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TEZtN AMACI : 

Son 25-30 yıl ic:inde hücredeki makromoleküller 

üzerine yapılan çalısmalar oldukc:a yogunlasmıstır. Hücrede 

madde alışverisini saglayan enerjinin yanısıra bir takım 

proteinler-in de rol oynadıgı gösterilmiştir. Bununla ilgili 

çalısmalarda , bunların hücre içi metabolik ~aaliyetleri nasıl 

etkiledikleri henüz tam olarak bilinmemektedir. 

Hücre dısına salgılanan pr-oteinler c:esitli amac:lar 

dogr-ultusunda eskiden beri kullanılmaktadır. Günümüzde artık 

bu , yavaş yavas bir teknoloji halini almaktadır. 

Termo~il bakterilerin yüksek sıcaklıga 

adaptasyonlar ı nı n baz ı membran 1 ip i d ler i ve protein ler i nden 

kaynaklandıgı iddia edilmektedir. 

Günümüzde artan bir hızla uygulamalarına sahit 

oldugumuz elektromagnetik dalgalar ve özellikle mikrodalgalar, 

beraberinde insanlar üzerinde etki yapabilen biyolojik 

olaylara sebep olmaktadır. En önemli etkiler gözler ve Ureme 

organları gibi vücudun dıs kısımlarında görülmektedir. Ayrıca 

belirli yayılma yogunluklarında ve ~rekanslarda mikrodalganın 

davranıs bozuklugu ve mutasyona neden olabilecek kadar zararlı 

etkilerinin oldugu belirtilmektedir. 

Bu bilgiler ısıgında bu c:alısmada , nükleik asitler-in 

yapısında meydana gelebilecek degisikligin yansıması olarak 

hücre ic:i ve hücre dısı gec:isleri saglayan hücre membranındaki 

integral ve yüzeysel proteinler ile stoplazma proteinleri 

üzerine mikrodalga radyasyonu ile ısının etkisi incelendi. 



p 

öZET 

Bu çalışmada Diyarbakır iline baglı Cermik Belkıs 

Hatun termal kaplıcalarının muhteli~ yerlerinden getirilen su 

örneklerinde bakterilerin seçimli zenginlestirilmesinden 

sonra soyutlanarak teshisleri yapıldı. Buna göre soyutlanan 

bakterilerden Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans 

üzerinde çalısmalar sürdilrUldU. 

Teshis edilen bakteriler 15 sn sUre ile mikrodalga 

~ırın içinde 55 110 ; 165 ; 220 275 ve 330 W'lık 

mikrodalgaya tabi tutuldular. Uygun yöntemler kullanarak 

stoplazma ve kısmen zar proteinlerinin kantitati~ tayini 

yapıldı 

edildi. 

üzere 

ve bu proteinlerin elektro~orez pro~illeri elde 

Mikrodalga etkisiyle termal etkiyi karşılaştırmak 

aynı islemler 22.5°C 

bakterilere de uygulandı. 

Bu işlemler sonucu ulaşılan protein miktarları ve 

elektro~orez pro~illeri mikrodalganın mikroorganizmalar 

üzerinde termal etkinin de ötesinde bir etkiye neden oldugu 

saptandı. 
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BtiLOM I 

ı. ı. GtRtS 

Günümüzde bilinen mikroorganizmaların genis bir 

sınırının, mikrobial dünyada karsılasılan türleri 

aı;ıkladıgı kabul edilmektedir. Sıcaklık, rarklılık ve 

adaptasyonu belirtmek iı;in iyi bir parametredir. Optimal 

belirtmek üre me 

iı;in 

sıcaklık degerieri mikroorganizmaları 

sıksık kullanılmıstır. Sıcaklıga baglı olarak 

yapılan en genel sınırıandırmaya göre mikroorganizmalar 

psikroriller, mezariller ve termorille~ olarak 

Psikrofil Bakteriler: Bunların en 

incelenir: 

i yi üreme 

sıcaklıkları 15-20 3o•c•nin üstünde ölmeye 

baslarlar.Soguk seven bakteriler olarak bilinirler. 

Psikr·ofi 1 bakter i 1 et· 

hava depoları, soguk 

daha ı;ok 

tüneller 

buzdolapları, 

gibi bilhassa 

soguk 

et ve 

hayvansal ürünlerin muhafaza edildikleri ortamlarda Urerler. 

Mezofi 1 

bakter i 1 er· d ir. 

Bakter i ler: 30-40• C .;u-as ı nda üreyen 

ınsanlarda, hayvanlarda ençok hastalık 

etkeni olusturan bakteriler bu grupta yer alırlar. 

Termofil Bakteriler: En iyi üreme dereceleri 50-

75.C'dir. Daha ı;ok termal kaynaklarda ürerler. 

Daha sonraları bu sınıflamaya 

katılmıstır. örnegin; 

bazı alt bölümler de 

Bacillus coagulans 30-6o•c•ıik bir üreme sıcaklıgına 

sahiptir ve mezofil gruplarının ikisine de g i ret·. 
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Bundan dolayı Bacillus coagulans sıksık "-fakültati-f 

ter-mo-fil" olarak tanımlanır. 

Bazı mikroorganizmaların sıcaklı~a ba~lı 

olarak, davranıslarındaki degisme nedeniyle termo-fil 

bakterileri tanımlamak kolay olm~mıstır. Sonuçta herhangi 

bir tanımlamaya var-manın mümkün olmadı~ı görülmüstür. 

Ancak kısa olarak 50-6o•c•nin üstündeki sıcaklıklarda 

üreyen bir çok mikroorganizma termo-fil olarak 

belirtilmistir. 

Bazı bakteriler oldukça genis bir sıcaklık aralıgında 

ürerler. Böyle mikroorganizmalar "eurythermal" olarak 

tanımlanırlar."Stenothermal" olarak bilinen di~er 

mikroorganizmalar sınırlı bir sıcaklık aralıgında ürerler. 

<Sekil-1.1.). 
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Şekil- 1.1. Farklı bakteriler için büyüme hızı ve sıcaklık 

arasındaki ilişki {1). 
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stenothermal ve eurythermal kavramı termo~illere mahsus 

de~ildir.Ancak bazı organizmaların sıcaklık-Urerne iliskisini 

acıklayan genel terimlerdir. Sekil-l.l.b"de termo~illerle 

ilgili olarak kullanılan bazı terimler yer almaktadır (1). 

Termo~iller,Farrell tanımladıgı gibi 

yüksek sıcaklıkiat-da yasayabilen , mutlak, ~akültati~ veya 

tet·motoler·an organizmalar olarak ayrılırlar. Termo~ilik 

bak ter· i ler· i n genel bit" sını~landırması Tablo-1.1'de 

görülmektedi t". 

Ge nu s 

Foj;_çıtro-fik bakter-iler 
Siyano b.:~kteriler 
Mavi-yesil algler 
Gt·e~mpoziti~ !;>akteriler 
Basiller 
Clostr i drum ı at· 
Act i nomyces' 1 er· 
Di_get· eLıbakter i ler. 
Tiobasiller 
Spiroketlet· 
At-chab.:~ktet· i 1 et· 
Metanojenlet· 
Termeplazma 

T.:~blo ı. ı.: Yüksek 

Tür- s.:~ yı sı 

16 
ı 

15 
11 

3 
1 

4 
1 

sıc.:~klıklat·da 

mikroorganizmaların ~arklı grup~arı<l>. 

Sıcaklık degeri(°C) 

ür· eye n 

55-70 
55-73 

50-70 
50-75 
55-75 

50-60 
54 

55-95 
37-55 

Ter·mo-fi 1 i k 

Termo-filik bakteriler genel olarak termal su kaynakları ve 

sıc.:~k topraklarda bulunurlar.Genel olarak termo-fillerde,me-

zo-filler gibi aynı karbohidratları -fermente ederler, aynı 

azot kaynaklarını kullanırlar ve aynı oksidati-f yollara sa-

hiptirler.Adaptasyon ve mutasyon yolu ile, termo-fillerin me-

zo~ilik orijinieri icin çok yararlı incelemeler yapılmıstır. 

