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Bu caligmada, Bacillus sphaericus’un 13’{i patojen ve 6’si patojen olma-
yan toplam 19 susunun gerek vejetatif ve gerekse spor evresi filtrat proteinleri
Native-PAGE ve SDS-PAGE ile incelenmig ve suglar protein profillerine goére
kargilagtirilmigtar.

Suglar sporlanmig evrede Kkarsilagtinldiklarinda, native-PAGE ile elde
edilen filtrat protein profilleri ayn: faj ve serogrupta olmalarina rafmen suglan
aymrmaktadir. DiBer taraftan genel olarak, filtrat protein profillerine gore
yapilan tiplendirmenin serotiplendirme ve faj tiplendirmesi ile uyumlu oldugu
goriillmiistlir. Buna ilaveten B. sphaericus suslarinin aynminda Native-PAGE
analizinin daha kullamigh oldufu anlagilmmgtir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus sphaericus, Sivrisineklerin mikrobiyal

kontrolu, Smmflandirma, Elektroforez.
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In this study, a total of 19 strains of Bacillus sphaericus (13 of them
pathogen, 6 of them nonpathogen) in both vegetative and sporulated stages
were compared according to their filtrate protein profiles obtained by Native-
PAGE and SDS-PAGE.

When the strains were compared in sporulated stage, filtrate protein
profiles obtained by native-PAGE differ the strains even in each phage and
serogroups. On the other hand, generally it has been seen that the typing
according to filtrate protein profiles was correlated with serotyping and phage
typing. In addition, it has been understood that the discrimination of B. spha-
ericus strains by Native-PAGE was more useful.

KEY WORDS: Bacillus  sphaericus, Microbial control of mosquitoes,

Classification, Electrophoresis.
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1. GIRIiS
1.1. Bacillus sphaericus’an Sivrisineklerle Miicadelede Yeri ve Onemi

Zararlilarla miicadelede cok uzun yillardan beri kimyasal insektisitlerin
kullanildigy bilinmektedir. Her gegen giin daha cok kullaniimas: gereken kim-
yasal insektisitler, ekosistemdeki dogal dengeyi bozdugu gibi besin =zincirine
dahil olarak saglhg: tehdit edici boyutlara ulagmakta ve hatta Oliimlere neden
olmaktadir. Zamanla insektisitlerin zararli etkileri anlagilmig ve bazilarinin
kullanimi yasaklanmigtir. Ayrica kimyasal insektisitlerin gevreyi siirekli kirlet-
mesi, hedef olmayan organizmalara etki gostermesi, boceklerin bunlara zamanla
diren¢ kazanmalari, cofunun toprak ve suda kaliciliklari ve birikimleri nede-
niyle son yillarda biyolojik miicadele icerisinde yer alan mikrobiyal kontrol,

bazi alanlarda kimyasal miicadeleye bir alternatif olarak ortaya ¢rkmugtir.

Sivrisinekler, bagta sitma olmak {izere bazi hastaliklari tagimalar
acisindan oldukca Onemlidir. Yukarida aciklanan sebepler, sivrisineklerle
miicadelede  glintimiizde kimyasal preparatlar yerine biyoinsektisitlerin
kullammmim1 giindeme getirmigtir. Biyoinsektisitler, sivrisineklere larva evresinde

etki ederek ergin evreye ulagmalarim1 engellemektedirler.

Giinlimiizde sivrisinek larvalarinda patojen iki bakteri tlirli mevcuttur:
Bacillus sphaericus ve Bacillus thuringiensis israelensis. Bunlardan B.t. israe-
lensis toz preparatlar halinde baz1 ilkelerde sivrisineklerle miicadelede
kullamilmaktadir. Ulkemizde de sivrisineklerle biyolojik miicadele ile ilgili
caligmalara baglannus olup halen devam etmektedir (Boggelmez vd. 1983,
1984, Cakmak¢t vd. 1985, Bursalioglu ve Oner 1986, Bagci vd. 1991,
Cetinkaya et al. 1995, Cetinkaya ve Cakmakci 1991, 1996, Cokmus and
Yousten 1991, Cokmus and Elgin 1995, Elgin et al. 1995).



