öncesinde 1/50 (V/V) oranýnda sulandýrýlmýþ
metilen mavisi ilave edilmiþtir.
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 Ýnokülasyon iþleminde her bir bakteri serotipi için iki paralel olmak üzere 6 tane Craige tüpü
kullanýlmýþtýr. Nutrient broth'da geliþtirilen bakteriler Craige tüplerine aktarýlmýþtýr. Her inokülasyon
Craige tüplerinin içinde yer alan ince cam tüp içerisine 100  l olarak gerçekleþtirilmiþtir. Craige
tüplerine yapýlan bu aktarma iþlemi 15-20 gün boyunca tekrarlanmýþtýr. Tüpler 37oC'lik etüvde 18
saat süreyle inkübe edilmiþtir (18).

 Bakteri suþlarýnýn saatteki ilerleme hýzý mm olarak tespit edilmiþtir. Ayrýca bu tüplere inoküle
edilen bakteri miktarý yapýlan kültürel sayýmla saptanmýþ ve gerekli hesaplamalar yapýlmýþtýr. Craige
tüplerine aktarýlarak, maksimum geliþme hýzýna eriþtirilen suþlarýn kültürlerinden 1 ml alýnýp 100 mL
nutrient broth (Oxoid) içeren bir litrelik Roux þiþelerine ilave edilmiþ ve 30 oC' da 18-24 saat süreyle
inkübasyonda býrakýlmýþtýr (15). Bu iþlem 2 gün arka arkaya 2 kez  tekrarlanmýþtýr. Roux þiþelerinde
geliþtirilen kültürler 6000 rpm' de 20 dakika süreyle santrifüj edilmiþtir. Besiyerinden ayrýlan pelet 2
kez serum fizyolojik ile yýkanmýþ ve vejetatif hücreleri öldürmek için formaldehit ile muamele edilmiþtir
(12). Bunun için hazýrlanan süspansiyona % 1,0 (V/V) oranýnda formaldehit ilave edilip, 1 saat
süreyle 37oC' lik inkübatörde býrakýlmýþtýr. Hazýrlanan bu antijenler immünizasyon veya titrasyon
uygulamalarýnda kullanýlmak üzere -20oC'da saklanmýþtýr. Formaldehid ilave edilmeden önce, biüret
yöntemiyle antijen olarak hazýrlanan bakteri süspansiyonlarýndaki protein miktarlarý da belirlenmiþtir
(19).

TARMÝK 6 no'lu proje kapsamýnda  izole edilen 39 adet Bacillus suþunun Flagellar (H) antijenleri
de ayný þekilde hazýrlanmýþtýr.
2.2. Antiserumun Hazýrlanmasý

Ýmmünizasyon uygulamalarýnda her bir bakteri için birer tavþan olmak üzere üç adet üç aylýk
albino erkek tavþan kullanýlmýþtýr. Enjeksiyonlar kulaktan damar içine yapýlmýþtýr (Çizelge 1) (20).
Hazýrlanan ve protein içerikleri belirlenen antijenler verilmeden önce herbir tavþandan 0,5-1,0 mL
kan alýnýp serumdaki antikor titre düzeyi belirlenmiþtir. Tavþanlardan alýnan kan oda sýcaklýðýnda 30
dakika  -1,0 saat süreyle bekletilmiþtir. Pýhtýlaþan kan 4000 g'da 15-20 dakika süreyle santrifüj
edilerek kanýn serumundan ayrýlmasý saðlanmýþtýr. Titrasyon iþleminin hemen yapýlmadýðý durumlarda
serumlar -20oC'da saklanmýþtýr. Kan serumundaki titre düzeyleri mikroaglütinasyon test tekniði
kullanýlarak gerçekleþtirilmiþtir.

