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1. GIRIS
1. 1. TERMOFiL BAKTERILER UZERINE GENEL BIiLGILER

Sicaklik organizmalar icin en dGnemli cevre Ffaktirlerinden
pirisidir. Canli organizmalarin dlremeleri ve yaéamsal faaliyetlerini
yerine getirmelerinde sicakligin biyilk bir etkisi wvardir. Her
organizma yasamsal faaliyetlerini belirli sicakliklarda sirdaridr. Bu
faaliyetlerin sirdirdldigli en dislk sicaklik derecesine minimum, en
yiiksegine maksimum sicaklik denir. Bu her iki uc sicaklik derecesinde
organizma normal gelisemez. Ancak faaliyetlerini normal sdrdirdikleri
bu iki ug arasinda optimum bir sicaklik derecesi vardir. Her
organizmanin optimum sicaklik degeri digerlerinden farklidir(1l). 350
°C?1lik bir sicaklik cok hiicreli hayvanlar veya bitkiler igin
kritik seviyede yvilksek olmasina ragmen, bazi organizmalar igcin bu
sicaklik disidktir(2.3).

Son yillarda vyasamin en lst sicaklik derecesinin ne oldugu
sorusu bilim adamlarinin cdzim bulmaya calistigi: konulardan biri
haline gelmigtir.

Baza gruplarin biiyumeleri igin vyaklasik en dst

sicaklik sinirlari: tablo (1.1) de géridldigi gibidir(4.3).
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Tablo (1.1). Bazi gruplarin blyldyebildikleri vaklasik en st

si1caklik sinirlarai.

GRUP SICAKLIK (°C )
HAYVANLAR

Baliklar ve diger sucul omurgalllar................. 38°C
BOCEKIBI: o «iaroi § 5 % S1eiie & & 5 Remmua K @ & SO 8 % § 8§ Rsraneas 6 © & seses: 45°C - 50°C
KAaDukIUlAr . ...a% i 5540k % 58 3w aes & 8 @ 20w & 6 W6 s & & 5 s s 49°C - 50°C
BITKILER

Damard1 DICKITOV . . coinsss b iiesi iy Qe an e e s 5 50e 2 b 5 e 45 °C

Kara VWOSUHIEE I . s s vimpes o b oedih s s 5aeves b 5 poisns & e 50°C

OKARYOT MIKROORGANIZMALAR

PrOTOZOR: & « » 5 GntSies & 5 5 SUamts 5 @ & Wy 5 @ 5 Smaa s 3 % 5 e 2o o e 56 °C
AlGIOX . o v v vg m BT S E SISEE & & N S R AR B S ARG % 55°C - 60°C
ML AYTa8P. « s v o x v ayow 55 6 D060 6% SRGEH & § 5 wereiue & ¥ 5 bt & « o 60°C - 62°C

PROKARYOT MIKROORGANIZMALAK

Mavi yesil alGgler. ...ussvsome s e sivomsis s iaisisi &5 & oair s s 0°¢ - 73°¢
Fotosentetik DaKter I Gl . @ v e e te ot tnnenennnn 0°C - 73°C
Remol1totrofik DakKterllor e a s emi s s o sseons o 8 8 ssond o > 100°C

Heterotrofik bakterdler. . uwwiss s s weet 65 F a sIsesie b & sera > 100°C
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Yiiksek sicakliklarda vyasayan mikroorganizmalarin dogal
cevreleri kaplicalardir. Sicak kaplicalarin pH's1 1 ile ? arasin-—
da degisir. Hepsi olmasa bile bircok sicak kaplica H2S5 ihtiva
eder. Yeryidzinde ender bulunan arsenik, florir ve altin gibi
elementlerin ¢ogu kaplicada farkli konsantrasyonlarda bulunurlar.
Bir caok kaplica yiksek oaranda radyoaktivite icerir. Fakat
bazilarinin icerdigi radyoaktivite yeryidzi sularindakinden pek
fazla degildir. Bazi kaplicalar silikat, bazilari CaCOz ve
bazilari da elementel slUlflr igerirler. Yiksek sicakliklardaki
yasamin uzerinde; pH, tuzluluk, besin niteligi ve miktari, suyun
hidrostatik basinci ve 1sik yogunlugu gibi cevre faktdrlerinin
etkisi vardir. Mikroorganizmalardan bakterileri optimal
ireme sicakliklarina gidre Ug¢ grupta toplayabiliriz(s).
1. Psikrofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 0° ile 20 *°C
arasinda 1iyi bldydrler. 30 °C’nin dzerindeki sicakliklarda olmeye
baslarlar. Bu bakteriler daha ¢ok buzdolaplari, soguk hava
depolari, soguk tidneller gibi bilhassa et ve hayvansal uUrunlerin
muhafaza edildigi ortamlarda ilirerler.
2. Mezofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 20° ile 45°C
arasinda yasamlarini sdrdirirler. Insanlarda ve evcil hayvanlarda
en cok hastalik etkisi olusturan bakterilerdir. Bu grubun optimum
ireme sicakliklari 25°C ile 37°C arasinda degisir.
Sia Termofil Bakteriler: Biyidmeleri icin vyiksek sicakliga
gereksinim gisteren bakterilerdir. 45°C ile &0°C arasinda yasam—

sal Ffaaliyetlerini sirduridrler. Fakiltatif termofiller olarak
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adlandxrllan bazi bakteri tirlerinin blylime sinirlari mezofil
arganizmalarln si1caklik simirlarina yaklasabilir. Diger taraftan
pu grupta dyle organizmalar vardir ki en iyi gelistikleri
sicaklik dereceleri 60°C*"nin Uzerindedir. Bunlara mutlak
termofiller adi verilir. Ornegin, sicak kaplicalarda 79°C’ de
normal bir biylme giésteren Thermus aquaticus bakterisi mutlak
termofil bir mikroorganizmadir.

Bazi1 kaplicalarda yasayan mikroorganizmalarin yasami igin
en Ust sicaklik icinde yasadiklari sicaklik degildir. Bu sicaklik
onlarin biyime ve gelismeleri icin gerekli olan optimum sicakliga
yakindir. Yine bazi kaplicalarda yapilan arastirmalar sonucunda
suyun kaynama noktasinin Uzerindeki sicakliklarda bile baza
bakterilerin yasadiklari tespit edilmistir(7). Bltin bakterilaer
hicreaesel bilesenlerin dindsiimi, hiicre igi iyonik denge
ve pH’nln korunmasi gibi baglica islemler icin enerjiye
gereksinim duyarlar. Bu enerjiyi nasil elde ettikleri konusunda
termofil bakterileri ele alacak olursak, kullandiklari enerji
kaynaklarina gire farkliliklar gésterirler. Ornegin enerjilerini
ginesten alan "Fotosentetik termofil bakteriler" ve enerjilerini
biyokimyasal reaksiyonlardan karsilayan “Kemosentetik termofil
bakteriler" gibi.

Kemosentetik termofil bakterilerin kullandiklari maddeler
drasinda genellikle sunlar vardir. Sekerler, polipeptitler, amino
asitler, alkoller, karboksilik asitler, hidrokarbonlar,

karbonmonoksit ve inorganik (Ho ve S°) maddeleridir(7).
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Diger vyasam Fformlarinin Oldmine yol acan bu son derece
yﬂkSEk sicakliklarda termofil bakterilerin nasil vyasadiklar:
gorusuna yuksek sicakliklarda bakterilerin biyomolekillerin
dayanikligi temel alinarak yapilan incelemelerle cevap verilebi-
1ir.

Termofil bakterilerde 6&nemli biyomolekiillerin analizi
yapildiginda proteinlerinde, niikkleik asitlerinde ve lipitlerinde
detaya 1inildiginde vyapisal farkliliklar belirlenmistir. Mutlak
termofil bakterilerin membran lipitleri, mezofillerinkinden daha

doymus duz zincirli yag asitleri ihtiva eder. Bu olgu membranin

aliskanligim saglayip termofil bakterilerin daha yiiksek
sicakliklarda yasamasina yvardimca olur (5,7,8). Termofil
bakterilerin nikleik asitleri termal dayanikligir sagla-

mada kalitimsal bir yapiya sahiptir. Urnegin, mezofillerden ve
termofillerden elde edilen nilkleik asitlerin Guanin, Sitozin kap-
saml onemli bir sekilde farkliliklar giosterir (9.10).

Ayrica termofillerin t—-RNA’lari termal dayanikliga sahip
olmak igin ilginc bir yapi kazanmigstir. UOrnegin, Thermus tiirle-
rindeki t—-RNA’nin termofilik kosullara adaptasyonundan sorumlu
6zgiin baz ciftleri daha fazla miktarda Guanin, Sitozin bazlari
ihtiva eder. Guanin, Sitozin oraninin fazlaliga hidrojen
baglarinin da fazlalasmasina ve dolayisi ile artan sicakliklara

daha dayanikli bir yapi kazanmalarina neden olur(10,11).
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Termofil bakterilerin dayanikli enzimleri detayli bir
sekilde incelenmistir. Bir proteinin yapisinda tek bir amino
asidin degismesi proteinin sicakliga dayanikliligini degistirebi-
1ir(i1l.

Ornegin Colesteridium’®den elde edilen sa? ferrodoksilerin
yap1sl incelandiginde, cok sayida bazik amino asitlere rastlan-
mistir. Bu durum proteinin igerisinde daha fazla iyonik baglarin
plusmasinl safglamakta ve bu sayede protein sicakliga dayanikl:
hale gelmektedir. Ayrica mezofil ve termofil Bacillus
tidrlerinden saflastirilan laktat dehidrojenaz @nziminin
aktif bdlgesinde Arginin ve Lizin gibi polar aminoasitlerin
saylsl karsilastirildiginda, termofil bakterilerde bu amino
asitlerin sayisinda bir fazlalik oldugu géridlmistir. Bu da
molekillerin ig tarafinda hidrojen ve iyonik baglarin
etkilesiminin fazla olmasina ve dolayisiyla termal
dayanikligin artmasina neden olur{(il).

Yiksek sicakliklarda vasamin ve egsiz makromolekil
6zelliklerinin bir sonucu olarak termofil bakteriler, fiziksel ve
kimyasal olarak dayanikli enzimlere sahiptir. Bunun icin son
yYillarda termofil bakterilerin enzimleri, enzim teknolojisinde,
(Gen Mihendisliginde) sikca kullanilmaya baslanmistir (3).

ornegin, mezaofillerden elde edilen DNA polimeraz enzimi
(bu enzim DNA sentezini gerceklestirmektedir) vyilksek sicaklik-
larda vyeterince islev girmeyisi nedeniyle,Thermus aquaticus’ dan
saflastirilan sicakliga dayanikla DNA polimeraz enzimi

kullanilarak daha basarili sonuclar elde edilmistir(l0). Atik
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maddelerin dederlendirilmesinde vyakit UUretiminde , kdmirden gaz

eldesinde’ biyopolimerlerin enzimatik hidrolizinde ve disik
rezervlerden termotilik asidofillerle metallerin ekstraksiyonu,
gibi yeni uygulamalar termofil bakterilerin biyoteknolaji

a1an1ar1nda kullanimini kaginilmaz k11m1st1r(5.7).