Sivrisineklerle miicadelede aday olan, iizerinde bircok caligmalar yapilan
ve giliniimiizde pratik kullanima hazirlanan B. sphaericus ise bazi 6zellikleriyle
B.t. israelensis’ten farkliliklar gostermektedir. ilk kez Neide (1904) tarafindan
tanimlanan B. sphaericus, saprofit bir mikroorganizma olup, sporlari toprak ve
sucul ortamlarda bulunur. Bakteri zorunlu aerob, yuvarlak spor olugturan,
gelisme icin karbon kaynaklari olarak sekerleri kullanamayan entemopatojen bir

mikroorganizmadir (Russell et al. 1989).

B. thuringiensis’in aksine B. sphaericus sivrisineklere kargt patojen olma-
yan suglar da icerir. Patojen suglarin bazilan yiiksek toksisiteye sahiptirler. Bu
suglar sporlanma sirasinda toksik proteinleri igeren kristaller sentezlerler
(Baumann et al. 1987, 1988). Broadwell and Baumann (1986) kristal toksin
sentezinin {issel gelisme devresinin sonunda bagladigini ve 7 saat sonra

tamamlandifini rapor etmiglerdir.

1.2. Bacillus sphaericus Suglarinin Ayrim ve Klasifikasyonu

Sivrisinek larvalarinda ilk patojen B. sphaericus susu Oli Culiseta insi-
dens larvalarindan California’da izole edilmigtir (Kellen and Meyers 1964).
Daha sonra Kellen K olarak adlandirilan bu bakteri susu ilk aktif B. sphaeri-
cus izolatt olarak rapor edilmigtir (Kellen et al. 1965). Daha sonra 1973’de
Singer tarafindan SSII-1, 1977 yilinda da 1593 susunun izole edilmesiyle buna
yonelik caligmalar yogunlagmig ve sirasiyla 2297 (Wickremesinghe and Mendis
1980), 2362 (=290-8) (Weiser 1984) ve IAB 59 (de Barjac et al. 1988)
suglar1 izole edilmigtir. Su anda teghis edilmig ve tanimlanmig 300’lin iizerinde
sus mevcuttur. Bunlarin yarist sivrisineklerde patojen olup bazilari yiiksek

larvisidal aktiviteye sahiptir (Thiéry and de Barjac 1989). Parasporal Kristal



bulunduran B. sphaericus suglarimin yiiksek viriilense sahip oldugu ve kristal-
lerde 42 ve 51-kDa’luk toksik proteinlerinin bulundugu bilinmektedir

(Davidson and Myers 1981).

Izole edilen birgok susun birbiriyle karistirilmasi, suglar arasinda ayrimi
gelistirmek ve suglanin  teshisinin  dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu
giindeme getirmistir. Siniflandirmaya yonelik ilk caligmalar genelde morfolojik
ve biyokimyasal karakterizasyon temel alinarak yapilmigtir. Ancak Ozellikle
fenotipik Ozellikler suglarin ayrimm igin yeterli olmadifindan degisik metodlar

geligtirilmigtir.

ik kez B. thuringiensis suslarimin ayriminda bagariyla uygulanan flagellar
(H) aglutinasyon metodu B. sphaericus suglarimin ayriminda da kullanilmis ve
buna goére B. sphaericus suglar1 farkli serotiplere ayrnlmistir (de Barjac et al.
1980). Buna gore, tanmimlanan 20 H-serogruptan 3 H-serogrup patojen suglar
icermektedir. Serogrup Hla’da en diistik toksisiteye sahip Kellen K ve Kellen
Q susglart yer almaktadir. Orta derecede toksik olan SSII-1, 1404 ve 1930
suglant serogrup H2’de toplanmustir. Serogrup HS5’de ise yiiksek toksisiteye

sahip 2362, 1593, 1593-4, 1691 ve 1881 suglan1 yer almaktadir.

Buna benzer bir bagka caligmada da c¢esitli kaynaklardan izole edilen 54
B. sphaericus sugu, sivrisinek larvalarina toksisiteleri temel alinarak serolojileri-
ne gore siniflandinlmustir (de Barjac et al. 1985). Bir onceki calismada
tanimlanan serogrup HS, H5a5b ve H5a5c olmak flizere iki alt gruba
ayrdmugtir.  Yine serogrup H6 da H6abb ve H6a6c olarak iki  alt gruba
ayrilmigtir. Bunlardan HS5aSb ile H6a6c’nin vektorlerden izole edilen suglar

icerdigi, H5a5c ile H6a6b’nin ise saprofitik suglar icerdikleri rapor edilmigtir.