Bu incelemeler-in ka.ynakları ise termo-filik olmayan 

çevreler· de ter·mo-fi 1 i k mikroorganizmaların bulunmLlS 
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bazı mezo-filik tl..it-1 et- de sıc.aklıgın 

tet-mo-fi 1 i k L.it-emeye adapte 

Tet-mo·fi 1 i k 
mikroorganizmalar~ ısıya dayanıklı olduklarından 

makromolekUlleri daha kompleks bir yapıya sahiptir ve 
dolayı · 

karat- lılık lipid ve pr-otein ler le saglanabilmektedir. 

Termo~illige katkıda bulunan ~aktörlerden biri olan 

proteiniet oldukça büyük bir- önem tas ı maktadı r-. 

Bunun nedeni, canlı hücrelerin biyokimyasal -fonksiyonlarını 

yürüten enzimierin tümünUn protein yapısında olmasıdır. 

Bir bakterinin özgül özel 1 i klet- i (bir karbohidratı 

kullanma, aminoasitleri sentezleyebilme, v.b.) belirli bir 

enzim yada sentezierne yetenegine sahip 

olmasına baglıdır. Bir bakteri türUnU diger bir tl..it-den 

~arklı yapan belirli enzimleri sentezierne yeteneklerindeki 

~ar-ktan kaynaklanmaktadır(3). ve Campbell (2) 

termo~ilik kaynaklardan elde edilen enzimleri 3 ana sını-fta 

top Lam ı s 1 at- d ır-: B ir- i ne i sını~, 55-65°C'de gerçeklesen 

sentezler-de kat-at- 1 ı olan · enzimleri kapsar-. B Ll 

enzimler sentezin gerçeklestigi sıcaklıgın biraz üzerinde 

inakti-F olan e n z i m 1 e r- d i r- • !kinci sını-f, sadece 

vat-Iıgında sentezi n get-çeklestigi sıcaklıkta 

akti~ olan enz i ml et- i ihtiva eder-. Uçüncü sını-f ise, 

YÜksek: derecede ısıya dayanıklı olan ve sentezin 

sıcaklıgın yukarısındaki sıcaklıklarda da 

dayanı~.· ıı ol"'n 
a enzimleri kapsar. 
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Termo-filik bakterilerin proteinleri ısıya 

Halen termo-filik bakterilerden yaklasık 

5 

dayanıklıdır. 

olarak 20 

kadar protein izole edilmistir. Bu proteinlerin bir c;ogu 

yüksek sa-flıkta elde edilmis olup, -fiziksel ve kimyasal 

olarak iyi bir sekilde karekterize edilmislerd~r<4>. 

1.2. Bakterilerin Anatomik Yapısı: 

Bakterilerin anatomik yapıları, baslıca iki 

bölümde toplanarak incelenebilir: 

1-Zar ve 2-Stoplazma ve Bilesenleri 

Bakterilerin dıs yapısında hücre duvarı, kapsül, 

kirpik ve piluslar bulunmaktadır. Bakteriler ic;in önemli 

olan hücre duvarı, bakteriye şekil veren ve dıs etkeniere 

karsı dayanıklılıgını saglayan yapıdır. Gram(+) 

bakterilerde hücre duvarının 1.50-90'ını peptidoglikan 

(mukopeptid, glikoaminopeptip, 

Bu madde hücre duvarının 

murein tabakası) 

sag 1 am 1 ı k ve 

olusturur. 

sertligini 

saglar. Peptidoglikan N-asetil muramik asit <NAMA> ile 

N-aset il glukozamin <NAGA> moleküller i ni n, birbir i ler i ni 

takip eden sıralar halinde, B 1 -» 4 glikozidik baglarla 

biriesmesinden olusmus bir heteropolimerdir. NAMA molekülüne 

ayrıca kısa bir peptit yan zinciride katılmıştır. Bu 

yan zincir genellikle L-alanin, D-glutamik asit, L-

lizin ve D-alanin'den meydana gelmistir. Bir NAMA 

molekülünde 

lizin ile 

bulunan 

diger 

tetrapeptidin 

NAMA molekülünün 

3 pozisyonundaki L

tetrapeptidinde 4 
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pozisyonunda bulunan D-alani n at· ası nda gl isinden 

olusan penta-homopeptit bulunur. Böyle devam eden 

baQlantılarla peptidoglikan olusturulur. 

Sekil- 1.2. Peptidoglikan'ın yapısı (5). 

Gram(+) mikroorganizmaların hücre duvarında, bunun kuru 

agırlıgının X40-50~sini teskil eden Teikoik asit vardır. 

Bu da peptidoglikan omurgasındaki NAMA molekülüne ~os~odi-

ester bagı ile baglanmıs durumdadır. Teikoik asit polimer-

lerinin genel yapısı polidi~os~at esteri seklindedir. 

5 ~ 3 

OH H H 

Ho -J -o-H c-t--t 
ll 

2 ı ı 
o 

ı - ı 5 4 3 2 
:OH 

CH -0 ll ~-0-H C 
2 ll 2 

o 

H H H 

t t- t --CH OH 
ı ı ı ı 
o o o 

1 ~laniııe 
G luco~e i 

o 

i 
j 

1 
.J7 

Sekil- 1.3. Teikoik asit~in yapısı(5). 

Pol imet· i n yapısında gliserin veya ribitol gibi bir 

polialkol bulunur. Bu alkol glukoza B-D glukoz, alanin'e 

-COOH grubundan esterlesmis olarak baglanır. 
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yapısı bir çok Unitelerden 

0 ıusmaktadır. Bunlar da; steplazmik membran<hUcre membranı>, 

stoplazma, mezozom çekirdek, ribozom, 

granUller<lipid granUlleri, polisakkarid 

endospor 1 ar-dır-. 

steplazmik 

granüller i> 

BugUne kadar yapılan çalısmalarda membran yapısını 

aydınlatmak için en uygun model 1972 yılında Singer ve 

Nicolson tara~ından öne sUrUlen akıskan-mozayik modelidir. 

Bu model, membranların görevleri bakımından 

kUresel proteinlerden ve lipidlerden ibaret 

oldugunu varsayar. 

içinde dagılır ve 

Burada 

~os~olipid 

proteinler- bir-

iki tabakalı 

özellesmis 

bir-akıskan 

fosfolipid 

olusturur. Proteinlerin bir kısmı lipid faz içinde kısmen 

membran içine gömUlmUstür. Bir kısmı da membranın bir 

yanından diger yanına uzanır. Ortamda bulunan serbest lipid 

molekiH ler-i tabakaya esneklik, akıskanlık ve karekteristik 

olarak yUksek bir elektriksel direnç saglayan yana dogru 

salınım, dönme v.b. seklinde hareket ederler. 

Fosfolipidler 

Hidrofitik gruplar 

Hidrofobik gruplar 

Proteinler Fosfolipid molekülü 

Sekil-1.4: Akıskan- Mozayik Modeli (5). 
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Ak ıskan mozayik modeli ~arklı tipte membranıara 

kalınlık tip 

fosfolipid tabakasında düzenlenmesini 

pr-oteinlerin 

sagladıgndan 

dolayı membranların geçirgenlik ve elektriksel yük 

iletkenligine cevap verir. 

Hücr·eyi iç ve dı s çevr-es i nden aylran ve bir çok 

hayatsal -faaliyetleri saglayan hücre membranı yar· ı 

gee i r·gen bit- özellik göster· ir·. Dı sar· da bulunan gıda 

maddeler· inin, suyun ve di ger· lüzumlLı maddelerin 

hücr·e 

hücr·eden 

içine girmesini, metabolizma artıklarının 

cıkmasını Elektron transportu ve 

oksidati-f -fos-forilasyonda görevli sitokrom sistem enzimleri 

ile kompleks lipid sentezinde görevli olan enzimler hUcre 

membranında bulunur<5,6). 