Cesitli termofil bakterilerin tirleri sayesinde odun selld-
lozdan etanol dudretimi gerceklestirilmektedir. Bazi termofil
metanajen bakteriler de higbir organik besine gereksinim

duymadan hiicresel bilesenlerini COo ve Hy den sentezleyebilmekte-—

dir(12.13).
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1. 2- MiIKRODALGA VE Mi1KRODALGANIN MiKROORGAN!ZMALAR
UZERINDEK1 ETK15t1
Dalga boyu (0.1 - 107 em) arasim kapsayan mikrodalga ve

radyo dalgalari her zaman atom veya molekidl dizeyinde bir enerji
galinmasl sonucu meydana gelmezler. Mikrodalgglar; bir iletken
izerinden siddeti ve ydni zamana bagli olarak degisen bir
elektrik akimi gecirilmesi ve bdylece elektrik — manyetik alanin
periyodik olarak degisime ugramasi sonucunda olusurlar. Bu
esnada, periyodik bir kuvvet etkisinde kalan kati, sivi ve gaz
ortamlardaki molekiiller, alan degisimlerine ve ortamin yapisina
bagli: olarak belirli ydnelme hareketlerinde bulunurlar. Ortamin
dielektrik sabiti (€) ve kirilma indisi (n), molekidllerin alan
icindeki vyonelme dereceleri ile yakindan 1ilgilidir. Kuramsal
olarak dalga boyunun biliyldk olmasi kosulu ilej;
€ B N2ceummnmmaenmms amnins wimn wimimn wimin Gl L)

oldugu saptanmigtir.

Mikrodalgalarin ve radyo dalgalarinin elektromanyetik tayf
icinde kapsadiklara bilgeler sekil (1.1)°de goridlmektedir.

Dalga boylari 1mm 1ile 1m arasindaki elektromanyetik
dalgalara "Mikrodalgalar" denilmektedir. Mikrodalga elde
edilmesinde manyetron ve klistron lambalarindan yararlanilir.Bu
dalgalarin #&zellikle kati cisimlerin molekil yapilaripan
belirtilmesinde, radar ve radyo iletisiminde genis kullamim alan:

bulduklar: belirtilmektedir (14) Sekil (2.1).



FREKANS DALGA BOYU
(Hz) (metre)
8
9
L e Elektrik (AC)
0° 1
ot 1 Radyo frekansi 5
&
=
1% —d— 102 Kisa dalgalar g
8
0® b qf® MIRDESLR B
- o
10° —— 10 Enfraruj =
0% ——107® Goriinen 151k
10° .____‘_1_0‘_? _____ Ultraviole
10% —L . 10° 5
102° | 1" X 151nlar1 §
102 —1 . 15" Gamma 151nlarl ';53
Kozmik 1g1nlar 5
=

Sekil (1.1). Elektromanyetik spektrum

Ondokuzuncu vyidzyilda kesfedilen ve o glinden glndmize

kadar, dzellikle tkinci Dinya Savasi sirasinda radyo ve

radar frekanslarinda kullanilan, daha sonra tipta,
haberlesmede, endustride ve askeri alanda genis kullanim
alana bulan mikrodalgalar ve bunlardan vararlanilarak

gelistirilen aletler evlerimizde kullanilmakta ve glnluk
Yasantimizin bir parcasini olusturmaktadir. Glnlimizde evlerde
kullanilan mikrodalga firinlar, el telsizleri bu

araclara birer érnek olarak gisterilebilirler (15.164).
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Mikrodalgalar elektromanyetik spektruma giren enerji
turlerinden biridir.Yiilksek frekansli 1sinlar olup,elektromanyetik
gpektrumun iyonlasmayan kisminda vyer alirlar. Bu dalgalarain
dalga boylari, frekanslari ve enerjileri farklidir.

Mikrodalgalar organizmadan herhangi bir agri, 5121
uyandirmadan gecerler. Bir maddeden mikrodalgalarin gecmesi
durumuna enerji,

0 =12 Rt aesnnacsancanssnnnansnnsceaa(l.2)
joule bagintisi geregince 1s1 enerjisine dinldslir ve sdéz konusu
madde 1sinir(17).

Mikrodalgalarin biyolojik etkilerini termal ve termal
olmayan etkiler olmak lzere iki grupta incelemek
mimkindur. Termal etkilerin olusmasi igin 10 mW/em2
yogunlugunda, hicresel ve biyokimyasal diizeydeki degisikliklerin
olusmasi icinde 1 mW/cm? yogunlugunda bir 1sinlamaya
gereksinim vardir(ig).

Mikrodalga radyasyonuna bagly: olarak meydana gelen
hicresel tahribatin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (19).Bu
radyasyonun Nikleik asit, protein ve hicre membranlarinin protein
~lipopolisakarit bilesimini etkiledigine dair bazi teoriler ileri
sUrdlmistur (20.21.22.23).

Blevins ve arkadaglari tarafindan,2.450.000 Cycle/sn bir
Molekiiller rezonans frekansina karsilik gelen, 2450 MHz frekansta
Mikrodalgalar kullandilar. Bu frekansin, DNA molekilleri boyunca
heliks yvapi icindeki Guanin-Sitozin, Adenin-Timin arasindaki

hidrojen baglarinin kopmasina ve tek DNA zincirlerinin
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klr;lmas:.na yol acabilecegini savundular. Bu baz ¢ifti vyer
degistirmesi, ilavesi veya cikarilmasi gibi DNA’nin vyapisindaki
degismeler, dolayisiyla mRNA’da yanlis gevirilmeler sonucu farkla
prgtein sentezlenmesine neden olabilir(19.24).

Mikrodalgalarin kisa uygulamalari sonuéu, DNA*da kismi
kirilmalara yol acabilirken uzun sureli uygulamalar ise
grganizmayi ldirebilen (onarilmas: mimkdn olmayan) DNA’ da
yikimlara yol acabilir. (19.25)

8 ve 14 saniyelik mikrodalga (24350 MHz) uygulamasil ile yuk-
sek mutasyon hizlarina ulasildigi saptanmigstir. 13 saniyeden daha
uzun streli uygulamalarinda bakteri hicrelerinin dliminde belir-
gin bir artis gozlenmislerdir(19).

Mikrodalga +firinlar kimyasal baglari koparmaksizin ylzey-—
sel i1sinmaya neden olan enerji iceren ve 12 cm dalga boyu ile
2450 MHz veya 215 MHz frekansli dalgalar lrettigi schiffman ta-—

rafindan bulunmustur.

Mikrodalgalar enerji Fformundadirlar, 1si1 formunda degil-
dirler. Mikrodalgalar yiyecek Urinlerindeki yaglar veya su gibi
materyallerle etkilestiginde 1s1 meydana getirir (26).

Mikrodalganin,iyonlarin hizlanmasina ve diger molekillerle
Carpismasina neden olmasi veya dipol yapidaki molekidllerin hizli
deqisen elektriksel alanda (215 veya 2450 Milyon kere/sn) dénme-—
lerine ve belli bir diizene gére dizilmeleri nedeniyle 1s1 ilreti-
mi saglanmis olur. Isitilmis maddelerdeki bu hareketi cok etkili

ve hizli bir i1sinma olusturur. Yiyecekler normal i1sinma zamanla-—
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- dortte birinde veya daha az bir zamanda i1sitilabilir. (26.-
ran

27.28) -
Mikrodalga ile 1sitmanin gelisimi, problemsiz olmamaktadir.

craven ve Lillard; mikrodalga firinindaki dalga ciftlerinin neden
o1dugy diizensiz 1s1 dagilimini aciklayamamislardir(29).

Bakteriler izerine mikrodalga 1sinlamasinin etkisi 19307
lerden dnce dizensiz olarak calisilmistir. Ingram ve Page; bakte—
riyofal T4, titdn mozaik viridsd (TMV), E.coli ve Saccharomyces
cerevisi’? yi yilksek voltaj alanlarinda, 20 MHz veya 10 MHz de 12
dakika 1sinlandiginda olasi plaka formunda veya bitki lezyonla-
rinda hic bir etki gbozleyememistir (30).

Dalaney ve arkadaslarinin Aspergillus niger ve Bacillus
stearothermophilus sporlarinin disk, kagit serit lUzerinde,Krema,
sukroz, kuru siit, fizyolojik serum ve distile su gibi farkli or-
tamlarda i1ginlamaya tabii tuttu. Sonuclar kuru kagit seritin lze-
rinde 1sinlanan bakterilerin yiiksek bir yagayabilirlilik sansina
sahip olduklarini gisterdi.

2450 MHz 1sinlamanin B. Stearothermophilus izerinde zararlz:
bir etkisinin olmadigini, fakat Aspergillus niger’de hicresel
tahribata neden oldugu gérulmistiir.

Buna karsi deneylerin yapildigi bes besiyerinde yliksek mik-
tarlarda hiicresel tahribat gizlediler.Arastirmacilar 2450 MHz?1lik
Mikrodalga ile, 1sitilan mikroorganizmalarda gézlenen etkilerin

Bilinen 1sitma vintemlerinden anlamli oranlarda farkli olmadigin:

belirtmislerdir(31).
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Dreyfuss’te yaptigi1 calismada B. subtilis,E. coli, S.aureus
ve galmonella enteritidis® in liyoflize klUltilrlerinin mikrodalga
151nlamasxnda etkilenmedigini gézlemlemislerdir(32). Dreyfuss ve
arkadaslar‘x, E.coli, B.cereus, S.aureus ve 5. enteritidis kdltir-
jerini bir mikrodalga firininda (24350 MHz) mikrddalga 1s€1nlamaya
tabii tuttular ve hayatta kalan bakterileri incelediklerinde bi-
linen isitma sistemlerinin uygulanmasi ile mikrodalganin Kkarsi-
lastirilmasinda genellikle ayni sonuclari elde etmislerdir. Yani
hem mikrodalga uygulamasi ile hemde, 1si1tma sistemleri sonucu
canli bakteri sayisini yaklasik esit oldugu gézlenmistir (23).

Webb de vyaptiga bir calismada mikrodalga 1sinlamasinda
(54, 71 ve 72 GHz) sonra S dk araliklarla dlclim yapildiginda
hicrelerin blyyumesinin azaldigi ve protein sentezi ile DNA sen-
tezinin azaldigi fakat 71 ve 129 GHz arasindaki frekanslarda RNA
sentezinin arttiginy bildirmigtir(34).

Dreyfuss ve arkadaslari tarafindan Staphylococcus aureus
hicreleri Uzerine 6ldirlcld mikrodalga 1sinlamasinin bir kisminm
belirlemek icin bir caligsma yapilmistir(35). Bu caligsmada kiultiar-
ler 10, 20, 30 ve 40 sn’ ye slre ile mikrodalga radyasyonuna bi-
rakilmis ve gelisi gizel 1sitma uygulamasinin etkileri, mikrodal-
894 1sinlamasina maruz birakilan kiltirlerde bulunana esdeger si-
Cakliga ulasmak icin gereken sirede, kUltidr iceren sigseler bir
kaynar su banyosuna konularak karsilastirilmistir.Kontral, mikro-
dalga uygulamasi vyapilan ve geligi giizel 1sitma ile uygulama
Yapilan kiltirler santrifislenmis pelletler distile suda yeniden

Slispanse edilmis ve sonucta elde edilen slispansiyonlar bir Fran-—
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z basintc hilcresinden gecirilmistir.Hlicre lizatlari ve duvarlar:
51

sonra izole edilerek enzimatik aktivite ihtiva c¢alismalar:

daha
Yapllmlstlr.Malat, % — Ketoglutarat dehidrogenaz, sitokrom
okgidaz ve stoplazmik adenozin trifosfataz aktivitesi mikrodalga

uygulama51 yvyapilan  hicrelerde, kontrol hicresindekinden daha
yﬁkSEk oldugunu tespit etmislerdir. Hicreler mikrodalga
1si1nlamasina maruz birakildiklarinda membran adenozin trifosfato:z
alkalin fosfataz ve laktat dehidrogenaz aktivitelerinin mikrodal-
ga isinlamasina tabii tutulan hiicrelerde dustigiani
gﬁzlemislerdir.