Bunlardan bagka dort yeni serogrup daha karakterize edilmigtir. Aragtiricilar
aym1 c¢alismada B. sphaericus suslaninin Anopheles stephensi, Aedes aegypti ve
Culex pipiens larvalan i(izerine toksisitelerini de caligmiglar ve suglarin C.
pipiens’e daha etkili olduklanini bulmuslardir. B. sphaericus suglarmi toksisite-
lerindeki azaliga gore HS5a5b — H25 — H2 — Hla — H26a26b seklinde

siniflandirmiglardir.

B. sphaericus suslarinin en son haliyle serogruplart Tablo 1.1°de veril-

mistir (Yousten, A.A. (Virginia) ile mektupla haberlesme 1996).

Tablo 1.1.B. sphaericus suglarinin serogruplari.

Serogrup Suglar

Hla Kellen K, Kellen Q

H2a2b SSII-1, 1883, 1404, 1885-1896, TG65

H3 IAB 881, LPI-G, LP7-A, LP12-AS, LP14-8, LP20-E

H5a5b 1593, 2362, 1691, 1881, 2013-6, 2117-2, 2500, 2501,
2317-3, BSE18, S2, TG148, TG229, TG258, J121, JI42,
J1167

H6 IAB 59, IAB 460, IAB 467, IAB 471, IAB 477-2,

IAB 611, IAB 620.1, IAB 482.1, IAB 482.2, IAB 763,
IAB 769.1, IAB 769.2, IAB 774, IAB 871

H9 2314-2

H9a9¢ 31-2, 34-2

H25 2297, TG365, TG393
H26a26b 2315, 2173

H27 2115

H47 2118

H48ab IAB 872




B. sphaericus suglari, DNA homolojilerine gore de smflandinimigtir
(Krych et al. 1980). Buna gore toplam bes homoloji grup tanimlanmigtir.
Tanmmlanan homoloji grup II de homoloji grup IHHA ve homoloji grup IIB
olmak iizere iki alt gruba aynlmustir. IIA, sadece patojen suslar icermektedir.
DNA homolojisine

anlagilmigtir. Tablo 1.2’de DNA homoloji gruplann ve bulundurduklari suslar

goriilmektedir.

gbre B. sphaericus’un heterojen bir tlir oldugu da

Tablo 1.2.DNA homolojilerine goére B. sphaericus suglari.

DNA homoloji
grubu

Mevcut suglar

I

oA

IIB

1

1A%

A%

Gruplanmamig
suglar

ATCC 14577, ATCC 10208, NRS 967, NCTC 9602

1593, SSII-1, 1404-924B, Kellen K, Kellen Q, 1881,
1691

ATCC 7055, ATCC 7054, ATCC 12300, NRS 718,
NRS 1191, NRS 1196, ATCC 7063, NRS 1194, NRS
1200, NRS 1192, NRS 156

NRS 592, ATCC 12123, P1, NRS 800, NRS 1692,
NRS 593, NRS 1195, NRS 1193, NRS 1197, NRS
1187, NRS 1023, NRRLB 4297, NRS 810, NRS 719,
ATCC 4525, ATCC 4978, NRS 1223

NRS 400, NRS 717, NRS 1529, ATCC 13805,
ATCC 245, NRS 1090, NRS 1693, NRS 1307

NRS 1198, NRS 1199, NRS 1184

1537-4B, NRS 1186, NRRL B1876, NRS 1089,

NRS 1533, NRS 250, NRS 1611, NRRLB183, NRS
344, NRS 1188, NRS 1694, NRS 1691, NRS 349,
NRS 341, NRS 1513, NRS 1514




Patojen B. sphaericus suglarim1 birbirinden ayirmada kullanilan bir diger
metod ise bakteriyofaj tiplendirmesidir. Faj tiplendirmesinde B. sphaericus
suglari, degigik suglara o©zgli fajlarla reaksiyon verip vermemelerine gore
siniflandinilmiglardir. Tablo 1.3’de bakteriyofaj gruplann ve mevcut suslar

goriilmektedir (Yousten, A.A. (Virginia) ile mektupla haberlesme 1996).

Tablo 1.3.B. sphaericus suglarinin faj gruplari.