1.3. Bakterilerin Mor~olojisi: 

Bak ter· i 1 er, mikr·oskopta görülebilen bireysel 

-formlarına göre baslıca 3 ayrı gruba ayrılabilirler: 1-

~<üresel, 

biçiminde 

tek, 

2-Comak, 3-Spirai seklinde olanlar. Küt·esel 

olan bakter·i ler· kok ta n ı m 1 a n ı r· 1 a r· • 

çi~t <diplokok>, zincir <streptokok), üzüm Bunlar· 

sal k ımı <stcı.-fi lokok> veya kübik paketler (sar· c ı na) 

hal indedirler·. 

1.3. ı. Sta-fi 1 ok ok 1 ar·: Gr·am(+) mikroorganizmalar 

sını-fına giren sta-filokoklar genelde insan derisi, 

mukozası ve diger sıcakkanlı hayvanlarda bulunur. Caplar·ı 
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o. s-ı . 5 ,M m o ı up ~ peptidoglikan ve 

·ı,oik asit te ı"· ihtiva eder. ve 

aminoasitler karbon ve enerji kaynagı olarak kullanılır. 

r:oagul az' lipaz~ sta~ilokinaz~ gelatinaz ve ~osfataz gibi 

enzimler bilinen sta.~ilokokkal enzimlerdir. 

ı.3.2. Basiller: Basil olarak tanımlanan çomak seklindeki 

düz çizgi~ silindit-H: veya uzun elipsaid 

se k i 1 dedit-ler-. Basi ller- i n genislUder-i (). 3-2.3 f"m~ 

uzunlukları ise 1.2-7.0 Mm arasında degismektedir-. Yüksek 

sıcaklıklarda üreyen bakterilerin büyük bir kısmı basil 

yap ı dadır-. Bir- çok basil polisakkaridleri~ ni..ikleik 

asitler-i ve yıkan h i dr-o 1 it i k 

salgı lar-. KL1llanı lan subst r-a ta bag 1 ı 

metabol izmalar-ı solunum~ ~ermentati~ veya hem solunum hem 

de ~ermentati~tir(7,8). 

Cevrenin mikroorganizmalar üzerine oldukça büyük 

bir etkisi vardır. Bunlar arasında. sıcaklık~mikrodalgalar~ 

ba.s ı nç, v.b. sayılabilir. özellikle belirli yayılma. 

yogunluklarında mikrodalga radrasyonları dnemli biyolojik 

etkiler olustururla.r. 

1.4. Mikrodalga Hakkında Genel Bilgi: 

Yiyecek p i sit-me ve haz ı r-ı ama tek ni k ler- i 

i çi n~ moder-n uygulamalardan mikr-odalga 

r-adyasyonudLu-. Son bir kaç yıldır mikrodalga ~ırınlar 



ı o 

bol miktarda Uretilmekte ve mikrodalga ile pisirme oldukca 

popüler bir hale gelmektedir. 

Mikrodalgalar ultraviyole, görünür ısık ve radyo dalgaları 

gibi elektromanyetik radyasyonun bir türüdür. Bunlar 

dalga boyları ve enerjileri bakımından 

~arklı lıklar gösterir. Mikrodalga ~ırınlar 12 cm dalga 

boyuyla 915 ile 2450 MHz ~rekansa sahip ve kimyasal bagları 

kırmaksızın ısıya neden olacak yeterlilikte enerji iceren 

dalgalar üretirler. Mikrodalgalar enerji ~ormunda olup, ısı 

~ormunda degildirler. Mikrodalgalar besinlerdeki yag veya 

su ile etkilestikleri zaman ısı üretilir. üretilen ısı 

mikrodalga etkisi ile iyonların hızlandırılmaları ve 

bunun sonucu diger molekUllerle carpıemaları veya mikrodalga 

etkisi ile oluean dipallerin hızlı degisen 

elektriksel alan içindeki dönme ve bir düzene göre 

dizilme hareketleri neticesinde olusmaktadır. Materyal 

i ci nde enerjinin bu etkileri materyalin yeterli ve hızlı 

bir sekilde ısınmasına neden olur. Yiyecekler normal 

ısıtılmaları için gerekli olan sürenin dörtte biri veya 

daha kısa sürede ısıtılabilirler. 

Aynı zamanda mikrodalga ile ısıtmadaki 

gelierneler problemsiz degildir. Mikrodalga ~ırınlarda 

dalga pro~illerinin konumunun düzensiz ısı yayıimalarına 

neden oldugu belirtilmistir.Mikrodalga ~ırınlarda yanlı~ 

bilgiler sonucu pisirilen yiyeceklerden insan saglıgı 

tehlikeye girmekte ve tüketici zarar görmektedir(9). 
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1.4.1. Mikrodalganın Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi: 

Mikrodalganın mikroorganizmalar üzerine etkisi 

1950 yılından önce çalışılmış ve çalışmaların çogu yüksek 

~rekanslı alanlarda yapılmıştı. lngram ve Page 

yüksek voltajlı alaniat-da Saccharomyces cet-evisiae, 

Escherichia coli,Tütün Mozaik Virüsü <TMV> ve bakteriyo~aj 

T4'ü incelemişlerdir. örnekler 12 dakika 10 MHz veya 20 

MHz'lik bir ışınlamaya bırakıldıkları zaman iki 

mikroorganizmanın yaşamı ve TMV üzerinde önemli bir 

etki gözlenmemistir<lO>. 

Brown ve Mat-rison mikrodalga pastörizasyon deneyiet-inde 

E.coli kültürlerini kullanarak, kültürlerin sürekli 

ışıolaması sonucu yaşamlarının 30 azaldıgını 

göstermişlerdir. Kültürler sa~ su <1:100) ve X 5 NaCl ile 

sulandırıldıkları zaman yaşamlarının %55 ve %75 arasında 

azaldıgı görülmüştür(11). 

Delaney 

Bacillus 

disk ve 

ve arkadasları Aspergillus niger ve 

stearothermophilus sporlarını suyun yoklugunda, 

kagıt şerit üzerinde, suıa-oz, 

süt, ~izyolojik 

ışı n lamaya tabi 

serum ve distile su gibi ~arklı ortamlarda 

tuttular. 2450 MHz~ lik ışınlamanın 

Bacillus 

etkisinin 

tahribata 

ışınlanan 

sahip 

stearothermophilus üzerinde 

olmadıgı, ~akat Aspergillus 

neden oldugu göt-ül dü. Kuru 

zararlı bir 

niger'de hücresel 

şerit üzerinde 

bakterilerin 

oldukları, buna 

yüksek bir yaşabiiirlik sansına 

deneyierin yapıldıgı 
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besiyerinde yüksek miktarlarda hücresel tahribat 

gözlendi. Arastıt-macılar 2450 MHz' lik mikrodalga ile 

ısıtılan mikroorganizmalarda gözlenen etkilerin bilinen 

ısı tma yöntemler i nden anlamlı oraniat-da -fat-k 1 ı olmadıg ı nı 

belirtmislerdir<12). 