Gelisi guzel 1sitilan hicrelerde,Glikoz—4—Fosfat dehidrojenaz
malat dehidroienaz ve stoplazmik adenozin trifosfat
aktivitelerinin yukseldigini, x—Ketoglutarat ve laktat
dehidrojenaz aktivitelerinin distugunad , Alkoldn fosfataz
aktivitesinin ise etkilenmedigini tayin etmislerdir. Hicreler 10
ve 20 sn mikrodalga 1sinlamasina maruz birakildiklarinda,
termonikleaz aktivitesinin dizeyinde artis gézlendigi
belirtmektedir. sonucta mikrodalga S.aureus’a etki etmekte, ancak
bu sadece termal etkiyle olmamaktaydi.

Mikroorganizmalarin olim nedeninin mikrodalga radrasyonu
tarafindan meydana getirilen 1s1 m1 yoksa mikrodalga radrasyonumu
bu konuda énemli anlasmazliklar vardir. Mikrodalga radrasyonuna
tabii tutulan mikroorganizmalarin, termal 6lim noktasina ulasil-

diginda lUremelerinde azalmalar goridlmistir (36).
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pir cok arastirici tarafindan, mikrodalga radrasyonunun
etkisinin termal oldugu tespit edilmistir (30,36,37,38). Uzet
glafak’ mikrodalga radrasyonu ile ilgili mikrobiyolojik
callsmalarda su sonuclar elde edilmistir.
1. Termal etkilerden mikrodalga etkilerinin ayird etme
yetersizligi.
2, Sicaklik ne olursa olsun mikrodalga etkilarinin
jigpat edilememesi.

3. Mikrodalga ile termal ve termal olmayan etkilerin

gozleme glclidgi(3?).
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1. 3. CALISMANIN AMACI
Mikrodalganin termal olmayan etkileri sonucu, mitagenez
(Dakularda mutasyon yapis), Kataraktogenez (gdizde petrde vyapisl,
Tetratogenez (Anormal cocuk dogusuna yol agis), Davranis
pozukluklari, Néro-endokrin ve hormonal degisiklikler, prenatal
peyinde gelisme geriligi, Kanbeyin bariyerinde disls, Hemopoetik
cistem degisiklikleri (Fe metabolizma bozukluklari), Kromozomal
anormali gibi rahatsizliklarin ortaya cikabilecegi vyaklasik 40
yi1ldir bilinmekte ve bu konuda bazi arastirmalar vyapilmaktadir.
Tablonun korkun¢ olmasi ve bu hastaliklarain mikrodalga risk grubu
icindeki insanlarda gédrilmesi bizi bu calismaya yineltmistir.
Caligsmalarimizin amacini, literatdr bilgisi i1si1gi1nda
mikrodalganin Grnek olarak secilen termotoleran B.subtilis ile
mezofil E.coli Kj2 susu dzerindeki etkisini c¢ozindr plazma

protein miktarlara ve elektroforez profillerinin

incelenmesi olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOD
2'1,BIYDLDJIK MATERYAL
Calismalaraimizda Cermik Belkishatun termal kaplicasi

uapﬂtaj havuzundan soyutlayarak teshis ettigimiz B.subtilis
(40,41) ve Ankara Hifzisihha Enstitiisinden temin edilen E.coli
Ki2 sust Kullanmildi. B. subtilis’in teshis islemlerinde uygulanan
testler asagida verilmistir.
2.1.1 Bakteri hicrelerinin élcilmesi

Mikroskopta inceleyecegimiz canli veya cansiz maddenin
poyutlarini almak mimkindidr. Bu islem icin aobjektif mikrometresi
ve oklUller mikrometresi kullanilir. okilller mikrometresinde S mm
lik bir uzunluk elliye bdéllinmis olup, okiller icine
yerlestirilir. Okiiller mikrometrenin taksimat degeri mikroskopun
kullanilan blyldtmesine gire degistigi icin, kullanilacak objektif
mikrometre taksimatlarina gédre hesaplamalar vyapilir. Q0Objektif
mikrometresinde genellikle 1 mm yize biéllinmistir. Yani her bir
aralik 17100 mm dir. Once bir objektif mikrometre taksimatinin
kac okiller mikrometre taksimatina karsilik oldugu bulunur. Bun-
dan vyararlanarak da okiiller mikrometresinde bakterinin boyutlar:
tayin edilir(41).
2.1.2. Gram reaksiyon

Steril odze 1ile alinan bakteri drnegi bir damla steril
Fizyolojik serum ile lamin dzerinde iyice vyayilir. Havada
kurutulup, alev ile tespit edilir. Daha sonra jansiyon moru (2 dk
Slre ile)barakilir.Cesme suyu ile yikanir, 1 dk slre lugol birak-

1lar, Cesme suyu ile yikanir.Etil alkel (1/2 dk sire
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i8
.19)b1fak111r‘ Saf su ile yikanir ve havada kurumaya birakilir.
i
y rudukta" sonra mikroskopta preparat incelenir. Gram(+)
u

Dakteriler mor, Gram(-) bakteriler ise pembe boyanir(41).
2_1_3, Hemoliz

Kanli besiyerine yapilan ekimin 37°C’de 18.saatlik inkiibas-
yonda” sonra Uremenin oldugu bdlgelerde kanin kirmizi renginin
gariya dinismesi halinde hemoliz pozitif, kanin rengi degismez
ige hemoliz negatiftir(41).
2.1.4. Hareket

Belli bir duzeye kadar hareket besiyeri ile doldurulmus
bir tlp icerisinde daha kiglk capli bir cam boru vyerlestirilir.
Bir igne o0ze ile dikkatli bir sekilde cam borunun icindeki besi-
yarine ekim yapilarak 37°C de 18 saatlik inkibasyona bairakilar.
Cam barunun disindaki besiyerinde lremenin olmasi Uzerinde
calisilan mikroorganizmanin Gremenin olmasi lUzerinde calisilan

mikroorganizmanin hareketli oldugunu géistaerir ve test pozitiftir

denir. Sekil (2.1).(41). >

Sekil (2.1)j;3;Hareket besiyeri icin tip.
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2'1_5, Spor olusturma
Bakteri dnce katai Nutrient Broth besiyerinde maksimum
Jreme sicakliginin 3-5°C dzerinde lUretilir. 2 glin inkiibasyondan

sonra optimal lreme sicaklifgina getirilir. Eger bakteri Urerse

spor olusturuyor,iiremezse spor olusturmuyor denir(41).

2.1.6- Nisasta hidrolizi

Nigsasta katkili kati NB besiyerine ekim yapilir. 3I7°C’de
7 gin inkibasyondan sonra, besiyerine gramin iyot cozeltisi
katiliry, 2 dakika bekletilir. 1lyot nigasta ile mavi bir renk
verir, Ancak bakteri amilaz enzimi salgiliyersa nisasta maltoz ve
glikoza hidrolizleneceginden mavi renk olusmayacaktir (41,42).
2.1.7. Kazein hidrolizi

Kazein katkili NB besiyerine ekim yapilir. 37°C’de I gunluk
inkiibasyondan sonra besiyerine “Zi?lik HCl katilir. 5 dakika bek-
letilir. Daha sonra HC1 dékiilidr. Isikli bir sahada inceleme
yapilir. Eger kazein peptitlere veya kazeinazin etkisiyle hidro-
lizlenmigse kiltiirin cevresinde aydinlik bir bdlge gérilecektir.
Hidrolizlenmemis bélge coktiiriilen proteinlerden dolayi donuk ol-
acaktir (42).
2.1.8. Jelatin Hidrolizi

Jelatin katkili NB besiyerine ekim vyapilir. 37°C’de 3

4 9lnliik inkiibasyondan sonra besiyerine HCl. HgCl2(5 dk) katilair.

Daha sanra reaktif dékiilir. Bakteri jelatinaz salgilamis ise kidl-
tir beyazimsi bir renk alir. Donuk bir renk gdrilurse Jjelatinaz

Salgilanmadiginin bir géstergesidir (42).
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9 Katalaz dretimi
2.4+ 7"
%3’ 1lk Ho0z katkili Nutrient agara ekim yapilip, 37°C de
gunluk inkibasyon sonunda eger mikroorganizma Ho0z’yi su ve
oksijene pargalayan katalaz enzimi salgiliyor 'ise besiyerinde
hava kabarciklarinin olusmasina neden olacaktir. Bu durumda
uygula”an test Uzerinde calisilan mikroorganizma 1igin katalaz
pozitiF seklinde dedgerlendirilir (42).
2.1.10 Lipaz dretimi
Yagli agar besiyerine ekim yapilir. 3I7°C°de 3I gldnlik
inkiibasyondan sonra yagli agar lUzerine CuS04°idn sudaki doygun
cozeltisi ilave edilir.13 dk bekletilir.CuS04°tldn fazlasi ddkdlir
tiremenin oldugu bdlgenin altinda, lstlinde ve c¢evresinde yag dam-—
lalarir incelenir. Lipaz enzimi salgilanmis ise yag damlalari mat
yesilimsi—mavi bir renkte olacaktir (42).
2.1.11. NHz dretimi
Bilesimi ilaveler I7de vaerilen Amonyum medium(A)
besiyerinden steril pipet ile fayans lzerine 1 damla alinmir ve
Yayilir. Ayni islem ekim yapilmis A besiyeri icin yapilir. Daha
Sonra 2-3 damla Nessler reaktifinden katilir.Kahverenkli cikelti,
4%1ri1 miktarda amonyakjKoyu sari—-portakal rengi, dnemli miktarda
amonyak:Acik sari renk, az miktarda amonyak;Renksizlik amonyak
Yoklugunu gésterir(41).
2112, ND™z "I itndirgenme
Z171ik KNOz katkili sivi NB besiyerine ekim yapilip, 37°C
98 3 ginliik inkiibasyona birakildiktan sonra,3-4 damla 0.1 M FeSOg4

g
lave edilir. Tdpidn kenarindan da derisik H2804 konur. Sdlfdrik
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& tiuplin dibinde bir faz olusturur. Asagidaki reaksiyonlara gé-
as?

jki fazin birlestigi kisimda kahverenkli bir halkanin meydana
re

nesis ortamda NO™z iyonlarinin varliginin bir gdstergesidir.