Faj grup Mevcut suglar
1 Kellen K, Kellen Q
2 SSII-1, 1404, 1883, 1885-1896, TG65, JI50
3 1593, 2362, 1691, 1881, 2013-6, 2117-2, 2500, 2501,

CIB Nigl4, CIB Niglé6, CIB Nigl7, CIB Nigl9, CIB
Gua6, BSE 18, S2, JL60, TG148, TG229, TG258,
TG177, TG263, TGI111, TG395, TG197, TG174,
TG140, RS1A, RSIB, RS2A, RS2B, RSI10, RSI13,
JI21, JI42, JI68, JI167, TS-1, 1509, 8301, IAB 59,
IAB 460, IAB 467, IAB 471, IAB 477-2, IAB 611,
IAB 620.1, IAB 482.1, IAB 482.2, IAB 763, IAB
769.1, IAB 769.2, IAB 774, IAB 872

4 2297, TG365, TG393
6 2115
8 31, 34, LP1-G, LP7-A, LP12-AS, LP14-8, LP20-E

Bir diger calismada ise Frachon et al. (1991) gaz kromatografisi
teknigiyle yag asiti metil esterleri (FAME) ve numerik analizlerine gore B.
sphaericus suslarm incelemiglerdir. Buna gére B. sphaericus suslari, A ve B
olmak Uizere iki ana kiimeye ayrilmaktadir. Toksik suglarin tiimii A kiimesinde
toplanmigtir. Toksik olmayan suglar B kiimesinde veya atipik B. sphaericus
suslan icerisinde yer almaktadir. Ayrica B. thuringiensis’in 6 sugunun A ve B
kiimesiyle yakinlik gosterdigi de bulunmustur.



Elektroforezle de desteklenen bir calismada da B. sphaericus suglarinin
gruplandirilmasinda bakteriyosin aktivitelerinin de kullanilabilecegi bildirilmigtir
(Cokmus and Yousten 1993). Buna gére DNA homoloji gruplarindaki suglar
arasinda bakteriyosin profillerinde cesitlilik gozlenmistir. Ornegin bu calismada
H5a5b’ye ait suglarin benzer bakteriyosin aktivitesi goésterdigi ve Poliakrilamid

jeldeki bakteriyosin bandmin benzer oldugu tesbit edilmisgtir.
13. Protein Profillerinin Bakteri Sistematiginde Kullanimi

Proteinlerin amino asit diziligleri, serolojik ozellikleri ve protein profilleri-
nin sistematikte Snemli bir yeri vardir. Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE)
degisik mikroorganizmalarm protein profillerine gore karakterizasyonu ve
stniflandinlmasinda kullamlmigtir (Bruce and Jordens 1991, Qhobela et al.
1991). Qhobela et al. (1991) tarafindan yapilan bir calismada Xanthomornas
campestris grubuna dahil bakteriler SDS-PAGE ile elde edilen membran prote-
in profillerine gore karsilagtinlmuglardir. Buna gore X. campestris pv. helcicola
izolatlarinda goriilen ortak ii¢ protein, bunlart X. campestris grubuna dahil

diger bakterilerden ayirmaktadir.

Lewis et al. (1987) B. sphaericus’un bazi patojen ve patojen olmayan
suglarinin hiicre duvant ve yiizey tabaka proteinlerini yapisal, biyokimyasal ve
serolojik metodlarla test etmiglerdir. Ylizey proteinlerin peptid haritalar1 ve
serolojik analizleriyle patojen suglar 8 ayri grupta toplanmaktadir. Bu gruplar,
flagellar antijen serotiplendirmesi ve bakteriyofaj tiplendirmesiyle elde edilen

sonuglarla benzerlik gostermektedir.

B. sphaericus suglann SDS-PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri-

ne gore de karsilagtimlmiglardir (Cokmus and Yousten 1994). NY broth ve



NYSM brothda geligtirilen hiicrelerden elde edilen vejetatif hiicre ve spor

protein profillerine gore suslarin karakterizasyonu yapilmistir.

14. Amacg

Bu caligmada, B. sphaericus’un sivrisinek larvalarinda degisik virulense
sahip 13 adet patojen ve 6 adet patojen olmayan toplam 19 susunun vejetatif
hiicre ve spor evresinde SDS-PAGE ve Native-PAGE ile elde edilen filtrat

protein profillerine gore tiplendirilmeleri hedeflenmistir.