Lechowich ve ark., Streptococcus -faecalis ve 

s. cerevisiae'nin yasarnı i le S. cerevisiae~ deki solunum 

hızı degisiklikleri üzer-ine 2450 MHz'lik mikrodalga ve 

ısının etkilerini incelediler.Calısmacılar çalısmalarında 

sıcaklıgı kontt-ol edilebilir mikrodalga -fırını 

kullanmıslardıt-.6 ml' lik örnekler- içinde ıoB ve ıo9 hücre 

içer-en süspansiyonlar ısıolanarak katı besiyer-ine ekildL 

Mikrobial süspansiyonlara mikrodalganın sürekli uygulanması 

ile, bu yöntemle üretilen ısının etkisi dısında, öldürücü 

etki ler-in olmadıgı görüldü. Mikt-odalga uygulanan S. 

cerevisiae'nin solunum hızı~ mikrodalga i le ısınlama 

sür-esini n artması sonucu olusan hücre sayısındaki 

azalmayla direkt olarak iliskilidir. Arastırmacılar tüm 

etkilerin, ısınlama esnasında olusan termal inaktivasyondan 

kaynaklandıgını ve solunumdaki hasarın yasama 

azalmayla iliskili oldugunu belirtmislerdir<13). 

sansındaki 

Rober-ts S.cerevisiae askosporları ve vejetati-f 

hücr-eler 

Mikr-odalga 

üzeri ne mikrodalganın 

esnasında sıcaklıgın 

etkisini inceledi. 

kontrol edilmesiyle 

vejetati-f hücreler 33°C ve 8 dakikada, askosporlar ise 33°C 

ve 12 dakikada ölmekteydi. Ortam 5 ml'lik süspansiyon 
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haline getirilip , sıcaklık kontrol edilmedigi zaman 

O .. lüm noktası 30 sn' den daha termal 

ula~maktaydı<14). 

az bir zamana 

Cm· re ll i ve arkada~ları E.coli B üzerine 2,6-4,0 

GHz mikrodalga ı~ınlamasının etkilerini çalışmışlardır. 

Bunun için hücrelerin koleni olu~turma yeteneginin ölçümü 

ve ısınlamaya tabi tutulan ve tutulmayan hücre kültürlerinin 

in~rared spektrumlarının kar~ılaştırılması ile moleküller 

yapıdaki degişiklikler kullanılmıştır. 1 ml'lik hücresel 

süspansiyonlara 10-12 saat 20 mW'lik bir radyasyon 

uygulandıgı zaman hücrelerin kolani oluşturma yetenegi veya 

moleküler yapıları üzerinde herhangi bir etkinin bulunmadıgı 

gözlenmiştir(15). 

Bütün bu araştırıcıların ulaştıkları ortak 

sonuç~ hücre öltimlerinin yegane nedeninin mikrodalga 

Buna kat-ş ı t t·adyasyonu ile üt·etilen ısının 

olarak bazı çalısmalarda 

oldugudur. 

mikrodalga t·adyasyonunun 

mikroorganizmalar üzerine veya non-termal 

etkilerinin olmadıgı belirtilmiştir. 

Hamt- i ek ve Butler E.coli'nin 4 SUŞU ve Pseudomonas 

aet·ug i nosa 'ya 12 saat, 60 mW/cm2 2450 MHz'lik 

mikrodalga uygulamışlardır. 50 ml' 1 ik süspansiyonlar 

radyasyona tabi tutulup,gerekli seyreltmeler yapılarak, 

katı besi yerinde inkübasyondan sonra sayıldı. Büytime 

eg t· i s i , ay n ı ve ~arl<:l ı türler içindeki kontrol ve 

ı sınıanan at-asında 
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gösterdi. 41,259 ve 450 mW/cm2'de uygulanan 

benzer sonuçları verdi(16>. 
dOZ 1 at· 

Farklı enerji düzeylerinde mikrodalga 

radyasyonuna maruz bırakılan mikrobial hücrelerin nükleik 

asit yapılarının tetkiki üzerinde çalışmalar mevcuttur. 

Webb ve Booth mikrodalga radyasyonuna tabi tutulan E.coli 

B, Enterabaeter aerogenes ve E.coli Bir'deki protein,RNA ve 

DNA sentezini bu moleküller·in absor-psi yon 

spektrumlarından yarar-Ianarak i ne e 1 em i ş 1 er- d i r- . 14c-

isaretli besiyerlerinin kullanıldıgı çalışmalar 66,71 ve 73 

GHz"de 14c-isaretli metabolik aktivitenin azaldıgını 

gösterirken,68 GHz~de olusan aktivite artmaktaydı <17). 

Yapılan diger- çalısmalar sonucu radyasyondan 

sonra 5 dakika aralıklarla ölçüm yapılarak 71 ve 129 

GHz ar-asında RNA sentezinin arttıgı, protein ve DNA 

sentezinin azaldı çı ı, hüct-e büyümesinin ise zayı-fladıgı 

belit-tiidi <18). Sıcaklık burada bir- -faktör olarak göz 

önünde tutulmadı. Mikrodalga -frekansları protein, DNA, 

RNA ve hücr-e büyümesini inhibe veya stimule etmekteydi-Bu 

glukoz,süksinat ve amonyum tuzu içerigi 

bakımından -farklılıklar- gösteren besiyerler-inde de elde 

edildi. 

Mikrodalga radyasyonunun etkilerinin incelendigi 

diger- bir çalışmada r·adyasyonun genetik mutasyona neden 

olup olmadıgı araştırılmıştır. Bu amaçla Berteaud ve ark., 

E.coli hücrelerini 15 dakika 70-75 GHz 'lik bir ışınlamaya 
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tc bi 
tuttular. Bu uygulamaya ragmen DNA bilinen onarım 

•-anizmalarına girebildigi 
me~ 

için yeni mutantların olusumu 

veYa ıezyonlar gözlenmemistir<19). 

Su dogada dipolar yapıda olması nedeniyle , 

varlıgı ve yoklugunda, mikroorganizmalar Uzerine 

mikrodalganın bilyUk derecedeki etkileri incelenebilir. 

örnegin Clostridium sporogenes sporlarını ihtiva eden 

sUspansiyonların bilinen ısıtma sistemlerine göre 

mikrodalga radyasyonundan daha çabuk etkilendikleri 

ancak kurutulmus sporların etkilenmedikleri gözlenmistir 

(20). A.niger , B.stearothermophilus <12>. ve B.cereus'un 

sporları ile yapılan çalısmalarda benzer sonuçlar 

görUldU. Ancak E.coli,S.aureus ve Salmonella 

enteritidis'in liyo~ilize kUltUrlerinin mikrodalgadan 

etkilenmedikleri belirtilmistir<21). 

Webb ve Dodds 25 oc 'lik sabit bir sıcaklıkta 

E.coli'ye 136 GHz'lik mikrodalga uygulamıslardır. 

!nkilbasyondan 4 saat sonra bölünmenin olmadıgı gibi~ 

öldUrilcU etkinin de olmadıgı belirtildi. Bu arastırıcılar 

radyasyona tabi tutulan hücrelerin bölilnme hızlarının 

azaldıgını ve sirndilik belirtilmeyen bazı metabolik 

presesierin hilcresel bUyUmenin erken asamalarında spesi~ik 

olarak inhibe edilmis olabilecegini belirtmislerdir (22). 

Son zamanlarda Drey~uss ve ark. E.coli, 

B.cereus, S.aureus ve S.enteritidis kUltUrlerine 

mikrodalga ~ırınlar içinde mikrodalga uyguladılar. 
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ı~ınlama sonı..lc:ta ~ 

i~lemler aenzer 

sonucu ya~ayan hücre sayısı tartı~ıldı. 

bilinen ısıtma sistemleriyle de yapıldı. 