Mikroaglütinasyon tekniði klasik aglütinasyon testinin titre plaklarýna uygulanmasý þeklinde
gerçekleþtirilmektedir.
Çizelge 1. Enjeksiyon uygulamalarý ve titrelerin belirlendiði günler

4�5�6�7�8 9%:*;	<�=�> ?2@�A	6�7�>B�C*D*E�F2D�GIHJC*K	C L MON�P�KQ2C*E�C*K�R�C�F�KTSUF�V	W�C HYX�K Z2[
\ M�]�N�P	KB�C*D*E�F2D�GIHJC*K	C L ^�]�N�P	K_ V	C*K	R�C�F�KTSUF�V	W�C`HYX�K Z	a*b2[
\ ^�]�N�P	KB�C*D*E�F2D�GIHJC*K	C L c�]�N�P	Kdfe P�K�R�PfF�KTSgF�V�W�C HYX�K Z	a*b2[
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22. günde tavþanlarýn tüm kaný toplanmýþ ve serumlarý ayrýlýp, steril bir tüpe alýnmýþtýr. Bu þekilde
hazýrlanan antiserumlarýn özgüllüðünü arttýrmak amacýyla antiserumlardan somatik antikorlarýn
uzaklaþtýrýlmasý gerekmektedir. Bu amaçla, antiserumlarý hazýrlanan üç bakteri serotipi nutrient agar
(Oxoid) besiyerinde 37oC'da 18 saat süreyle geliþtirilmiþ ve besiyerinden toplandýktan sonra, 2 saat
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boyunca 100oC'da kaynatýlmýþtýr. Bu þekilde hazýrlanan somatik antijenler 1/3 oranýnda serumlara
ilave edilmiþ ve bir saat boyunca oda sýcaklýðýnda bekletilmiþtir. Daha sonra 4000 g'de santrifüj
edilerek somatik antijen-antikor kompleksinin uzaklaþtýrýlmasý saðlanmýþtýr.
2.3. Antiserumlarda Titre Düzeylerinin  Belirlenmesi

  Elde edilen antiserumlarda antikor titre düzeyleri mikroaglütinasyon yöntemiyle tespit edilmiþtir.
Mikroaglütinasyon kaplarýnýn (titerplate) 2.-12. sütunlar antiserum sulandýrýmlarý için, alt yatay iki
sütun ise antijen kontrolleri olarak kullanýlmýþtýr. Antiserum sulandýrýmlarý 2. kuyucuktan baþlayarak
soldan saða doðru 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024, 1/2048, 1/4096, 1/8192 olacak
þekilde yapýlmýþtýr. Bu þekilde hazýrlanan mikroaglütinasyon kaplarý 50oC-52oC'lik su banyosunda
1,5-2,0 saat bekletilmiþtir.

  TÜBÝTAK Tarýmsal Mikrobiyoloji Ünitesi (TARMÝK) 6 no'lu projeden temin edilen 39 adet
Bacillus izolatý hazýrlanan antiserumlarla tanýmlanmaya çalýþýlmýþtýr.
3. BULGULAR

B.t.thuringiensis' den hazýrlanan antijendeki protein miktarý diðerlerinden daha fazla bulunmuþtur.
Bu durum immünizasyonda ulaþýlan titre düzeyleri açýsýndan da farklýlýk göstermiþtir (Çizelge 2).
Çizelge 2. B.t. serotiplerinden hazýrlanan antijenlerdeki protein miktarlarý ve elde edilen antiserumlarda ulaþýlan
                    titre düzeylerir s�t�u�v�w*x y2z	v�w {Us�z	|	s�}	w�x	t�u�v�s�w zf~
w*}	v���t��� ~f���������
����� y2z	v�w*��s�t��	~f�*��t��*z�|	��}�w���u�zfv�w v�t�s|��	��s�����s�t�w�	� �����*���	��� �T�Y�*������� � �	� � ���*�	�� �¡�	� ����¢��	������£�¢�� ¤	� ��� ���*¡�¤�����	� ���������	��¥	���*¦��	� � ¤	� ��¡ ���*§���¤�¤