2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyaller

2.1.1. Bacillus sphaericus izolatlar

Aragtirmada kullamlan B. sphaericus’un patojen ve patojen olmayan 19
susu Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii Bakteriyoloji
Laboratuvart kiiltiir stoklarindan temin edilmigtir. Caligmada kullanilan bu

suglar Tablo 2.1°de verilmigtir.

Tablo 2.1.Calismada kullanilan B. sphaericus suslari.

Patojen suslar Patojen olmayan suglar
Kellen Q, SSII-1, 1883, ATCC 14577, NCTC 9602
1404, 2362, 1593, 1881, ATCC 7055, NRS 592
2297, IAB 59, IAB 460 NRS 400, NRS 1198

IAB 467, 31-2, 34-2

2.1.2.Kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. Nufrient broth + Yeast ekstrakt ortama (NY Broth)

Nutrient Broth (Oxoid) 80 gr

Yeast Ekstrakt (Oxoid) 05 gr

Hazirlamgr: Maddeler damutik suda siispanse edilerek eritilir. Hacim 1
It’ye tamamlanir. Tiplere, ya da erlenmayerlere taksim edilir. Otoklavda

121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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2.1.2.2. Nutrient broth + Yeast ekstrakt + Tuz ortamm (NYSM Broth)

Nutrient Broth 80 gr
Yeast Ekstrakt 05 gr
CaCl, 7.0x10* M
MnCl, 5.0x10° M
MgCl, 1.0x10° M

Hazirlamg1: Maddeler damtik suda siispanse edilir. Hacim 1 It’ye

tamamlanir, eritilir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

2.1.23. Nutrient agar + Yeast ekstrakt + Tuz ortamam (NYSM agar)

Nutrient Agar (Difco) 230 gr
Yeast Ekstrakt 05 gr
CaCl, 7.0x10% M
MnCl, 5.0x10° M
MgCl, 1.0x10° M

Hazirlam§1: Maddeler damitik suda siispanse edilir. Hacim 1 It’ye
tamamlanir, eritilir. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

2.1.3. Poliakrilamid jel elektroforez icin kullamilan stok cozeltiler

Elektroforez iglemi Laemmli (1970)’ye gore yapilmistir.

2.13.1. Akrilamid + N, N' - metilen bis akrilamid stogu

Akrilamid (Merck) 28.8 gr
Bis akrilamid (Merck) 12 gr
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Maddeler tartilip 75 ml distile su igerisinde c¢oziilerek hacim 100 ml’ye
tamamlanir. Whatman No: 1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam sgisede

+4°C’de saklanir.

2.132. Ayirma jel tamponu (1.5 M Tris-HCl, pH: 8.6)

Gerekli miktarda Trizma base tartilir, suda ¢oziildiikkten sonra 6 N HCI
ile pH 8.6’ya ayarlamir ve son hacime tamamlandiktan sonra Whatman No: 1
filtre kagidindan siiziilir ve +4°C’de saklanir. SDS-PAGE icin % 04 oraninda

SDS ilave edilir.

2.133. Yigma jel tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH: 6.8)

Gerekli miktarda Trizma base tartilir, suda ¢oziildiikten sonra 6 N HCI
ile pH 6.8’¢ ayarlanir ve son hacme tamamlandiktan sonra Whatman No: 1
filtre kagidindan siiziilir ve +4°C’de saklamir. SDS-PAGE icin % 04 oraninda

SDS ilave edilir.

2.1.34. Kosturma tamponu

Trizma-Base 121 gr

Glisin (Merck) 5.76 gr

Maddeler 1000 ml distile suda c¢oziiliir. SDS-PAGE igin % 0,1 oraninda SDS

ilave edilir.
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2.1.35. Ornek tamponu (4x)

0.5 M Tris-HCl pH = 6.8 5.12 ml
Gliserol 8.00 ml
Distile su 7.00 ml
Bromofenol blue Cok az kristal
20.12 ml

SDS-PAGE igin omek tamponuna 2.0 gr SDS, 40 ml 2-B ME ilave
edilir. Distile su miktann ise 3.0 ml’ye digiiriilir. Isiktan Korunarak oda

sicakhiginda saklanir.

2.1.3.6. Boyama cozeltisi

Coomassie Brillant Blue 1.5 gr.