5 Fet2 + NOz~ + 4 HY ———— > 3 Fe*S + NO + 2 Hp0...(2.1)

gel

Fe*2 + NO ————- > [Fe NOI*2 . ...c.ceuea(2.2)
cunkd bu durumda mikroorganizma nitrat rediktaz

enzimi salgilamamistir. Aksi halde mikroorganizmanin salgiladiga
nitrat rediktaz enzimi nitratain, nitrite indirgenmesini
katalizliyeceginden, ortamdaki nitrat iyanlara tukenecek ve
yapllan testte iki fazin arasindaki kahverenkli halka
gizlenmiyecektir (43).
2.1.13. Tuz Tolerasyonu

NaCl katkisi %Z 1 ile %Z 10 arasinda degisen bir seri
Nutrient Broth besiyerine ekim yapilarak I7°C de 10 saat sire ile
inklibasyona birakilip bu besiyerindeki Ureme durumuna gore lze-
rinde calisilan mikroorganizmanin tuz toleransi tayin edilir(41).
2.1.14, Karbohidrat Fermantasyonu

l1laveler—-I°de verilen ve farkli karbohidratlar igeren bir
Seri  besiyeri hazairlanarak, ekim yapildi. 37°C de 24 saatlik
i“kﬂbasyundan sonra bakterinin kullanilan karbohidratlara
fermente edip edemedigi Brom cresol purple indikatirinin pH renk
deniisiim araligyr (5,2-4,8 mardan sariya) renk degisimine bagl:
®larak degerlendirildi(41).
2.1.15. Manitolda dreme

Icinde Fenol kirmizisi bulunan manitol agar besiyerine ekim

yaplldl. 37°C de 24 saatlik inklbasyondan sonra, indikatorin
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degisimine bagli olarak dGdremenin olup olmadigina karar

renk

vefilir(41)'
2'1_15. Sitratli besiyerinde Ureme
Sodyum sitrat katkili kati NB besiyerine ekim yapildi. 24

gaatlik inkiibasyondan sonra besiyerinde idremenin olup olmadig:
kantrol edildi (42).
n.1.16 Anaerobik kosullarda dreme

Glikoz katkil: kati NB besiyerine ekim vyapildi. Ekim
yapilmis petri Kutusu, icinde oksijeni alabilecek gas dretme kiti
pulunan anaerobik jar icine yerlestirildi. 37°C de 2 gunlik inkid-
pbasyondan sonra besiyerindeki dreme durumu kontrol edildi(41).
2.1.17 Sodyum Asid Formu

Sodyum azid vyasamsal Uremeye sahip bir c¢ok enzim ic¢in
inhibitdr. Ancak sodyum azid’in yapisinl bozabilen enzim
salgilayan mikroorganizmalar bu maddeyi igeren besiyerinde
iriyebilirler. Bu kontrold vyapmak icin %0.02 lik sodyum azid
katkili kati NB besiyerine ekim yapilda. I7°C de 24
Saatlik inkilibasyondan sonra besiyerindeki Uremeye bakildi(41}.
2.1.18. Saburo dekstrozda ireme

Glikozca =zengin bir besiyeri olan saburo dekstroza ekim
Yapildi. 37°C de 18 saatlik inkiibasyondan sonra dreme kaontrol ed-
11di(41).
2.1.19, Litmusu indirgeme

Litmuslu st besiyerine ekim yapildi. 37°C de 3 gqunlik

lnkUbasyondan SONKa, kabarciklarin varlig: gaz olusumunu

gDSterir, Litmusun renginin kirmiziya dintismesi mikroorganizmanin
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git iirettigini gosterir. SUtdn bir kisminin beraklasip sulanmasa

azeinin hidrolizini gésterir, Litmusun renginin koyu maviye

k
danUSmESi alkali dretimini, Litmusun renksizlesmesi

1.ndirgenmesinin bir gdstergesidir(41).
2,24 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Elektroforez igin kullanilan kimyasal maddeler ; Akrilamid ,
N_Ni—Matilenbis akrilamid , TR1S - Hydroxymetilamino metan ,
TEMED (N-N-N1-N1- Tetrametiletilen diamin) » Amonyum persilfat ,
gDsS (Sodyum dodesil sitlfat) , MET (2-Merkapto etanol) ’
Comanssie Brilant Blue - R 250 , Brom Fenol Blue , Standart
proteinler (x — Lakt albimin , Tripsin inhibltér , Tripsinojen ,
Karbonik Anhidraz , Gliseraldehit 3I-Fosfat dehidrojenaz , yumurta
alblmini , sigir alblmini) sigma Chemical Co ., St louis’ten ,
NazHFO4.7H20 , NaHoP04.2H20 , Na-K tartarat , CuS04.5H20 ,
Gliserin , Na2C0x Merck Dermstad’tan , Nutrient Broth (NB) ve
Bacto Agar ise Difco Laboratories’den ticari olarak temin
edilmigtir .
2.3. KULLANILAN ALETLER

Elektrotorez aygiti (Gelman Gelcell , Gel Column) ’
Elektroforez gilic kaynagi (Gelman Deluxe Regulated power supply) ,
Santrifij (Hettich EBA -III) , spektrofotometre ( U.V-1&0
Shimatzu U.V-visible Recording spektrofotometre) , Mikrodalga
Firin (2450 MHZ frekansli: , Dokunmatik Vestel-v-8505 T) ’
Homojenizatér (Ultra tip Lab 1line wave , Energy systems) y

U.V-Lambas: , Jjel tipleri , Etiiv (nive EN 400) , Otoklav ,

Termocift (Ni-Cr/Ni alasimli) , Mikroskop (olmypus) .



2.4 ELEKTROFOREZ 1SLEMI

Eir proteinin tasidigi net elektrik ylkid vyapisindaki alt
Di,—imler‘in (aminoasit atiklarinmin) tasidigi pozitif ve negatif
yuklerin cebirsel toplamina esittir .

Bir makromolekilin net elektrik yiliki varsa , bu makromolekiil
yﬁkﬂndn isareti ve bluyldkligline gore elektrik alanda hareket
eder - Iste bu ozelligi kullanan metoda elektroforez denir .
piger bir dedisle elektroforez, partikillerin elektriksel alanda
tasinmasl olayidir . Bu olayin matematiksel apalizini vyapmak
pldukgca zordur . CQCdnkid ortamda bulunan diger iyonlar lokal
elektriksel alanmi etkiledigi gibi makromolekdller de kendil
aralarinda etkilesirler . Bu vylizden problemi basitlestirip ,
izole edilmis kiresel yiuklu tek bir partikidldn yalitkan ve
vizkoz bir ortamdaki hareketi incelenir .

Yuklid bir partikidle , bir elektrik alanda etkiyen kuvvet
coulomb kanuna gidre ,

F =12 e E swa dawamns » sunaean » eesaaws s e (2:3)
dir. Burada ;3 Z : elektron sayisi (yilk sayisi) e : elektran yidkd
» E 1 Elektrik alan siddetidir.

Diger taraftan Stokes yasasina gore sonsuz vizkoz bir sivida
" yaricapli bir kiireye etki eden F kuvveti ,

F =67 NPV sccesnsnancenncnncrcnnacannnnnanas (2.4)
baglnt151yla verilir. Burada ;3 n:Vizkoziteyi, r:yaricapi, V:Hacmi
98stermektedir. (2.3) ve (2.4) bagintilarindan

I e E=6r7r MUY V esecscncsncccncnnananannanns (2.5)
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pu denklem,
Vv Ze
—— e ma wmE M NN A S EEe e s . wmnsa (2af)
E érnr
Y
5Eklinde vazilabilir., ——— birimi elektrik alan siddeti icin hizi,
E

yani mobiliyeti ( m ) ile ifade edilir.

Y,
g halde M= === ceseancmcunnsvananannnsanssn(2.7)
E
Ze
M= —=== ttucnasssnssnnssananssannans (2.8)
bdrnr
glde edilir.
2.8) denklemi, partikudl maobilitesinin,partikilin yidkld ile

dogru, bilytklugld ve ortamin vizkozitesi ile ters orantili oldugu-
nu ifade etmektedir. Fakat gercek bir hareket denklemi olmaktan
cok wuzaktir. Daha vyaklasimli denklemler tiretilebilir, ancak
bunlar da tam olarak elektroforetik mobiliteyi gidstermez. Bu
yizden elektroforez metodu mikemmel bir ayirma metodu olmamakla
beraber makromolekiilsel yapi hakkinda pek bilgi vermez.

Kullanilan ayirma ortaminin cinsine gire cesitli
elektroforez teknikleri vardir. Bunlar arasinda kagit, nisasta,
Agar wve poliakrilamid jel elektroforezleri sayilabilir.Bunlardan
Poliakrilamid jel elektroforezi ayirma gici bakimindan digerler-—
inden cok dstilndir.

FPoliakrilamid jel Elektroforezi (PAGE)’nin ayirma glicld mak-
Fomolekillerin molekidl agairliklarinin tayininde hassasiyetle kul-

lanilabilir. Dogru molekil agarliklarinin bulunabilmesi icin mak-—
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omolekiller arasindaki elektriksel yiik farkini ortadan kaldirmak

r

ve bunlari denatire etmek gerekir.Bdylece ayrilmanin vyanlizca
malgkﬁl agirligina gire olmasi saglanir.Bunun igin ortama uygun
kansantrasyonlarda sodyum dodesil sidlfat (SDS) ve 2-Merkapto
etanol (MET) ilave edilir.8DS bir vyag asididir. Nonpolar
gzellikteki alifatik zincirinin polar ucunda hidrofilik
karekterde negatif ylkld bir sidlfat grubu [CHz(CHz) 3o 0 807z Natl
tasir. MET (OH-CHo-CHo-SH) ise 6-5 kiprileri ile dzgiil olarak
gtkileserek anlari indirgeyen bir maddedir.

Sekil (2.1)"de giridldigld gibi, makromolekdlin 5-5 kdprileri
MET tarafindan indirgenirken,SDS’nin baglanmasiyla makromolek{lin
hidrofobik ve hidrojen baglari kirilar. Biylece Quarternar,
tersiyer ve sekonder yapisini yitiren makromolekil, hidrofaobik
bilgelerine bagli SDS’nin silfat grubu vasitasiyla negatif ylkld
bir ortid ile sarilmis olur. Bu durumdaki makromolekiillerin kendi-
lerine d6zgld net ylklerinin bir anlami kalmaz, hepsi anyon olarak
hareket ederler.
Foliakrilamid jeli, monomer akrilamid (CHe=CH~CO-NH2)’nin bir
baglayici genellikle N-Nl-Metilenbis akrilamid (CHp=CH-CO-NH-CH>~
NH-CO-CH=CH») ile polimerize edilmesiyle olusturulur. Bdylece

rastgele bldylyen poliakrilamid zincirlerinden {i¢ boyutlu bir ag

meydana gelir. Kullanilan akrilamidin ve baglayicinin
konsantrasyonu olusacak jelin vogunlugunu, vizkozitesini,
elastikligini ve mekanik dayanikligini belirler. Bu

konsantrasyonlarin artirilmasiyla olusan agin sikliga artar,

gdzenek capi azalir. Biylece icinden yilirliyecek makromolekillerin
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hafeketi kendi blyilikliklerine (mol agarliklarina) gére siralanmis
o1ur - Akrilamid ve bis—akrilamid i¢in genellikle kullanilan
konsantrasynnlar incelenerek makromolekillerin biylikldgine gdre,
akrilamid miktarinin bis~akrilamid miktarina orani 10 ile 100 ar-

aslnda ve akrilamid konsantrasyonu % S5*ten bﬁyﬁk'éecilir.

CHy CHz CHym-emee= CH;0-SO0FNa"

Dogal protein

Denatiire Edilmig Protein

Sekil (2.1) Dogal proteinin SDS ve MET tarafindan
denatiire edilmesi.
Akrilamidin bis—akrilamid vasitasiyla polimerizasyonuna ka-—
talizlemek icin genellikle Amonyum persilfat ve Temed (N-N-N1-N1

tetra metilenetilen diamin) kullanilir (44).



(NHg) 2820 + TEMED —-————— oA A pases wi i W fww 0293
AmONyuUm N,N,Nl,Nl-tetra Serbest redikal
persiulfat metiletilendiamin

- CH, = CH - CH, = CH - CH, - CH -

Py 0 0
CH, =CH-C] o - &
NH : \
0 / | e Ty
(1°)+nCH2=CH-C\ +n H2C\ CH, .o (2.10)
"2 M N l O\\C/'\Hé Ox\cbﬁz
CHy =CH-C ?—NH ]

2.4,1. Jel Tiplerinde jellerin hazirlanmasa

Temizlenmis ve etldvde kurutulmus jel tupleri (80 x 5 mm)alt
taraflari parafilm ile kapatilarak jel hazirlama aparatina
verlestirildi.Jellesmenin daha verimli olmasi icin hazirlanan bu
dlizenek kullanilacak ana kadar buzdolabina kaldirildi. Bu sirada
jel cizeltisi stok cozeltilerin asagidaki aranlarda

karistirilmasiyla hazirland:.