ölüm noktasına yakla~ıncaya kadar mikrodalga ve Termal 

bilinen ısıtma sisteminde benzer sonuclar bulunmasına 

t·agmen ~ kU 1 tüt·l et· Nutrient Broth'da üretildikler-i zaman~ 

20 sn. uygulanan mikrodalga radyasyonu sonucu hi..ic t·e 

anlamlı .:u·tı~ göt·üldü. Bu at·t ı~ sayısında 

t·adyasyondan 

kUltUrler 

sonra 2 saatten ~azla devam etti. Ancak 

Nut t· i e nt Bt· ot h yerine ~os~at tamponu içine 

b u· ak ı 1 d ı 1 ar ı zaman bu at·tı~ dw-du. Bu dört 

mikroorganizmanın kültüt·let·i indirgen~yükseltgen ve 

t·adyosensi ti~ maddelet·in v.:wl ıgında da mikrodalga 

t·adyasyonuna mar· uz bırakıldı. Hücreler dithiothreitoı~ 

thioglycollat~ sistein~ metyonin, glutation~ potasyum 

pet·manganat 

ı ~ı nlandı. 

ve p-nitroaseto~enon ihtiva eden ortamlarda 

Mikrodalga uygulanan hücreler üzerine alkali ve 

asidik çevrenin etkisini tayin etmek icin kültür-lerin 

pH'sı 6,0 ve 8,0 'a ayarlandı. lndirgen~yükseltgen ve 

radyosensiti~ maddelerin varlıgında mikrodalga uygulanan 

kültürlerin ya~amının arttıgı veya azaldıgı 

varıldı. Kültürler asidik pH'da~ Nutrient 

sonucuna 

Bt·oth' da 

ısınlandıgı zaman üremedeki önemli düsüs~ hüct·e 

popUlasyonundaki azalmayla 

Ca lı smac ı 1 at· 

sporları üzerine ısının 

ölçülerek gözlendi(23). 

son zamanı at· da Bacillus 

etkisini kat·sılastıt·mak icin 

mikrodalga radyasyonu ve bilinen su banyosunun etkisini 
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karşılaştırdılar. Bu deneylerde B.subtilis, B.licheni~ormıs, 

e. cereus, B. brevis ve B. stearothermophi lus türleri 

kullanıldı • Yukarıda belirtilen her tü rün spor 

sUspansiyonları,süspansiyon ortamının ısısı 60 •c olacak 

kadar 30 sn. süre ile mikrodalgaya tabi tutuldu. 

Bilinen ısıtma yönteminde ise süspansiyonlar 60 dakika, 

60 •c'de su banyosuna bırakıldılar. Hitbir etkiye maruz 

bırakılmamış kontroller gibi bu spor süspansiyonları hemen 

Nutrient agara ekildi,inkübe edildi ve koleni oluşan yerler 

belirlendi. 

Mikrodalga uygulanmış, ısıtılmış ve kontrol 

olarak kullanılan herbir suştan 

kutusundan al ı n ıp, 10 ml. Nutr i e nt 

on 

Br ot h 

koleni 

ihtiva 

pet ri 

eden 

tüplere ekildi ve inkübasyona bırakıldı. Isıtma etkisi ile 

herhangi bir oluşum ortaya tıkmış ise bunu tespit etmek 

itin, bu izolatların 

biyokimyasal 

biyokimyasal 

madde i le 

aktivite de 

kültürleri 

inekül e 

degişiklik 

sonradan birkat 

edildi. . Deneylerde 

gözlenmedi. Sonutta 

bu genusun sporlarının ısı aktivasyonu itin mikrodalga 

radyasyonunun etkili bir model olarak kullanılabilecegi 

saptanmıştır(24). 

1.4.2.Mikrodalga Radyasyonunun Diger Biyolojik 

Sistemler üzerine Etkisi : 

Mikrodalga radyasyonunun diger biyolojik 

sistemler üzerine olan etkisi de incelenmiştir. 
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Yeager-s ve ark.~ ıo-6 M -Fos-Fat tamponu içinde 

ıizozim ve tripsin'i 50 

eurada sıcaklıgın 30 ve 

w• tan 

95 

300 kadar ışınladılar. 

arasında spesi-Fik bir 

deger-e ulaşması saglandı • Bit- kez istenen sıcaklıga 

uıasılarak, bu sıcaklıgı korumak için mikrodalga güç 

düzeyi dUsUrUldU. 1,5 saat sonra enzimler -Fırından alınarak 

25 oc• ye bırakıldı ve tayin edildi. Calısmacılar 

enzimierin bilinen yöntemlerle ısıtılmış çözeltilerini 

karsılastırdıkları zaman benzer enzimatik aktiviteyi 

buldular(25). 

Tunglet- ve 40-115 GHz -Frekans! ı ve 

10 
"> mW/cm"'"'ye yakın yogunlukta 

hemoglobin tara-Fından oksijen 

ısınlar kullanılarak 

baglanması ve alkol 

dehidrogenaz aktivitesi Uzerine mikrodalga radyasyonunun 

etkisini çalıştılar. 

lk i sistem Uzerine mikrodalga r-adyasyonunun eksinin 

olmadıgı gözlendi(26>. 

Belkhode ve ve alkalin -Fos-Fataz, 

laktat dehi dt-ogenaz ve insan serumu g 1 u koz 6--Fos-Fat 

dehidrogenazı Uzerine invitro olarak 2,8 GHz'lik mikrodalga 

ışınının etkilerini çalıştılar. Enzimler 4,5 ve 18,5 dakika 

süre ile 37~ 46.7 ve 49.7 °C'de ısınlandı. tki ışınlama 

sUresi için de 49,7 C'de enzimatik aktivitede bir azalma 

gözlendi. Fakat düşük sıcaklıklarda herhangi bir etki 

yoktu. Calısmacılar sonuçta atermal etkiler-inin olmadıgını 

görmUşlerdir(27.28). 
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1.4.3. Mikrodalga Radyasyonunun Termal 

Etkilerine Karşı Non-termal Etkileri. 

Mikrodalga ile yapılan calısmalarda,ısınmanın 

görülen et k i 1 erde bir parça rol oynadıgı gözlendi. Genel 

fizyolojik etkiler ısıya baglanmıstır<29-30). 

Mikrodalga radyasyonunu iceren 

üzerine 

araştırmalar, önce 

mikroorganizmaların yaşamı limit sıcaklık 

noktasının etkisi üzerine oldu. Burton <1950>,Jacobs ve 

ark. <1950>,Ingram ve 

(1954>, Tomberg <1961) 

Page <1953> ,Brown ve Morrison 

tarafından belirttildigi gibi 

mıkrodalga 

dogada 

radyasyonunun mikroorganizmalar üzerine etkisi 

termaldır. Ayrı ca Lystsov ve ark., mikrobial 

vejetatif hücreler, sporlar ve DNA ve dönüşümü üzerine 

mikrodalganın etkilerini çalıştılar. Bu 

sistemler üzerine radyasyonunun mutajenik 

c:alışmacılar, bu 

etkilerini veya 

spesifik olmayan non-termal öldürücü etkileri buldular<31>. 

Memeiiierin virüs replikasyonu üzerine 

mikrodalganın etkisini Luczak ile Szmigielski ve ark. <32) 

çalışmışlardır. Sonuçta bu çalışmacılar replikasyonun 

inhibisyonunun termal etkilerle oluştugunu belirtmişlerdir. 

Vela ve Wu suyun varlıgında ve yoklugunda Tarklı bakteriler, 

aktinomiçesler,mantarlar ve bakteriyofajlar üzerine 2450 

± 20 MHz• lik mikrodalga 

mikroorganizmalar inaktive 

uyguladı lar. 

olmaktaydılar. 

Suyun 

Oysa 

liyofilize organizmalar daha uzun sürelerde 

varlıgında 

kuru veya 
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. •-rodalga 
lfll" 

uygulanması halinde bile etkilenmediler • 

ca ll ~macı lar· mikroorganizmaların termal etki i le 

öldUgUnU~non-termal etkinin olmadıgını i-fade ettiler; 

suyun dı~ındaki hücre bilesenlerinin hiler-enin ölümü 

icin yeterli ener-Jiyi absor-blamadıklarını belir-ttiler-. 

sunun la bir-likte calısmacılat· non-termal etki var-sa 

bunun bakter-isidal olmadıgını~ancak suyun non-tet·mal 

etki icin bir potansiyel olu~turdugunu i-fade 

ettiler(33). 