Izopropil Alkol 250.0 ml
Asetik asit 1000 ml
Damutik Su 650.0 ml

Boya coziildikten sonra Whatman No: 1 filtre kagidindan siiziiliir ve
renkli cam gisede oda sicakliginda saklanir.

2.13.7. Boya ¢ikaria ¢ozelti

250 ml isopropilalkol, 100 ml glasiyal asetik asit ve 650 ml distile su
kangtirilarak hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda renkli cam gigede saklanir.
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2.1.3.8. Molekiiler agirhik standard

Proteinlerin molekiil agirliklarini hesaplamak icin protein standardi olarak
Sigma kiti kullamuldi. Markerda bulunan proteinler ve molekiil agirliklan

strastyla sOyledir:

29000 D Karbonik anhidraz
45000 D Yumurta albumini
66000 D Sifir serum albumini
97400 D  Fosforilaz b
116000 D  B-Galaktosidaz
205000 D Miyozin

22. Metodlar
22.1. Spor saymmi

Bakteri siispansiyonu Oncelikle 80°C’de 12 dakika bekletilerek vejetatif
formlar dldiirildd. Daha sonra 107, 1072, 107, 104, 105, 10°, 107, 108,
10® ve 100 oraminda steril distile su. ile seri seyreltmeler yapildi. Her bir
seyreltmeden steril petrilere 0.1 ml bakteri siispansiyonu kondu. Uzerine steril
NYSM agar dokiilerek bakteri siispansiyonu ile besiyerinin karigsmasi saglandi
ve 30°C’de 24 saat inkiibe edildi. 30-300 aras: koloni bulunduran petri kutu-
lar1 dikkate alinip sayumlar yapilarak ml’deki spor sayisi hesaplandi.

2.2.2. Elektroforez igin protein orneklerinin hazirlanmasi

B. sphaericus suglart NYSM agar besiyerinde (Myers and Yousten 1978)
cizgi ekim yapilarak 30°C’de 2 giin inkiibe edildi. Tek koloni disiiriilerek
saflagtirilan suglardan stoklar hazirlandi. Tek koloniden NYSM broth ve NY
brotha inokille edilen suglar {icer giin arayla pasaj yapilarak 30°C’de
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gelistirildi. Erlenlerde calkalamali su banyosunda 30°C’de inkiibasyona
birakildi. Suglar NYSM brothda sporlanincaya kadar bekletildi. Bunun igin
araliklarla faz-kontrast 151k mikroskobunda preparat hazirlanarak incelendi. NY
brothda ise vejetatif formlar dikkate alindi. Daha sonra bakteri kiiltiirleri
15000 devir/dakika’da 3 dakika santrifiij edildi. Pelet kismi atilip supernetant
kismi 045 um capl filtreden gecirildi. Filtreden gecirilerek elde edilen bu
kisim vejetatif evre filtratt ve spor evresi filtrati olarak tamimlandi. Her sus,
temiz ependorf tiiplere alinarak -50°C’de deep-freeze’de saklandi. Daha sonra
omekler freeze-dry ile kurutuldu ve baglangic hacmine gore 15 kat az hacim-
de damutik su igerisinde tekrar ¢oéziilerek Ornekler konsantre hale getirildi. Bu
Orneklerden 3 hacim, Native PAGE veya SDS-PAGE &rnek tamponundan da 1
hacim almnarak kangtinldi. SDS-PAGE icin, bu oOmekler 5 dakika

kaynatimugtir.

2.2.3. Elektroforezin yapilisi ve degerlendirme

223.1. Ayirma jelin hazirlamgi

Akrilamid/Bisakrilamid (% 30°luk)....... 5.78 ml

DISHIE SU ceveeeeiniiriniceeecceieiiec e 7.13 ml
15 M Tris-HCI pH = 8.6......ccuuunneee 4.33 ml
APS (METCK) ..ccveveeeniverereereceesecvenenenes 86.70 ul
TEMED (Sigma)......ccccececevrmenviiececencnnes 8.16 ul

Maddeler 0.75 mm aralifa sahip iki cam arasmna dokiiliir, iist kisim
doymus biitanol ile kaplanarak hava ile temasi Onlenir ve polimerize olmasi

icin beklenir. SDS-PAGE i¢in SDS’li aywrma jel tamponu kullanilir.
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22.3.2. Yigma jelin hazirlamg