Jel cgézeltisi
15 ml A Tamponu
13.95 ml B Cozeltisi
1.5 ml D Tamponu

45 ml TEMED.

2.,4.2. Cozeltiler

Calismada kullanilan biatin

hazlrlanip, kahverenkli cam siselerde
A — Tamponuj;
NasHFOg4.7H20 ...... 38.6 gr.
NaH-P04.2H20 ...... B.8 gr.
BDE scmmamnammnnamm 2 GFa
i 1t saf su
B — Cozeltisij
5.9 gr Akrilamid
23 ml

Saf su

C — Cozeltisis

—E U seeS

375 mg Amonyum persilfat

.

235 ml Saf su
D - Tamponu;

A-Tamponun 1:1 oraninda saf su ile

cozeltiler distile suda

buzdolabinda sakland:.

0.15 gr N-Nl-Metiletilen bis—-akrilamid

seyretilmesi ile hazirlandi.



Boyama Cdzeltisi
125 mg Comanssie Brillant Blue R-250
43.4 ml “Z 50 Metanal

4.6 ml Glasiyel asetik asit

Boya cikarma Cozeltisi
75 ml Glasiyel asetik asit
5C¢ ml Metanol
875 ml Saf su

2.4.3. Elektrofaorez 1slemi

el

BE. subtilis ve E.coli Kjs susunun c¢dzinldr proteinlerin
elektroforez praofilleri Weber wve (Osborn vontemiyle elde
edildi (45). Ongarulen sekilde hazirlanan Jjel cdzeltisi ile
buzdolabindan cikarilan jel tiplerine dnce bir kez c¢alkaladiktan
sonra her jel tdpgnin & cm’lik bolamd bu goézelti ile dolduruldu .
Bu ¢odzeltinin dzerine ince uclu bir pastir pipetiyle tlpdn bir
kenarindan damla damla su akitilarak czeltinin hava ile temasini
kesmek Uzere 4-5 mm’lik bir su tabakasi olusturuldu. Yaklasik 45
dk sireyle U.V lambasindan 3-5 cm uzaklikta fotopolimerizasyona
birakildi. Fotopolimerizasyon tamamlandiktan sonra jelin

Ustiindeki su dikkatlice absorban kagit yardimiyla alind:.

2.4.4. Jellerin iizerine cézunir protein drneklerinin uygulanmasi
Hazirlanan Jjellerden birine molekiil agirliklari bilinen
Standart protein cézeltisinden , digerlerine farkl:i dozlarda

Mikrodalga uygulayarak dretilen bakteri homojenizatindaki
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cazunUr proteinlerin esit miktarlari verildi. Her bir jel icgin
B mA’lik bir akim uygulandi. Cesitli zaman araliklariyla Brom
fFenol Elue boyasinin ilerleyisi kontrol edilerek , elektroforez
igleminin ilerleyigil surekli izlendi. Btrom fenol jel
tupdndn  alt kismina Z am yaklaginca akim kesil&i. Jel tapleri
aygittan cirkarildi. Jellerin tdplerden cikarilmasyi iglemi , bir

enjektdirle jel ile jel tlpu arasina su sikilarak yapildi.

2.4.9. Frotein Bantlarinin Tespit Edilmesi ve Bovanmasi
Daha dnceden hazirlanan Comanssie Brilant Elue R-250
cizeltisi hem elektroforez isleminde isaret boya olarak hem de
proteinlerin boyanarak tespit edilmesinde kullanildi. Jeller bu
boya icerisinde 320 dk tutularak bayama ve tespit islemi
ger¢eklestirildi. Bu sirada Jeller tamami ile boyandig: igin
fazla boyanin ¢irkarilmasi gerekir. Bunun i¢in , Jjeller boya
Cikarma cozeltisinde 1-2 gln bekletildi. Bu surenin sonunda

protein bantlari gézle gdrilir duruma getirildi.

2.5.BAKTERILERE LAM UZERINDE YAFILAN MiKRDDALGA UYGULAMASI
Nutrient Broth(hNB) kati1 besiyerine ekim yapildi. 4 saat
inkUbasyondan sonra her bir doz i¢in bir dze dolusu bakteri bir
lam Gzerine yvayllarak mikrodalga radyasyonuna (95,110,165,220,275
ve II0W, 15 sn sire) tabii tutuldu. Radyasyona tabi tutulan
bakterilerden dahsa sonra tekrar besiyerine ekim yapildi. 3I7°C de
18 saat inkubasyondan sonra tekrar her bir doz ve kontrol

1cin esit miktarda bakteri alinarak 10 ml”"lik Nutrient Rroth



T
e

g1Vl besiyerine ekim vyapildi. 24 saat inkUbasyondan sanra
bakteri Say1ml yvapi1ldi. Bakteri sdayimindan sonra S1vl
pesiyerindeki bakteriler 2000 rpm’de 15 dk sure ile

gantrifijlendi. Bakteriler 1 ml’lik 0.03 M Tris—Base, Tris—HC1
PH=7.5 tamponu i¢ine alinarak caligsincaya kadar -20°C de
saklandi.
2.6. BAKTERILERIN URETILMEST VE MIKRODALGA UVYGULAMASI
2.6.1. Bakterilerin Uretilmesi ve I.Mikrodalga Uygulamasi

Buyluine ortam: olarak segilen Nutrient Broth sivi besiyerinin
10% ar ml’sine B. subtilis ve E.coli Kjn SUsSUNUN saf
kiltlirlerinden asilamalar vyapilarak 3I7°C de bir gece inkibe
edildi. 8Sivi besiyerinden alinan 6rnekler kontrol wve +arkl:
dizeylerde doz uygulanacak bakteriler petri kutularina ekim
yvapildi. 4 saat inkiibasyondan sonra £5,110,165,22,275 ve 330 Watt
lik mikrodalga radyasyonuna 15 sn sidre ile tabii tutuldu. I7°C de
18 saat inkiibasyandan sonra kantrol ve doz uygulanan
bakterilerden ayni: optik yogunluga sahip g¢ozeltilerden 0.1 ml
aliparak 10 ml*lik S1v1 besiyerine akim yvapildi. Bakteri
Sayimil yvapildiktan saonra sivi besiyerindekl bakteriler 5000
rpm’de 1% dk stre ile santriflzlendi. Bakteriler 1 ml’lik 0.05 M
Trig—Base, Tris-HC1 pH=7.5 tamponu igine alinip
Calisincaya kadar -20°C de saklandz.
2.46.2. Bakterilere II.Mikrodalga Uygulamasa

Daha sonra bir defa mikrodalga uygulanmis bakterilerden

e@git hacimde bakteri alinarak petri kutularina ekim yapildi. I7°C

de 4 saat inkiibasyondan sonra bakteriler bir defa daha ayn:
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dazlarda ve aynl sire ile mikrodalga radrasyonuna tabi tutuldu.
37°C de de 18 saat dnkiibasyondan sonra kontrol ve doz kontrol ve
doz uygulanan bakterilerden esit hacimde bakteri alinarak 10
ml?lik  s1Vv1 besiyerine ekim yapildi.Z24 saat inklbasyondan sonra
pakteri sayimi vyapildi. Bakteri sayim yapildiktan sonra sivi
pesiyerindeki bakteriler 3000 rpm de 13 dk sire ile santrifizlen—
di. Bakteriler 1 ml’lik 0.05 M Tris-base , Tris—HCl pH=7.5

tamponu icine alinip calisincaya kadar —-20°C de saklandi.

2.7. BAKTER1 SAYIMI

Her S1V1 besiyerinde ulasilan bakteri sayisa uygun
seyreltmeler yapilarak kati besiyerinde vyapilan ekim sonucu
dretilen koloni sayisi saptanarak tayin edildi. Bunun icin sivi

besiyerinde 3I7°C de 24 saatlik inkiubasyondan sonra; 1/10.000,

1/100.000 , 1/1.100% 11k seyreltmeler yapildzi. Her bir
seyreltmeden sonra belli bir hacim (0.1 mllkati besiyerine
ekim vyapildi.24 saatlik inkubasyondan sonra &n az hata ile

saptanabilir koloni elde edilen seyreltmedeki bakteri sayis:
tayin edildi. Buradan da
N = ———— 2XaD dessabawasindsnes (2.11)
formulinden (42) ana sivi besiyerindeki bakteri sayisi saptanda.
Burada ; N=0rjinal sudspansiyonun ml’sindeki bakteri sayisi.
V=Fatri kutularina ekilen inokulun miktari(0.1 ml veya
0.05 ml)
X=0rtalama mikrop sayisi

D=Seyreltmenin orani



2.8. BAKTERILERIN PARCALAMA 1SLEMI

1 ml .05 M Tris—-Hidrokimetilamino metan, Tris—HCl pH=7.5
ramponu icine alinan bakteriler Ultrasonik homojenizatdrde
(10KH2,100W)10 dk slre ile buz icinde parcalama islemine tabii
tutuldu(46). Bu islemden sonra +4°C de 3000 rpm de 43 dk
santrifijleme islemi yapilarak slpernatantlar ayri tidplere alinip
kullanilincaya kadar —-20°C de saklandi.
2.9 CUOZUNGR PROTEIN MIKTAR TAYINLERI

Cozlunur protein miktar tayinleri Lowry yontemine gbére (47)

spektrofotometrik olarak yapailda.
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1. BULGULAR
<, 1. Bakterinin Teshis Edilmesi:

Cermik Belkishatun termal kaplica kapotaj havuzundan
getirilen ve 2 saat slre i1le 2500 rpm’de santrifljlenen su
grneginin sedimentinden Nutrient Broth besiyeriﬁe ekim vyapild:y.
gaplica suyunun pH’s1 7.3 oldugundan besiyerinin pH’51 bu pH’ya
ayarlandi.

Kaplicadan alinan su drnegi florasi icerisinde
zenginlestirilen ve cok sayida inokililasyon ve tek koloni disirme
teknigi ile soyutlanan bakteriye, uygulanan biyokimyasal testler
sonucu, Bergey’s Manual of Determinative Bacterology’e gore
B. subtilis oldugu anlasildi(40,41). Uygulanan testler ve elde
edilen sonuclar g¢izelge 3.1 de verilmistir. B. subtilisin
mikroskopta (13460 kez bldyltdlmids) gdrdntdsd resim 3.1 de
verilmistir.

J.2. BAKTER® SAYIMI :

Sivl besiyerindeki canli bakteri sayisi, bu besiyerinde
veterli seyreltmeler yapilarak son seyreltme ile ulasilan popu-
lasyondan belli miktarda kati besiyerine vyapilan ekim sonucu
/Elde edilecek koloni sayisindan hesaplandi. Elde edilen
sonuglar cizelge 3.2,3.3,3.4 ve 3.5°te verilmistir.

3.3 Lam lUzerinde yapilan mikrodalga uygulamasi sonucu B.subtilis
ve E. coli Ki2 susunun cozlndr protein miktarlari ve

Elektroforez Bantlari

Lam tizerinde, besiyersiz ortamda mikrodalgaya maruz
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blrak:lan bakterilerden, lUretilen bakterilerin egit miktarlarinin
homojenizasyonu sonucu elde edilen sidpernatanttaki cozdnur
prgtein miktarlari cizelge 3.6%da verilmistir. Bu proteinlerin
esit miktarlarinin elektroforez profilleri Resim 3.2.ve 3.3
de gisterilmigstir.