 Elde edilen üç antiserumla 39 adet bakteri izolatýnýn identifikasyonlarý gerçekleþtirilmiþ olup,
ayný zamanda Pasteur Enstitüsü'nden temin edilmiþ serotiplerin bu antiserumlarla çapraz reaksiyon
verip verilmediðine bakýlmýþtýr (Çizelge 3).
Çizelge 3. Hazýrlanan antiserumlarla çapraz reaksiyon veren Bacillus thuringiensis (B.t) serotipleri

¨ª©*«*©�«*¬	­	®�¯*°T±J¯�²�°	³�¯*³�´2µ�¶�·�¸�¹�º�»	¼
»	½�¾�¿2À2¿�Á	º�¿�Â2Ã2¹�¿�Ä�¸*·*½	Å�µ
Æ
¹�º�¹�µ
Ç2È ¶�È�É	¹�º�Å�¶�·*Á	¾�¹�º�·ÊYË*Ì�Í�Î�Ï	Ð�Ñ�Ì*Ò�Î�Ó ÔÊYË*Ì�Í�Ì Õ�Ö�×ÙØªÑ�Ö�Ú�Ó ÛÊYË*Ì�Í�Î�Ï	Ð�Ñ�Ì*Ò�Î�Ó	Ü�Ý�Þ�ß*à�á�â�ã�ä2ãTåYæ*ç�è�ç�é�â�ç�ê2ë�á�ç�ì	à�ß åJí�Ý2î
á�â�á�Ý2ï2Í Þ�Í�ð�á�â�í�Þ�ß é	æ*á�â�ßÊYË*Ì*Ë�Ì Õ�Ï	Ð�Ó*ÚTñJÓ*ò�Ú�Ñ�Ó*Ñ ÛÊYË*Ì�ÍóñôÒ�õ*õ*ò�Ð�Ó*Ò ÛÊYË*Ì�Í�Ì ò�Ú�ò�ö	Ð�Ó*Ö�Ú�Ó*Ñ�Ü2Ý�Þ�ß*à�á�â�ã�ä
ãTåJæ*ç2è�ç�é�â�ç�ê�ë2á�ç�ì	à�ß åYí�Ý2î2á�â�á�Ý2ï2Í Þ�Í�ð	á�â�í�Þ�ß é�æ*á�â�ßÊYË*Ì*Ë�Ñ�Ö�Ì*Ì*Ö ÛÊYË*Ì*Ë2ÎI÷JÏ�Ñ�Õ�Ï�ò�Ú�Ñ�Ó*Ñ ÛÊYË*Ì*Ë�Ò�Ó ÔUÒ	ø�Ò�Ó ÛÊYË*Ì*ËTñôÒ�õ*õ*ò�Ð�Ó*Ò Û
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Yukarýda belirtilen reaksiyon sonuçlarý göz önüne alýnarak TARMÝK 6 no'lu proje kapsamýnda
izolasyonlarý yapýlmýþ olan Bacillus izolatlarýnýn Bacillus thuringiensis türüne ait olanlarý belirlenmeye
çalýþýlmýþtýr (Çizelge 4).
Çizelge 4. Bacillus izolatlarýnýn hazýrlanan antiserumlarla verdikleri reaksiyon sonuçlarý

ùªú�û�ü*ý*ý þ�ÿ��������	��
��	����� ù�
 ��
�����þ���ü����ôü	�	�	ÿ�ü*ÿ
����
��	�	���������

ù�
 ��
 �	�	��������ü�����ü*ÿ
����
	�	�	�	����� �

ù�
 ��
 !�þ���ÿ�� ú�!�ü
����
	�	�	�	����� �

" # $ $
%�& # $ $
'�( # $ #
'�(�) # $ $
'�% $ $ #
'�& $ $ $
(�*�" $ $ +
(�*�' $ $ $
(�,�- $ $ $
(�.�. # $ $
"�(�. $ + $
"�-�" # $ $
"�.�. # $ $
"�/�' $ $ $
"�'�- $ + +
,�*�. $ $ $
,�*�' $ $ $
,�(�' $ $ $
,�(�& $ $ $
,�"�% $ $ $
,�%�" $ $ $
,�%�% $ $ $
,�%�& $ $ $
,�-�" $ $ $
,�-�, $ $ $
,�.�, $ # $
,�.�. $ $ $
,�.�/ $ $ $
,�.�' $ # $
,�&�. $ $ #
%�*�% $ $ $
%�"�* $ $ #
%�,�- # $ $
%�.�( $ $ $
%�.�, $ $ $
%�/�% $ $ $
%�'�% $ $ $
%�'�/ $ $ $
-�(�( $ $ $

4. TARTIÞMA VE SONUÇLAR
Hazýrlanan antiserumlarla Pasteur Enstitüsü'nden temin edilen 15 adet B.thuringiensis serotipi

arasýnda çapraz reaksiyonun mevcut olup olmadýðýna bakýlmýþtýr. Çizelge 2' de görüldüðü gibi B.t.
thuringiensis ve B.t. kurstaki arasýnda çapraz reaksiyonun varlýðý ortaya çýkarýlmýþtýr. B.t. galle-
ria
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hem B.t. kurstaki antiserumu ile hem de B.t. tenebrionis antiserimu ile çapraz reaksiyon vermiþtir.
Çapraz reaksiyonlar, iki veya daha fazla bakteri arasýnda ortak H antijenlerinin varlýðýný
düþündürmektedir. B.t. tenebrionis  antiserumu ile çapraz reaksiyon veren B.t. sotto, B.t.
kyushuensis, B.t. aizawai için de ayný durum söz konusudur.

Çalýþmada sferik sporlarýyla tipik olan Bacillus sphaericus' a ait olduðu belirlenen 89, 461, 463,
474, 484, 487, 511, no'lu suþlarýn hazýrlanan antiserumlardan hiçbiriyle reaksiyon vermemesi ve
antiserumlardaki somatik O antijenlerinin uzaklaþtýrýlmasý türler arasý  çapraz reaksiyon þansýný yok
etmiþtir.

108, 135, 278, 306, 308, 318, 319, 324, 342, 344, 349, 352, 353, 366, 367 ve 404 no'lu izolatlar
hiçbir antiserumla reaksiyon vermemiþtir. B.t. thuringiensis antiserumuyla reaksiyon veren 2, 49,
81, 81*, 166, 252, 266 ve 435 no'lu izolatlarýn biyokimyasal tiplendirmede sýnýflandýrýlamamalarýna
karþýn serolojik açýdan B.t. thuringiensis olarak belirlenmesi mümkün olmuþtur. B.t. tenebrionis
antiserumuyla reaksiyon veren 216, 285, 363 ve 368 no'lu izolatlarýn serotipleri çapraz reaksiyon
vermeleri nedeniyle tam olarak belirlenememiþtir. B.t. tenebrionis olabileceði gibi serotip H 5a 5b
(B.t.galleria), H 6 (B.t. entomocidus), H 9 (B.t. tolworthi), H 11a 11c (B.t. kyushuensis) ve H 14
(B.t.israelensis) serotiplerine ait olabileceði görülmektedir. Diðer taraftan 84, 102, 396 ve 420 no'lu
izolatlar B.t. kurstaki antiserumu ile reaksiyona vermiþtir. Ancak bu antiserum B.t. thuringiensis ve
B.t.. galleria ile çapraz reaksiyona girmiþtir.

Sonuç olarak Bacillus thuringiensis serotiplerinden hazýrlanan flagellar antijenlere karþý
hazýrlanan antiserumlar Bacillus izolatlarýndan bu türe ait olanlarýn teþhisinde baþarýyla kullanýlmýþ,
ancak serotip düzeyinde belirlenmeleri serotipler arasý çapraz reaksiyonlardan dolayý mümkün
olmamýþtýr. Bunun monoklonal antikor tekniði ile mümkün olabileceði düþünülmektedir.
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