Bazı ar-astırmacılar- moleküler- tr-ans-formasyon ve 

degisimler icin enerjiye olan ger-eksinimden dolayı ter·mal 

olmayan mikrodalga etkilerinin olabilecegini 

göstet·mi si er· dir-. Bunlar· hidrojen baglar-ı ile ikincil 

bag lanmalar-ın kır-ılmasını, pt·otei n hidrotasyonundaki 

degismeler gibi olu~umları kapsar(34). 

Drey-fuss ve Chpley S.aureus hücr-eleri üzerine 

sublethal mikr-odalga radyasyonunun bazı etkiler-ini 

belir-tmek için S.aur-eus kültürler-ini mikrodalga 

t·adyasyonuna tabi tuttulat·. · Bi 1 inen ısıtma yönteminin 

etkisini kar-sılastırmak için kültürler, mikr-odalga 

uygulanmıs kültürlerde kaydedilen sıcaklıkta,sıcak su 

banyosunda ür-etildi. Kontrol, mikrodalga uygulanmıs ve ısıya 

tabi tutulmus kültür-ler santri-füjlendi, pellet sa-f su ile 

süspanse edildi. Hüct·e li zatları ve duvar- sont·a 

izole ediler-ek, enzimatik aktivite için inc:elendiler-. 

Kontt-ol ile kar-sılastırıldıgı zaman, mikrodalga uygulanmıs 



hucrelerde malat,a-ketoglutarat dehidrogenaz 

okGidaz ve steplazmik adenozin tri-fos-fatas 

daha yüksek bulundu. aktivitesi 

Membran <ATPaz> alkalin -fos-fataz 

dehidrogenaz aktivitesi degismedi. Glukoz 
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' 
si tokrom 

< ATPaz > 

ve laktat 

6--fos-fat 

dehidr-ogenazın aktivitesi ise mikrodalga radyasyonu sonucu 

azaldı. Bilinen ısıtma yöntemi sonucu,hücrelerde glukoz 6-

-fos-fat dehidrogenaz, malat dehidr-ogenaz ve steplazmik 

adenazi n tr i-fos-fataz aktivitesinin 

gHzlendi.a-ketoglutarat, laktat dehidrogenaz aktivitesi 

azaldı,alkalin -fos-fataz aktivitesi ise degismedi. 

Hücrelere 10 ve 20 sn.mikrodalga uygulandıgı zaman 

termonükleas aktivitesinin arttıgı görüldü (35). 

Mikr-odalga 

belirtten 

radyasyonunun non-termal 

etkilerini 

Bar-nes ve H u 

deg i smelet- i ne 

belirtmek 

gelistirmislerdir 

bazı teor-iler açıklanmıstır. 

membran içinde meydana gelen iyon 

mikr-odalganın non-ter-ma 1 etkilerini 

için bir matematiksel yöntem 

içinde (36). Straub ve Carver membran 

elektir-iksel akım ve potansiyel -farklılıklarındaki 

.:u-tmalat-dan olan akti-f iyon transportundaki 

azalmayla membr-an yapılar-ında in·-everzibl bit-

meydana geldigi gHzlendi<37). 

özet olarak mikt-odalga t-adyasyonu 

mikrobiyolojik 

edilmistir: 

çal ısmalat-dan asagıdaki sonuçlar 

içeren 

elde 



Termal 

ayırdetme yetersizligi 

2) Sıcaklık 

etkilerinin ispatı 

etki lerden mikrodalga 

ne olursa olsun 
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etkilerini 

mikrodalga 

3) Mikrodalga radyasyonundan kaynaklanan termal 

veya non-termal etkileri gözleme güc;lügü 
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BöLüM ll 

2. MATERYAL VE METODLAR: 

2.1. Biyolojik Materyal: Bu calismada Diyarbakır iline ba~li 

Cermik Belkıs Hatun termal kaplıcalarından getirilip 

soyutlanan Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans 

kullanılmıstır. 

2.2. CALISMADA KULLANILAN MADDELER: 

Etilalkol;MgSD""; K:zHPD4; FeSD ..... ; KI;HCI; HgCl::z; l::2;CuSO"" 

H:zD::z,Glukoz; Sukroz; Xyloz; Laktoz; <NH4):zS04; MgC03; 

KOH; NaND::2; H::2SD"'; KND3; NaCl;Sitrikasit; üre; Fenol red; 

NH""H::zPD""; KH:zP04; Sodyum sitrat; sodyum azid; Na::zCD3; Na-K 

Tartarat; Na:zW0"".2HzD; Na2Mo0"".2H::zO; H3P04; L~::zSD""; Brz; 

Brom Cresol Purple; Sodyum Dodesil Sül-fat <SDS>; Amonyum 

persül-fat; Glasiyel asetik asit; Metil alkol; Na:zHP0"".2H::zD 

NaH::zP0"".2H::zD; B-Merkaptoetanol ; Brom Phenol Blue ; Gliserin 

N-N-Nı-Nı Tetrametil etilen diamin <TEMED>; 

Maltoz; Trehaloz ve Nisasta analitik saflıkta ticari olarak 

Merck Darmstadt'tan sa~landı. 

Sodyum kazeinat; gelatin; Tris-Base (Tris 

[hydroxymethylJ amino-methane>; Tris-HCI; Akrilamid; N-N"-

metilen bis akrilamid; Dalton Mark VII-L Protein kiti 

( Albumin Boving < 66.000 ) , Albumin egg ( 45.000 ) , 



Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36. 000)' 
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Karbonik 

anhidraz (29.000), Tripsinojen (24.000), Tripsin inhibitor 

<20.100), a-Laktalbumin (14.200) >; Coomasie Brilliant Blue 

R-250 Sigma Chemical 

edilmistir. 

Company'den ticari olarak temin 

Nutrient Broth (Bacto dehydrated>; Agar <Difco Bacto 

agar>; Et özütü; Pepton; Saburo Dextroz; Trypton <Bacto 

Tryptone>; Mannitol salt agar, Difco Laboratories'den temin 

edi 1 di. 

gaz jeneratörü <Gas, Generating 

anaerobic system> OXOID'ten saglandı. 

2.3. CALISMADA KULLANILAN ALETLER: 

1> Santrifüj ( Hettich EBA III > 

2> Etüv C Nüve EN 400 

Ki d for 

3) Spektrofotometre u.v - 160 Shimadzu u.v-

Visible Recording spectrophotometer > 

4) Mikrodalga fırın (2450 MHz frekanslı Dokunmatik, 

Vestel -V- 8505T mikrodalga fırın> 

5) Ultrasonik homojenizatör 

wave Energy Systems, 10 KHz, 100 W> 

Ultratip, Labline 

6) Elektroforez aygıtı <Gelman Gelcell, Gel Column> 

7) Güç kaynagı <Gelman, Deluxe Regulated Power 

Supply) 

B> U.V Lambası 
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9) Mikroskop <Olympus HB> 

10) Termeçi-ft < Ni-Cr/Ni alaşımından yapılmış). 

z.4. BAKTERt TESH!S!: 

z.4.1 Gram Boyama: 

Jansiyen moru ( Stok çözelti; 5 gr. jansiyen moru; 

ıoo ml ;.9~Plik etil alkol. Kullanma solüsyonu; 10 ml stok 

jansiyen moru çözeltisi; 100 ml r.1 -fenollu distile su>; 

Lugol < 1 gr. iyot; 2 gr. KI; 300 ml distile su>; Sulu 

-fuksin < stok çözelti; 3 gr. Bazik -fuksin; 100ml r.95• lik 

etil alkol. kullanma solüsyonu; 10 ml. stok bazik -fuksin 

çözeltisi; 100ml, ;.5 -fenollu distile su >; etil alkol; su. 