7.4. Besiyerinde Yapilan I.ve II. Mikrodalga Uygulamasi Sonucu
B. subtilis ve E. coli Kiz susunun Cézinur Protein
Miktarlar:i ve Elektroforez Bantlara
Kata besiyerinde 1. ve 2. kez 13%7er saniyelik slurelerle

belirli dozlarda mikrodalgaya maruz birakilan bakterilerden sivi
besiyerine vyapilan inokidlasyonlar sonucu dretilen bakterilerin
esit miktarlarinin homojenizasyonu sonucu elde edilen
supernatanttaki cozunur protein miktarlari Cizelge 3.7 de
verilmistir.

B. subtilis ve E. coli Ky susunun her bir mikrodalga
uygulama serisi igin gozuniir proteinlerinin esit miktarlarinin
elektroforez bantlari Resim 3.4,3.5,3.6 ve 2.7 de gdsterilmistir.
3.5. 20,37 ve S50°C de Uretilen B. subtilis’in Cdzdnlr FProtein

Miktarlari ve Elektroforez Bantlari

Mikrodalga ile termal etkiyi karsilastirma amaciyla
20, 37, 5S0°C ’lerde Uretilen esit sayida B. subtilis cdézdnudr
Protein miktarlari Cizelge I.B’de verilmistir.

Farkla sicakliklarda dretilen B. subtilis’in
homojenizasyonu sonucu siipernatantta esit miktarlardaki

Proteinlerin elektroforez profilleri Resim 3.8’de gisterilmistir.
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7. 6. Termocift ile Mikrodalga Fairin Icindeki Sicaklik Olgcuimleri

Ni~-Cr/Ni alasimindan yapilmis termocift ile dlcilen mV ve

ona karsilik gelen sicaklik degerleri Cizelge 3.9°da verilmistir.

4. SOMUCLARIN TARTISILMASI.

Cermik Belkishatun termal kaplicasi kapotaj havuzundan
getirilen su drnegi bakteri florasi icerisinde =zenginlestirerek
soyutladigimiz bakterinin Bergey’s Manual of Determinative
pacteriology’ye (40) gire B.subtilis oldugu saptanmistir. Cizelge
3. 1.7’de wverilen denel sonucglarla refarans kaynakta verilen
gzelliklerin ¢ok az bir kismi arasinda farklilaiklar gdrilmesi
soyutlanan bakterinin soyutlandigir c¢evre kosullarina bagla
olarak alt bir tir dizeyinde deflisiklikler gdsterebilmesinden
kaynaklanmaktadir. Urnegin, soyutladigimiz EB.subtilis icgin Xylos
fermantasyon testi negatif sonuclanmisken bu bakteri igin
referans kaynakta anilan testin pozitif sonu¢clandig:
belirtilmistir. Alt tidr dildzeyinde teshis yapmak icin genetik
materyal DNA™ ni1n en azindan baz kompozisyonu agisindan
incelenmesi gerekir.

B.subtilis ve E.coli Kj2 suguna lam zerinde besiyersiz
ortamda uygulanan mikrodalga sonucu, cizelge 3. &.7da gorudldugd
gibi cgdzlinlr protein miktarlarinin uygulanan doza bagli olarak
kontrolle kiyaslandginda énemli miktarda farklilik gdlenmemesi bu
bakterilerin kuru ortamda mikrodalgadan etkilemedigini
disindirmektedir. Resim 3. 2. ve 3. 37te gorulduagd gibi

bakterilerin cdzinldr proteinlerinin elektroforez bantlari da
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punu destekler niteliktedir. Elektroforez profillerinde, jellerin
Polimerlestirilmesi sabit kosullarda vapilmasina karsin bitdn
tuplerde ideal homojen polimerizasyon saglanmadigindan jelin
poyasini birakmasindaki farkliliklar nedeniyle yaniltica
koyuluklar gordlmektedir.Bu durum besiyersiz ‘nrtamda vapilan
caligmalarla elde edilen sonuclarla uyum icerisindedir (26, 27,
28, 30, 32). Clunkd wmikrodalganin termal etkiyi gisterebilmesi
ijcin ortamda bulunan iyaonlarin hizlandirilmalari ve birim zamanda
carplsma sayi1larinin artirilmis olmasi veya dipol vyapidaki
bilesiklerin alternatif alanda hizli dinme hareketleri yapmalara
gerekir vya da mutajenik etki ig¢in risk faktdri olarak dngorilen
radikaller mikrodalga etkisiyle ancak besiyerli ortamda meydana
gelmektedir.

Farkli dozlarda mikrodalga uygulanan hem B. subtilis hem de
E. cali Kj2 susunun c¢dzinlr protein miktarlara kontrolle
kiyaslandiginda, uygulanan mikrodalga dozuyla paralellik iginde
olmayan dlzensiz degisiklikler gistermektedir. Bunun nedeni,
mikrodalga uwygulandigi: esnada mikrodalga firin icerisinde cok
kisa silireli olsa da anormal 1s1 degisimi sonucu termal etkideki
farkliliklar olabilir (Cizelge 3.9). Bu sonucun bir diger
nedenide mikrodalga uyqulanma esnasinda bakterilerin farkla
bélunme evrelerinde olmasi gerekge olarak gisterilebilir.
B.subtilis igin 220, 275 ve 330 Watt’lik mikrodalga uygulamas:
ile, E.coli Kjp susu icin 165 Watt’lik wuygulamadan itibaren
Protein miktarlarindaki duzensiz degisikliklerin paragraflik

basinda verdigimiz fikirlerle aciklanabilecegi kanisinday:iz.
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Protein miktarlarindaki dizensiz artislar B. subtilis’e
pazaran E. coli’de daha fazla olmaktadir. Bu olgu B. subtilis’in
termotoleran bir bakteri olmasi nedeniyle kosullarina
adaptasyonundan dolayi termal etkiden etkilenme olasilig:r daha
zayif olmaktadir. Bu sonuc¢ Dalaney ve arkadaslarinin, Aspergillus
niger ve B. stearothermophilus dzerine yaptiklari calismayla uyum
jcindedir (31}). 1.Mikrodalga uygulamasi ile B. subtilis ve E. coli
K12 susunun kendi icinde esit sayida bakteri hiicresinde protein
miktari 145 watta kadar artma gistermektedir. Bu sonug su sekilde
aciklanabilir. Mikrodalga uygulamasi ile protein sentezinden
sorumlu yapisal genlerin aktivitelerini dizenleyen represdrin
(baskilayicinin) sentezinden sorumlu gende bir mutasyaon meydana
gelmekte wve sentezlenen represidr operatire baglanamadigindan
yasamsal 6neme sahip olmamasi kosulu ile ihtiyactan fazla protein
sentezlenebilmektedir. veya represiridn aktivitesini kontrol eden
bir indikatdrin represorle kompleslesarek oanu inaktif hale
getirmesi sonucu represir, operatdre baglanamamakta ve vyapisal
genlerin kontrolsiuz bir bigimde g¢alismasi sonucu protein
sentezinde bir artigs gizlenebilmektedir. Ozet olarak indikatdr,
.Feprestr ve operatoér arasindaki dengenin mikrodalga etkisiyle
- bozuldugu kanisini uwuyandirmaktadir (48, 49, 50). Mikrodalga
uygulamasindan sonra bizim Urettigimiz bakterilerde bdle bir
mutasyonun midmkin olabilacegini diasinmekteyiz. Clnkd yasamsal
fneme sahip proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin yapisinda
anlamli bir mutasyonun meydana gelmesi yasamin devamini olanaksiz

kilar.
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Mikrodalga wuygalama ile esit sayidaki bakterinin icerdigi

otein miktarindaki azalma yapisal genlerin birlestigi vyerde

pr
pif nokta mutasyonunun gelmis olabilecegini sezindirmektedir.

poylelikle ardigik genlérin kodladigi kigk molekiilld proteinler
yerine, daha bdyuk molekiiller sentezlenmekte bunun sonucunda
uygulanan protein test vyoénteminde absorbsivonda bir azalma
meydana gelmektedir.

Protein miktar analizleri ve glektroforez bant
profillerinden mikrodalga uygulanmig B.subtilis ve E.coli Kaz
sUSLNa ikinci kez ayni dozlarda ve slrede mikrodalga
uygulanamasinin yukarda agiklanan, nisbeten giddeti azalmis
etkilere neden oldugu kanisindayiz. Birinci ve ikinci mikrodalga
sonucu kantitatif protein tayininde gézlenen farklilikliara
iliskin vyapilan vyorumlar ile Resim 3. 4. , 3. 5. , 3. b. ve 3.
7.’ de gadrudlen elektroforez profilleri uyum icerisindedir.
Elektroforez bantlarinin incelenmesinden mikrodalganin termal
olmayan etkilerde bulundugu anlasilir. Mikrodalga uygulanmis
hiicre homojenizatlarinin elektroforez profillerinde, 20, I7 ve S0
*C’de dretilen bakterilerin homojenizatinin elektroforez
" profillerinde gidridlmeyen kiglk molekil agirlikly protein
bantlarinin wvarligi bu sonuca gétiirecek yeterli kanit olabilir.

Termal etkinin B.subtilis?in ¢dzlinlr proteinleri Gzerindeki
etkisini incelemek tizere farkla si1cakliklarda yapilan
inkiibasyonlar ve bu sicakliklarda ddretilen esit sayidaki
bakterinin cgdzinir protein icerigi cizelge 3. B.’de verilmistir.

20°C*de Uretilen bakterinin protein iceriginin 37 ve S7°C’de
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uretilenlerinkinden distitk oldugu goridlmektedir. Bizce bunun
nedeni 20°C?de lretilen bakterilerin metabolik faaliyetler
gonrasl acgiga cikan enerjinin biyiik bir kismini yasamsal
gneme sahip proteinlerin sentezlemesinde kullanmasidir. 37°C
ve 50°C lerde dretilen bakterilerin cbziinlir protein igerigi
pirbirine esit kabul edilebilir, aradaki kidcik fark deney
hatasi veya daha cok bakteri stispansiyonunda 61 bakteri
saylsindaki farktan kaynaklanabilir. Elektrofore:z
proFillerinde de 20¢C? de dretilen bakteriler icin elde
edilen protein bantlarinin sayisinin I7°C wve 3B50°C lerde
iretilenler igin elde edilenlerinkinden daha az olmasi yukaridaki
yorumumuzu destekler niteliktedir. (Resim 3. 8.).

Tartismalarimizi nikleik asitlerin yapisinda meydana
gelebilecek degismeler Uzerinde yodunlastirmamizin nedeni daha
dnceki calismalarda mikrodalganin DNA’nin ikili sarmaliniy acma
veya DNA iplikciklerinde kirilmalara neden olabilecegi (12, Z24)
ve mikrodalga uygulanmis bazi enzimlerin aktivitesinde bir

degisiklik gdézlenmesinden (50, 51) dolayidir.
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Cizelge 3.1. Soyutlanan Bakteri 1c¢in Uygulanan Biyokimyasal
Testler wve Elde Edilen Sonuc¢larin Bergey's Manual of
Determanitive Bacteriology ile Karsilagtirilmasa

[ SONUC l
YAPILAN TEST

Bergey's Manual of Determa-
nitive Bacteriology

e —- ==
Blyudme sicaklaik

Maksimum 45-55
Minimum 5-20
Geniglik, mm 0.7-0.8
Uzunluk, mm 2-3
Gram reaksiyon +
Hemoliz degigken
lHareket -
Spor olusturma +
Nisasta hidrolizi +
Kazein hidrolizi +
Jelatin hidrolizi +
Katalaz lretimi +

Lipaz Uretimi
NHy lretimi

Belirtilmemis
Belirtilmemis

NO3 indirgeme +

Tuz Tolerasyonu

%3 NaCl Belirtilmemis
%7 NaCl +

%10 NacCl Belirtilmemis
Karbonhidrat fermantasyonu +
Sukroz Belirtilmemis
Xyloz +
Laktoz Belirtilmemis
Glukoz +
Manitolda Ureme +
Sitratli besiyerinde ilireme Degigken
Glikozlu Anaerobik agar +
Sabura dextroz +
Sodyum Azid (%0.02) =
Litmusu indirgenme +
Aktif Ureme pH'si 5.5~8.5
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~¢elge 3. 2. Lam Uzerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile B.subtilis
(e ve E.coli'nin Koloni Sayilari ve Ana Besiyerinin
Mililitresindeki Bakteri Sayisai.