Akrilamid/Bisakrilamid (% 30’luk)....... 0.82 ml

DiStile SU .ovvivmviiicceieccnercceeeeeeceeeeeee 2.93 ml
0,5 M Tris-HCl pH = 6.8.................... 1.25 ml
APS (MEICK) eeveeieeeieeeeecieeeeeeerreeeeenneaes 30.00 ul
TEMED (Sigma)....cccceoverecrercerereeeceecnnen 5.00 ul

Bu karigim, polimerize olan ayirma jelin {izerindeki biitanol distile su ile
yikandiktan sonra ve tarak yerlestirildikten sonra dokiiliir. Polimerizasyondan
sonra tarak cikanlir ve cukurluklar kosturma tamponu ile doldurulduktan sonra

tanka sabitlenir. SDS-PAGE i¢cin SDS’li yifma jel tamponu kullanilir.

22.33. Orneklerdeki protein konsantrasyonunun yar1 kantitatif olarak

tayini

Bunun igin spot test kullanilmistir (Esen 1978). Hazirlanan protein
ekstratlarindan gerit halinde kesilen Whatman No.l kagidina 2,5-5 ul emdirilir.
Kurutulduktan sonra 10 dakika boyama solusyonunda bekletilir. Daha sonra su
ile yikanir. Boyanma derecesine gore Orneklerin egit miktarda yiiklenmesi

saglanir.

22.34. Elektroforezin yapithsi ve jellerin boyanmasi

Proteinler Native-PAGE’de 30 mA’de 465-500 V’ta, SDS-PAGE’de ise
35 mA’de yaklagik 400 V’ta ortalama 2-4 saat kogturulur. Elektroforez bittik-
ten sonra jeller, Coomassie Brillant Blue R-250 icinde 24 saat bekletilerek

boyanir. Daha sonra boya cikarici soliisyonda birakilarak jellerin zemininde
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bulunan boyanin ¢ikmasi saglanir. Son olarak % 7’lik asetik asit igerisinde
saklanan jeller, 1stkli beyaz bir tabla {izerine konarak karanlik bir odada

fotograflan cekilir.

2.2.3.5. Molekiil agirhklarimin hesaplamsi

Ayirma jelde proteinin kogtugu mesafenin izleme boyasinin bulundugu
mesafeye orami bize Rf degerini verir. Molekiil agurliklarini bildigimiz standart
proteinlerin herbirinin Rf degeri bulunur. Yari logaritmik kagitta Rf degeri
apsise, proteinlerin molekiil afirliklari da ordinata konarak bir dogru cizilir.
Daha sonra molekiil agirhig hesaplanacak proteinin Rf deferi bu grafige

yerlestirilerek proteinin molekiil agirlifi hesaplanir.



17

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Bakteri kiiltiirleri NYSM Broth’da tamamen sporlanincaya kadar
gelistirildiklerinde ~siispansiyonlardaki bakteri spor konsantrasyonu 2-3x10°
spor/ml olarak tayin edilmigtir. NY Broth’da ise bu siire icerisinde herhangi
bir spor olusumu goriilmemistir. Asagida, gerek vejetatif evrede (NY Broth’da)
gerckse sporlanma evresinde (NYSM Broth’da) B. sphaericus suglarinin filtrat

proteinlerinin Native-PAGE ve SDS-PAGE analizleri goriilmektedir.

Sekil 3.1’de NYSM Broth’da tamamen sporlanmig B. sphaericus’un pato-
jen ve patojen olmayan suglarmin filtrat proteinlerinin Native-PAGE protein

profilleri gorililmektedir. Patojen olmayan suglar, patojen olanlarla bazi ortak
protein bandlarina sahip olmalarina ragmen kendi aralarinda bir ortak profil
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Sekil 3.1. Sporlanmig B. sphaericus suslannin filtrat proteinlerinin Native-

PAGE analizi.
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gostermemiglerdir (Suslar ATCC 7055, ATCC 14577, NRS 400, NRS 592,
NRS 1198 ve NCTC 9602). Buna karsilik patojen suglar arasinda numaralar
ile belirtilen bazi proteinler yoniinden gruplarin ortaya ciktii sekilden
goriilmektedir. Ayn1 serogrup ve faj grubuna dahil ve zayif patojen olan 1883
ve 1404 suglann aym1 gruba dahil SSII-1 susundan 1 numarali band yOniinden
ayrilmaktadirlar (de Barjac and Sutherland 1990). 2 numarali protein ¢ifti
hemen hemen biitiin patojen suslarda mevcut olup patojen olmayanlardan
ayrimi saglamaktadir. Kellen Q, 1883, 1404, 31-2, 34-2 suslar1 3 numarali
protein ¢ifti yoniinden benzer olup aym gruba girmistir. Buna kargilik bu
suglar farkli faj ve serogruplara dahildir (Yousten 1984, de Barjac et al. 1980,
1985).