Steril öze ile alınan bakteri örnegi lam üzerinde, 

bir damla -fizyolojik serum ile yayılır. Havada kurutulur, 

alevde -fikse edilir. Lamın üzerine jansiyen moru dökülerek 2 

dakika bekletilir.Daha sonra lugol dökülerek ·112 dakika. 

bekletildikten sonra ardından etil alkol (1/2dakika> 

dökülür, sonrada saf su ile yıkanır. Lamın üzerine son 

olarak sulu -fuksin dökülür. 1 dakika sonra lam yıkanır ve 

havada. kurutulur. Bakteriler mikroskopta incelenir. Hücre 

duvar ı n dak i -fark lı lı k tan kaynak lanarak G ( + ) bakter i ler 

mor, G ( - ) bakteriler pembe görünür. 



26 

2.4.2. Bakteri Hücrelerinin ölçülmesi: 

Mikroskopta inceledigimiz canlı veya cansız maddenin 

boyutlarını, ölçmek mümkündür. Bu 

mikr-ometre . ve aküler mikr-ometre 

işlem için 

kullanılır. 

objekti-f 

Oküler 

mikrometrede 5 mm'lik bir uzunluk eliiye bölünmüş olup, 

aküler içine yerleştirilir ( aküler mikrometresinin taksimat 

degeri, mikroskobun kullanılan büyütmesine göre degiştigi 

için, kullanılacak objekti-f mikrometre taksimatıarına göre 

hesaplamalar yapılır ). Objekti-f mikrommetresinde genellikle 

ı mm ıoo•e bölünmüştür, yani her bir aralık 1/100 mm• dir. 

önce bir objekti-f mikrometre taksimatının kaç 

mikrometre taksimatına karşılık geldigi bulunur. 

aküler 

Bundan 

yararlanarak da aküler mikrometresinde bakterinin boyutları 

tayin edilir. 

2.4.3. Hernaliz Deneyi : 

Kanlı agar ( 17 gr. agar; 10 gr. pepton; 5 gr. NaCl; 

5gr-. et özütü, 100 ml, distile su, yanakısısına gelince 100 

ml. kan ilave edilir. (*, 

Kanlı agara ekilen bakteriler 37°C'de 2-3 gün 

inkübasyona bırakıldı. !nkibasyondan sonra kolani etra-fında 

kanın erimesi hemolizi gösterir. 

Bütün besiyerleri 15 dakika·· · 1,5 atm. 'de 

otoklavda sterilize edildi. 
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2.4.4. Ha~eketlilik Deneyi 

Bu deney ile bakterinin ha~eket edip etmedigi 

be 1 it-ti 1 i~. 

gr. agar 

hazı~landı. 

1,5 g~. et dzlitU; 5 g~ pepton; 2,5 g~ Nac1; 0,8 

500 ml. distile su ihtiva eden besiyeri, 

BUyUk tUple~e iki ucu açık cam çubuk bı~akılır. Cam 

çubugun ucu dı sar da kalacak kadar tüp ler-e besiye~ i 

bı~akılır. Cam çubugun içine ekilen bakteri 37°C'de 2-3 glin 

inkUbasyona bırakıldı. 

kont~ol edildi. 

Sekil-2. ı. 

2.4.5. Exeenzim Testleri 

Bakterinin ha~eket edip etmedigi 

Hareket Besiye~i 

1> Nutrient agar < 5 gr. pepton; 3 gr. et dzlitli; 15 

gr-. aga~; 1000 ml. distile su. Nut~ient Broth 

sıvı besiyeri hazırlamak için ise, ortama agar ilave 

edilmez.) 

2> Nisasta aga~ 

nisasta ) 

Nu tr i e nt ayar + 'Y. O. 4 çö zünlir 



3) Kazein agar- ( 2 . 0 gr. Sodyum kazeinat; 
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1 gr. 

glukoz;0.2 gr MgSD4; 0.2 gr. KzHPD4; az miktarda FeS04 15 

gr. agar; 1000 ml. distile su 

4) Gelatin agar 2 gr. gelatin; 1.5 gr et 

özütü; 2.5 gr. pepton; 7.5 gr. agar; 500 ml. distile su 

5) Yaglı agar ( 1.5 gr.et özütü; 2.5 gr. pepton; 7.5 

gr. agar; 5 gr. tereyagı; 500 ml distile su ) 

6) Gramın iyat 

KI; 300 ml. di st i le su 

7) 'Y.l'lik HCl 

çözeltisi iyat; 2 gr. 

8) HCl, HgCl::z 1.5 gr. HgClz; 20 ml. derişik HCl 

distile su ile 100 ml'ye seyreltildi > 

9) CuS04"ün sudaki doygun çözeltisi 

10) X 3'lük HzDz 

tnkübasyonlar 37°C'de 2-3 gün yapıldı. 

Bu deneyde katalaz, nişasta, kazein, gelatin ve lipaz 

hidrolizi incelendi. 

Katalaz Testi: Ekim yapılmış Nutrient agara i3'lük H2D2 

döküldügüzaman hava kabar-cıklar-ı oluşursa mikt-oorganizma 

katalaz üretmektedir. Bir çok aerob ve -fakültali-f 

mikroorganizma bu enzimi Uretmektedir. 

Nişasta Hidrolizi: Ekim yapılmış Nutrient agara gramın iyat 

çözeltisi dökülerek, 2 dakika bekletildi. tyot nişastayla 

mavi bir renk verir. Ancak bakteriyel amilazın etkisiyle 

nisasta maltoz ve glukoza hidrolizlenmisse mavi 

bir renk olusmayacaktır. Buna dayanarak oluşan nişasta iyat 
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kompleksi için yorum yapılır. 

Kazein Hidrolizi:Ekim yapılmıs kazein agara %1'lik HCI 

katılar-ak, 5 dakika bekletildi. Daha sonra HCI dökülerek, 

ısıklı bir sahada incelendi. Kültürün çevresinde açık 

parlak bir bölgenin olması kazeinin hidrolizini gösterir. 

Gelatin Hidrolizi:Gelatin agara HCI.HgCI2 katılarak 5 dakika 

bekletildi. Kültürün beyazımsı olması gelatinaz üretiminin 

bir göstergesidir. 

Lipaz Hidrolizi: CuS04'un sudaki doygun 

çözeltisi katıldı. Yag damlalarının mat ve yesilimsi olması 

lipaz ür-etimini, belit-gin olmayan bit- renk reaksiyonu ise 

hidroliz olayının olmadıgını gösterir. 

2.4.6. Karbohidratların Fer-mantasyonu: 

1) O. 5 gr-. Glukoz; 1 gr; Trypton; Bir kaç damla 

Brom eresol purple <BCP> 0.4 gr. BCP; 13.8 ml N/20 NaOH; 

86.2 ml distile su> 

2) 0.5 gr. Sukroz; 1 gr. Trypton; Bir kaç damla BCP 

3) 0.5 gr. Laktoz; 1 gr. Trypton; Bir kaç damla BCP 

4) 0.5 gr. Xyloz; 1 gr. Trypton; Bir kaç damla BCP 

Bu deneyle glukoz, laktoz ve xyloz 

~ermentasyonu ve sekerlerden gaz olusumu incelendi. 

Deneyin sonunda BCP sarı olursa asit olusturuyor, soluk 

sar ı o 1 ur-sa ha~ i-f as it o 1 usturuyor, r-enk deg i sme..: i se as it 

olusturmuyor sonucuna varılır. 
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2.4.7. Amonyak testi: 

1> Amonyum Besiyeri: 1 gr<NH4>2S04 ; 0.05 gr. K2HP04 ; 

0.025 gr. MgS04; 5.ıo-3 gr. FeS04 ; 0.25 gr. MgC03; 50 ml. 

distile su. 