U),g\_ua\nnn Gu¢(Watt) ||B.subtilis'inf|Ana siva besiye—||E.coli'nin Ana sivl besiyer—
Uﬂpuanan Sure (15 sn)|lkoloni sayisi|lrinin ml'sindeki|lkoloni sayisi|linin ml'sindeki

bakteri sayisi koloni sayisi
(tane/ml) x10 (tane/ml)  x10
~ KONTROL 240 __“ 2,4 " 25 || 2,5
= 55 || 133 " 1,33 | e " 1,4
SNEET " 144 | 1,44 " 12 1,2
165 I s | 2,15 | 15 _“ 1,5
220 [ 2 " 2,45 | 12 " 1.2
275 ]l 600 || 6,00 || 13 “ 1,3
330 u 323 ]l 3,23 ] 14 ][ 1,4

(izelge 3. 3. Besiyerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile B.subtilis'in
Koloni Sayilari ve Ana Besiyerinin Mililitresindeki
Bakteri Sayisa.

Uygulanan Glc(Watt) |[B.subtilis'in||Ana sivi besiye—||B.subtilis'in||Ana siva besiyer—

Uygulanan Slire(15 sn) ||I. Mikrodalga|nin ml'‘sindeki ||II.Mikrodalga|linin ml'sindeki
uygulamagi |[|bakteri sayisi uygulamasi koloni sayisa
koloni sayisi||(tane/ml) x10 koloni sayisi||(tane/ml) %10

KONTROL Il 393 “ 3,93 " 393 || 3,93
55 | 25 | 24 B " 2,00
110 " 248 J' 246 || 48 l 3,48 |
165 Il a8 | 48 " 215 L 2,15
220 " 343 || 3,43 " 221 " 2,21
275 R 3,23 EE | 3,00 |

330 ]] 340 3,4 H 325 " 3,25 “




cizelge 3. 4. Besiyerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile E.coli'nin
Koloni Sayilari ve Ana Besiyerinin Mililitresindeki
Bakteri Sayisi.

Uygulanan Gl (Watt) E. coli'nin ||Ana sivi besiye—|| E. coli'nin ||Ana sivi besiyer—

Uygulanan Sire (15 sn)|[I. Mikrodalgallrinin ml'sindeki||II.Mikrodalgallinin ml'sindeki
uygulamasi (|bakteri sayisa uygulamasi koloni sayisig
koloni sayisi||(tane/ml) x10® [lkoloni sayisi||(tane/ml)  x10

[ KONTROL " w | 4 [ 4 4,0
55 e 3,2 " 61 6,1

110 " 97 5,7 " 107 " 10,7
165 " 41 l 4,1 79 “ 7.9
=0 ES | 5,5 60 “ 6,0
275 S 2,33 35 " 3.5

|
330 “ 50 H 5 137 Jj 13,7

Cizelge 3. 5. 20, 37 ve 50°C'de Uretilen B.subtilis'in Koloni Sayilari
ve Ana Sivi Besiyerinin Mililitresindeki Bakteri Sayisi.

B.subtilis'in koloni||Ana sivi besiyerinin ml

SICAKLIK (°C) sayisi sindeki bakteri say1s1
(tane/ml) %10

20 " 310 3,10 |

37 " 393 3,93 |

50 “ 635 || 6,35 |
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cizelge 3.6. Lam Uzerinde 15 Saniye ile Farkli Dozlarda Mikrodalga
Radrasyonuna Tabii Tutulan B.subtilis wve E.coli Esit
Miktardaki Bakteri Sayilarina Bagli Olarak Cozlinir
Protein Miktarlari.

Uygulanan Gic Protein miktari (mg/ml)
(Watt)
‘ Uygulanan Sire B.sup;ilis E.goli
(15 sn) (1.33x10 tane/ml) (1.2%x10" tane/ml)
“ KONTROL " 3,00 " 4.00
55 " 3,00 " 3,89 "
110 " 2,98 " 3,95
165 3,01 I 4,08
220 3,11 I 4.10 l
275 2,95 Il 3,78
330 3,02 u 4,05

Cizelge 3. 7. Nutrient Broth Besiyerinde B.subtilis ve E.coli
I. ve II.Mikrodalga Uygulama Sonucu Tayin Edilen Cozintir
Protein Miktarlari.

Uygulanan Giig Protein Miktar: (mg/ml)
(Watt)
Uygulanan Siire|B.subtilis I.uygujB.subtilis II.uyquf E.coli I*uygulnmu E.coli IIsuygulama
(15 8n)  [lama 2,4x10"t./ml} lama 2x107t./nl 2,3x10°t. /ml 3,5x107t . /ml
(2.4510" tane/ml) (2.3x10 tane/n1)
KONTROL 2,50 5.50
55 2,68 .3 6,90 6,70
‘ 110 3,19 .89 9.50 5,64
7 ' 165 3,43 2,98 5.48 5.48
220 2,83 2.63 5.1 5.78
I ;
! 275 2,68 3,10 4,43 4,83
1 330 3,36 3.09 5,69 6,36
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Cizelge 3. 8., 20, 37 ve 50°C'de Uretilen B.subtilis'in Cdziinlir
Protein Miktarlari

Protein miktari (mg/ml)
SICAKLIK (°C) (3,1.10*tane/ml)
20 " 1,18
37 || 3,23

50 AH 3,12 "

Cizelge 3. 9. 15 Saniye Sire ile Degisik Dozlarda Mikrodalga Sotucu Mikrodalga
Firin iginde Olugan Ortalama Ve Maksimum mV ve Ona Karsilik gelen
Sicaklik Degeri
NOT: Deney sirasinda oda sicaklif@i 37°C bu sicakliga eklenmistir.

i Uygulgnan Gli¢, Watt “Ortglama my Sicaklik Maksimum mv Sicaklik
Sire (15 sn) Degerleri (°C) Degerleri ("C)
| 55 “ 0.1 39.5 17.9 472.4
| 110 " 0.3 " 44.5 44.3 1083.6
165 “ 0.3 " 44.5 5.5 " 134.3
r 220 0.4 " 47 28.2 “ 677.8
275 “ 0.4 " 47 ” 8.3 " 204.2

330 “ 0.6 “ 52 “ 14.3 J 350.2 H




- B.Subtilis lam Gzerinde mikrodalga uygulama
——————— + E.Coli lam Uzerinde mikrodalga uygulama

B
E
o e D = == 0\\
R g
5
X 3 oo T
E :
c
©
(o)
£ 2t
Hr
0 55 110 165 220 275 330

Uygulanan guc (watt)

P

Sekil 3.1. Lam lzerine yayilmis B.subtilis wve E.coli idzerine
mikrodalga uygulanmasl sonucu ¢dzunidr pratein miktara

degisimi
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»B.Subtilis 1. Uygulama
——————— .B.Subtilis  2.Uygulama

m
4

Protein miktar: {mg/ml)

0 3 110 165 230 275 330

Uyoaulanan glc (watt)

y
- S8ekil 3.2. Mikrodalganin B.subtilis’in cézinir proteinleri lUzerine

etkisi



{E.Coli 1.Uygulama
——————— 'ECali 2.Uygulama

]OF

Protein miktart (mg/ml)

0 55 10 165 290 275 330
Uygulanan glc (watt)

Sekil 3.3. Mikrodalganin E.coli Ky susu’nun cdzdnir proteinleri

Uzerine etkisi
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S K 55 W 110W 165W 220W 275W 330W

Uzerinde Deqisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
subtilis’in Esit Miktarda Froteine (0.11 mg/ml) Gére
ilmis Cdzuindr Proteinlerinin Elektroforez Bantlarui.

S K 55W 110W 165W. 220W 275W 330W

Uzerinde Degisik Dozlarda PMikrodalga Uygulanm:s
0li Kjyns sugsunun Esgit Miktarda Froteine (0.204
ml) Gadre Verilmis Cozundr Froteinlerinin

ktroforez Bantlari

Standart proteinler

Kontral

Si1gir Albumini (&6.000 Dalton)

Yumurta Alblmini (45.000 Daltan)

Gliseraldehit 3—~fosfat dehidrojenaz(36.000 Dalton)
Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton)

Tripsinojen (24.000 Dalton)

Tripsin inhibitdr (20.100 Dalton)

o — Lakt Alblmin (14.200 Dalton)
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S K 55W 110W 165W 220W 275W 330W

- Resim 3.4. Besiyeri Ortaminda Degisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmig
(I. Mikrodalga Uygulamasi) B. subtilis’in Esit Miktarda
Froteine (0.134 mg/ml) Gore Verilmig Cézlnir

< Froteinlerinin Elektroforez Bantlara

G Mmoo >

S K 55W 110W 165W 220W 275W 330W
Resim 3.5. Besiyeri Ortaminda Degigik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
(Il.Mikrodalga Uygulamasi1) B.subtilis?in Egit Miktarda

Froteine (0.10646 mg/ml) Gore Verilmis Cozunur
‘ Proteinlerinin Elektroforez Bantlar:
3 S: Standart proteinler

5

K: Kontrol

Az S1g1ir Alblmini (446.000 Dalton)

I B: Yumurta Albumini (45.000 Daltan)

| C: Gliseraldehit 3—-fosfat dehidrojenaz (346.000 Daltaon)
|

|

D: Karbonik Anhidraz (2%2.000 Dalton)
E: Tripsinojen (24.000 Dalton)

F: Tripsin inhibitur (20.100 Dalton)
G: x — Lakt Albumin (14.200 Dalton)

mnq‘
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A
B
C ¢
D
E |
4
G
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S K 55W 110W 165 W 220 W 275W 330W

Resim 3.6. Besiyeri Ortaminda Degisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
(I.Mlkrodalga uygulamasi)E.coli Kjo susunun Esit Miktarda
Proteine (0.220 mg/ml) Gore Verilmis Cozunur
FProteinlerinin Elektroforez Bantlar:

A —
B -
C —
D

E o -
P -
G -

S K 55W 110W 165W 220W 275W 330M

Resim 3.7. Besiyeri Ortaminda Defisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmisg

- (II.Mikrodalga wuygulamasi) E.coli Kin susunun Esit
Miktarda Proteine (0.174 mg/ml) Gore Verilmis Cozinlr
Froteinlerinin Elektroforez Bantlari

S: Standart proteinler

K: Kontrol

A: S1g1r Alblmini (646.000 Dalton)

EB: Yumurta Albuimini (45.000 Dalton)

C: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrajenaz (36.000 Dalton)
D: Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton)

E: Tripsinojen (24.000 Dalton)

F: Tripsin inhibitdr (20.100 Dalton)

6: « — Lakt Albumin (14.200 Dalton)



Resim
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S 209¢ 379¢ 500¢

FRNi )