Ayni serogrup ve faj grubuna dahil olan ve yiiksek viriilense sahip 2362,
1593 ve 1881 suglari 4 numarali protein 4’liisiince ortak profil gostermiglerdir
(de Barjac and Sutherland 1990). Buna karsilik aym faj grubuna dahil olan
IAB 59, IAB 460 ve IAB 467 suslart 4 numarali 4’lii protein profiline sahip
olmamakla bu gruptan aynloug ve 6 numarali protein 4’lisi yoniinden benzer-
lik gostermigtir. Farkli bir serogrup ve faj grubuna dahil olan 31-2 ve 34-2
nolu suglar ise 5 numarali protein 5°lisi yoniinden aym grupta toplanmuglardir.
Yedi numarali protein 4’liisliniin de zayif viriilense sahip olan ve aym faj ve
serogrupta bulunan 1883 ve 1404’ti aym gruptaki SSII-1’den ayirdif
goriilmektedir.

NY Broth’da gelistirilen vejetatif evredeki B. sphaericus suglari arasinda
protein profilleri yoniinden bazi ortak bantlar olmasina ragmen ayirict gruplann
ortaya cikmadigi Sekil 3.2’de goriilmektedir. Sekiz numarali protein 6’lisinin

ortaya cikmadifi Sekil 3.2’de goriilmektedir. 8 numarali protein 6’lisinin 1593
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Sekil 3.2. Vejetatif evredeki B. sphaericus suglarinin filtrat proteinlerinin

Native-PAGE analizi.

ve 1881 suglarinda mevcut oldugu halde aym faj ve serogruba dahil 2362’den
farklibhk gosterdifi goriilmektedir.

Sekil 3.1’in Sekil 3.2°ye gore daha fazla sayida protein icermesi bakteri-
nin sporulasyonuna baglanabilinir. B. sphaericus suglarnin  ayriminda spor

evresi filtrat proteinlerin Native-PAGE analizinin daha kullamish oldugu

goriilmektedir.

Sekil 3.3°de B. sphaericus’un NYSM Broth’da sporlanmug kiiltiirlerdeki
filtrat proteinlerin SDS-PAGE protein profilleri goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Sporlanmig B. sphaericus susglarinin filtrat proteinlerinin SDS-PAGE

analizi.

Sckilde de gorildigi gibi sadece NRS 400 ve NRS 592 suglarninda
protein bantlari elde edilebilmigtir. Buradan suglarin ayrmini yapmak miimkiin
olamamaktadir. Elde edilen proteinlerin yaklagik 25. 95.- kDa arasinda olduk-

lar1 bulunmusgtur.

Sekil 3.4°’de ise B. sphaericus’un vejetatif hiicrelerinden elde edilen filtrat

protein profillerinin SDS-PAGE protein profilleri goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Vejetatif evredeki B. sphaericus suglarimin filtrat proteinlerinin SDS-

PAGE analizi.

Goriildugi gibi sadece SSII-1, IAB 59, 2297, ATCC 14577, NRS 400,
NRS 592 ve NRS 1198 suslarinda protein bandlar elde edilebilmigtir. Bunlar

suglarin aynm igin yeterli olmamakla birlikte 9 ile isaretlenen ve molekiil

agirhgt 64.- kDa civarinda olan
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proteinin SSII-1, ATCC 14577 ve NRS 400

suglarinda ortak oldugu goriilmektedir.

Sonuglardan da anlagilacagina gore, B. sphaericus suglarinin birbirlerinden
ayriminda tamamen sporlanmig kiiltlirlerdeki filtrat proteinlerin vejetatif evreye

gore daha kullamgh oldufu ve Native-PAGE’in kullanidabilecegi buna kargilik

SDS-PAGE’in kullanilamayacag goriilmiistiir.
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