20, 27 ve 50°C de Uretilen B.subtilis’in Egit Miktarda
Proteine (0.064 mg/ml) Gdre Verilmig CozlnGr
Froteinlerinin Elektroforez Bantlara

Standart proteinler

S1gir Albumini (646.000 Dalton)

Yumurta AlbGmini (45.000 Daltaon)

Gliceraldehit I-fosfat dehidrojenaz (34.000 Dalton)
Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton)

Tripsinajen (24.000 Daltan)

Tripsin inhnibitdr (20.100 Daltaon)

« — Lakt Alblimin (14.200 Dalton)
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ILngLER I: B.subtilis”in Teshisi 1¢in Hazirlanan
Blleglml
1.1. Kanli Agar Besiyeri
Eacto Agar ...... 17gr.
Pepton = c..... 10gr.
Nall aew.. « Dgr.
Et ozldtil e OgYF e
Kan = awesmne 100ml.
Baf sUu  wessxs 1000ml.
1.2. Hareket Besiyeri
Fapton  saswiews s S gr.
Et Ozitl ; seeasse 15 gr.
NaCl  acawwnws 2eS g
Agar = cauamasa U8 gr.
Saf sSU  essieias « 900 ml.
I.%. Nutrient EBroth (Kati) Besiyeri
Peptaon cnmnssra O gF.
Et 0Zitl wewwsaad = Ors
Agar Ewwms s w 1D QFe
Sat su PR s & 1000 ml.
I.4. Nutrient Broth (5ivi) Besiyeri
Fepton s waaaes 3 gra
Et ozUtl ssssesww S gr.
Saf su enwaaweas 1000 ml.
I.5. Nigasta Agar Besiyeri
Et ozUtU asmassyun > Gre
Feptaon T < W = | o
Cozunlr nisasta.. 4 gr.
Agar e eensa pme 1D QFa
Sa+t su W E e . 1000 ml.
I.6. Jelatin Agar Besivyeri
Jelatin ...sceeas £ gr.
Et OzUtU apasisns 1o gre
Fepton iiaenssa 2ud grs
Agar = eeeea ans 7.3 gr.
Saf su wamueeaa 1000 ml.
I.7. Kazein Agar Besiyeri
Sodyum kazeinat .. 2 gr.
Glikoz wis noosmnen L gFes
Mg504 ceannsans 0.2 gr.
KoHFO4 cassnsaea 0.2 gr.
FeSOg4  ecaensew --» Eser miktarda
Agar wwnmamnwm LI GFe
Saf sU  .c..u.as .. 1000 ml.
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I.8.

I1.10.

I.11.

I.14.

Yagli Agar Besiveri

Et SzUEU wivivssawy 19 Grs
Fepton amon wl e s Bed QPa
Agar = i saaaa iw ZaD Qe
Tereyatdl ceoeeeesss S5 gr.
Saf SU  seemesue . 1000 ml.
Amonyuwn Medyum (A) Besiveri
(NH4) 2504 sneeuua « 10 gr.
K=HPO4 ceseraas 0.3 gr.
rMgS04 . 0.25 gr.
FeS504 = ssesscna 0.05 gr.
MgCO= Gesaadsi 2.5 gr.
Sat suU ... .a.. e 500 ml.
Sukrozlu Besiyeri

Sukroz & sweesess 0.5 gr.
Tripton & seasas 1 gra

Et dziltd sswwesess 3 gr.
Brom krezol moru.. 0.4 gr.
Saf su & W RS 100 ml.
Xylozlu Besiyeri

Xyloz T . 0.5 gr.
Tripton ..aacwsanas 1 gr.

Et 0zOtl wwwscanan S Qra
Brom krezol moru.. 0.4 gr.
Saf su ae & dameen 100 mla
Laktozlu Besiyeri

Laktoz
Tripton
Et ozdtd

awain b waawia DalS Gra

--------

«aa 1 gr.

..... G & gra

Brom krezol moru.. 0.4 gr.

Baf SU ewsesaee~a 100 ml
Glikozlu Resiyeri

GBlikaz weaess e « Qa9 gr.
Tripton seessissass i gr.
Et 0Z0f0 wwwomns ee & GFs
Brom krezal moru.. 0.4 gr.
Saf su craaansea 100 ml.
Manitaol besiyeri

Monitol
Saf su

salt agar .. 11.1 gr.

eaas 1000 ml.

o8



I_15.Blikozlu Anaerobik Agar Besiyeri

Glikoz ansansnsnen 2 QGra
Fepton P R I« |
Et 02Z0tU « cmawn wmmee,. 2 GFs
Agar R IR - - | "
Saf su o w wwn @ aases  LOO0mMI .
].16.8itratl1 Besiyeri

NaC1l s wawe s D Qe
rMgShg sevusaaawns 0.2 gr.
NH4HoFO4 ccvaaeaaea 1 gr.
KHAFD 4 essansnnsn 1 gr.
Sodyum sitrat ..... 5 gr.
Eat su eweneanasas 1000 ml.

1.17.S5aburo Dextroz
Saburo dextroz

Caf su

I1.18.8adyum Azxidli

Fepton
Et dzltd

Sodyum Azid

Agar ..
Saf su .

e o

R )

- & wnaa

R

Besiveri

65 gr.
100 ml.

Besiyeri

S gr.
3 gr.
Q.2 gra.
185 gr.
1000 ml.

I.19.Litmuslu sut bBesiyeri

Slt tozu
Litmus
Eat su

------

100 gr.
0.735 gr.
1000 ml.

I.20.S0dyumn klariirli Besiyeri

Faepton
Et ozutu
NaC1l

Saf su

S gr.
3 gr.
10 gr.
100 ml.
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ILAVELER II. B.subtilis’in Teghisi 1icin Hazirlanan
gndikatorler ve Reaktiflerin Bilesimi.

1J.1-

11.2.

I11.3.

11.4.

II.5.

II.&.

IT.7.

Metilen Mavisi Boyas:
Metilen mavisl ..eea. 1.8 grs
Alkol (%93} s siewem, 100 mls
Jansiyen Moru Boyasa

Jansiyen mord  ..ue.a.a. S gr.
Alkol (499)  ..v.a. 100 ml.
Fuksin Boyasi

Bazik FuUuKSin ceewwe 32 gr.

Alkol (495) seunaw 100 ml.

EBrom Krezol PMMoru (BCP)
Brom krezol moru ..... 0.4 gr.

NaOH (N/Z20) seewas 13.8 ml.
Saf su 0000 swaws 86.2 ml.

&0
Boyalar,

(pH renk degisim aralig:a pH S.2de sari, pH &.8%da mor)

Iyodir (Lugol} Reaktifi
Ivot  Lsamae seee 1 gr.
KI s swesane s 2 gr.

Saf SU wawsvsscaw 00 ml.

HC1l.HgCls Reaktifi

HGClo s esseecamss 1.9 grs
HCl (derisik) ... 20 ml.
Saf sUW senssonsa 400 Ml

Nessler Reaktifi

Kl  Gwesss s saea S0 gr.
HYClo caenoaass - S5 gr.
KOH(ZB3Q) wavwwea 400 ml,
Sat SU  .ceonese ee 1000 ml.
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ILAVELER III: Protein Miktar tayini icin Kullanilan Reaktifin

Hazirlanmasi

1II. 1. Folin Ciocalteu Reaktifinin (FCR) Reaktifinin Hazirlanis:
500 ml’lik Bir balon jojeye 500 gr Nao WO4q. 2H-0, 12,5 gr Naz MoOg4.
2H20, 330 ml saf su, 25 ml ZB371ik Hz FO4, 50 ml derisik HC1 ve 10
saat sureyle vyavas bir sekilde geri sofgutucu altinda kaynatilir. 75
gr Li»S804, 25 ml saf su ve bir kac damla Bro ilave edilir. Bromun
Aasirisiny tutmak igin sogutucusuz olarak is di kaynatilaip,

sogutulur.500 ml seyreltilir.

III. 2. Alkalin Cozeltisinin Hazirlanisi

%4 Nap COzx, %2 CuS04, %4 Na-K Tartarat (Hacimce ; 100 : 1:1 oraninda)



&2
ILp,vELER' IV. Cermik Belkishatun Termal Kaplicasinin Ozellikleri
Yeri= Diyarbakir iline bagli Cermik ilcesindedir. Kaplica mahalinin
Yuksekligi 600 metredir.
gisa tarihgesi: Cermik kaplicasi, tarihi kaplicalarimizdan olup,
gelcuklular zamaninda igletilmigtir. Mevcut- tarini havuzlar
gelguklulardan kalmadit.
Konaklama tesisleri: Kaplicadaki mubtelif konaklama tesislerinin
toplam yatak kapasitesi 200 kadardir.
Tedavi tesisleri: Dicle Universitesi Fizik tedavi ve Rehabilitasyon
merkezi iki adet wumumi havuzdan ibarettir.
Yardimci tesisler: Bir gazino ve lokantalar bulunmaktadir.
Sifali1 suyun grubu: Sodyumlu, bikarbonatla, kloridrli, salfatla,
iyotlu, bromirld, kUkirtlid.
Sifala suyun teknik wvasiflari: Cermik kaplicasi: kaynaklarinin
si1cakliklar:y 52°C, radyoaktiviteleri 10 eman,pH degerleri ise 7.3
dir.
Endikasyon (Sifa niteligi):
Banyo tedavisi ile: Romatizmalar, nevrit, polinevrit, cocuk felgleri
ve kadin hastaliklarinda ayrica serpintileme ile de,dermatozlar ile
gsolunum yolu hastaliklari icin tavsive edilmektedir.
Ulagim durumu: Kaplica, cermik ilgesine 3 Km wuzakliklardadir.Sezon
suresince kaplicaya Cermik’ten devamli gekilde karayolu tasit
araclar: islemektedir.
Enformasyon(Danisman): Her turlld bilgi ve rezervasyon icin Cermik

Belediyesine miracaat edilebilir.
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UZET

Bu calismamizda Cermik Belkishatun termal kaplicalarindan
goyutlayarak teshis ettigimiz termotoleran B.subtilis ve Ankara
Hifzisihha Enstitusiinden temin edilen Mezofil E.coli Ky susunun
cozdnur proteinleri uzerine mikrodalganin (2450 MHz2) etkisi
incelenmeye calisilmigtair.

Caligmanin birinci asamasinda, bakteriler besiyersiz ortamda,
Lam Gzerinde 15 sn sudre ile 55, 110,165, 220, 2735 ve 330 watt glcldk
mikrodalgaya tabi tutuldu. Daha sonra cdzidnidr plazma protein miktar
tayini yapilip, proteinlerinin elektroforez bantlari incelenmigtir.

Ikinci agamada, Nutrient Broth(NB) besiyerinde bakterilere 15
sn sure 1le 55, 110, 165, 220, 275 ve 330 watt mikrodalga
uygulanmistir. Mikrodalga uygulanmis bakterilere ikinci kez ayni do:z
ve ayni sUrede mikrodalga uyqulanip, c¢ozlnur plazma protein miktar
tayini yapilmis 7= proteinlerinin elektroforez bantlara
incelenmistir.

Ayrica mikrodalga etkisiyle termal etkiyi kargilagtirmak uUzere
bakteriler 20, 37 ve 50°C de Uretilip protein miktar tayini yapilmig
ve elektroforez bantlari incelenmeye calisilmigtir.

B.subtilis ve E.coli K{2 susunun ¢dzindr protein miktarlarinin
kantitatif tayini ile elde edilen sonuglar ve elektroforez bant
profilleri mikrodalganin termal etkisinin yaninda termal olmayan ve

mutasyona yol acan etkisinin oldufu saptanmistir.
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