2> Nessler reakti~i: 50 gr. KI ; 35 ml. distile su ; 

bir miktar HgCl2 ; 400 ml. %50'lik KOH ; hacim distile su 

ile 1000 ml'ye tamamlandı. 

Ekim yapılmamıs Amonyum besiyerinde bir ~ayans 

üzet-ine 1 damla alındı. Aynı islem ekim yapılmıs besiyeri 

i çi n de yap ı 1 d ı 2-3 damla Nessler reakti~i katıldı. Koyu 

sarı-portakal renk olusumu amonyak üretimini gösterir. 

2.4.8. Nitrat Testi: 

500 ml. Nutrient Broth sıvı besiyerine son derisimi /.1 

olacak sekilde KN03 katılarak tilplere bölilstilrilldü. Ekim 

yapıldıktan sonra inkilbasyona bırakıldı. tnkilbasyondan sonra 

tüplere FeS04+H2SD4 

gözlendi. 

2.4.9. Tuz Tolerasyonu: 

katılarak kahverenkli gaz olusumu 

tçinde %3 %6.5 ve %10' luk NaCl olan Nutr ient Broth 

sıvı besiyet-leri ne ekim yapı ldı. 8-10 saat 

inkilbasyondan sonra ilreme gözlendi. 

2.4.10. tndol Deneyi: 

azotlu bir lndol, 

tara~ından tripto~anın 

meydana getirilir. 

bilesik 

enzimatik 

1> 2,0 gr~ Pepton <Tripto~an) 

olup, bazı bakteriler 

hidrolizasyonu sonucu 
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2 > O. 5 g t-. Na C 1 

3) 100 ml. distile su 

37°C'de 2-3 gün inkübasyondan sonra kültüt-ün üst kısmında 

kırmızı rengin olusumu indol varlıgını gösterir. üstte sarı 

t·eng i n gözlenmesi ise, mikroorganizmanın tripto-fanı 

hidrolizleyecek enzimi salgılamadıgının göstergesi olarak 

kabul edi 1 it·. 

2.4.11. üreaz Deneyi: 

Bazı bakteriler üreaz enzimi yardımıyla üreyi hid~oliz 

ederek amonyak olustururlar. Kültürde meydana gelen amonyak 

pH•nin yükselmesine neden olur. 

1,0 gr. pepton 

Fenol red< 1/500) 

5, O gr. NaCl 2, O 

20.0 gt-. agat· 

gr. K2HP04 

10.0 ml. 

6 ml. 

glukoz 

Cl.10> ; 100 ml. üre C'i.20> 1000 ml. distile su ihtiva eden 

besiyerleri hazırlanarak tüplere bölüstürüldü. Fenol t·ed ; 

0.4 gr. Fenol red ; 23.5 ml. NaOHCN/20) ; 76.5 ml distile su 

ile hazırlandı. 

37°C ve 2-3 gün inkübasyondan sonra, tüplerde sarıdan 

koyu kahverengine kadar degisen bir rengin olusumu deneyin 

poziti~ oldugunu gösterir. Negati~ reaksiyon halinde 

tüplerde renk degisimi gözlenmez. 

2.4.12. Sitrat Deneyi: 

Bu test ile mikt·oorganizmanın sitt·atı enet-ji kaynagı 

olarak kullanabilirligi arastırılır. 
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gr. . 
' 

5.0 gr • 1000 ml. di st i le su Sodyum si trat, 

ihtiva eden besiyerleri hazırlandı. 

2-3 gün inkübasyon uygulandıktan sonra 

besiyerinde bir bulanıklık varsa reaksiyon poziti-f, ortam 

berraksa reaksiyon negati-ftir. 

2.4.13. Mannitolda üreme: 

111 gr. Mannitol salt agar; 1000 ml. distile su ihtiva 

eden besiyeri hazırlanarak petri kutularına bölü5türüldü. 

37•c~de 2-3 gün inkübasyondan sonra üremenin olup 

olmadıgı gözlendi. 

2.4.14. Sodyum azidli (%0.02) Besiyerinde üreme: 

5 gr. Pepton 3 gr. et özütü 0.2 gr. Sodyum azid, 

1000 ml. distile su ihtiva eden besiyeri. 

37.C'de 2-3 gün inkübasyondan sonra sodyum azidli 

ortamda üremenin meydana gelip gelmedigi gözlenir. 

2.4.15. Saburo Dextroz"da üreme: 

65 gr. Saburo dextroz agar; 1000 ml. distile su ile 

hazırlanmı$ besiyeri kullanıldı. 

37•c ve 2-3 gün inkübasyondan sonra bu besiyerinde 

üremenin olu5up olusmadıgı incelenir. 

2.4.16. Anaerobik Ortamda Oreme: 

5.0 gr. pepton ; 3 gr. et ö:zütü ; 15 gr agar ; 1000 ml. 

distile su içeren besiyerleri hazırlanarak petri kutularına 

bölüstürüldü. 
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Anaerobik sistemler için, içinde C02 jeneratöri..i bulunan 

d ~.7"C' de kavanoz a ~ 2-3 gün inkübasyondan sonra 

anaerobik ortamda üreyip üremedigi gözlenir (38). 

2.5. M!KRODALGA UYGULAMASI ; 

Tüt- teshisi deneyleri yapıldıktan sonra 

be.~ terinin 

10 ml'lik 

Nutt-ient Broth <NB> sıvı besiyerine bir öze dolusu ekilen 

1 gece 37°C'de inkübasyona bırakıldı. 

tnkübasyondan sont-a bu kültüt-Ierden esit optik yogunlukta 

miktarlar alınarak NB sıvı besiyerine ekim yapıldı. 4 saat 

inkübasyondan sonra baktet-ilere mikt-odalga -fırınında 15 sn 

süt-eyle 55 ; 110 ; 165 ; 220 ; 275 ve 330 W' lık mikrodalga 

uygulandı. Kontralle <37°C'de mikrodalga uygulanmayan) 

birlikte bakteriler 20 saat 37"C'de inkübasyana bırakıldı. 

Termal etkiyi incelemek için ise 1 O m 1 ' 1 i k NB s ı v ı 

besiyerine ekilen bakteriler 22.5"C, 37"C ve 

üretilerek -farklılıklar incelendi. 

2.6. BAKTERİ SAYIMI; 

Bakteri sayımı için NB sıvı besiyerinde üretilmis olan 

bakterilerde 0.1 ml. alınıp, ıo4 kez serum -fizyolojik (9 gr. 

NaCl, 1000 ml. distile su) ile seyreltildi. Buradan 0.1 ml. 

alınat-ak katı besiyerine ekim yapıldı ve 37 .. C'de 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. !nkübasyondan sonra kaleniler 
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~ayılarak, ml~deki canlı bakteri sayısı hesaplandı (6). 

2.7. BAKTERlLERIN PARCALANMASI 

NB sıvı besiyerindeki bakteriler 5.000 rpm~de ı5 dakika 

~antri~Ujlendi. üst sıvı dökUlerek pellet O. 05 M, ı ml 

Tris <Tris (hydroxymethlyJ aminomethane) tamponu <Tris 

HCI ile pH:7.5'a ayarlandı) içinde çözUldU. ıo dakika buz 

içinde, ultrasonik homojenizatörle parçalanarak, +4°C'de 

5.000 r-pm'de 45 dakika santri~üjlendi. Pellet ve üst sıvı 

ayrıldı. üst sıvı üzerinden protein miktar tayini ve 

elektro~orez yapılarak stoplazma proteinlerinin pro~illeri 

incelendi. 

Pellet /.ı o~ luk ı ml Sodyum Dodesi 1 Sül-fat <SDS> i le 

çö:zünüt-lestiriler-ek ı5 dakika 5.000 rpm'de santri-füjlendi. 

üst sıvı alınıp protein miktar tayini yapılarak 

elektro~oretik olarak membran proteinlerinin pro-filleri 

incelendi. (39> 

2.8. PROTEIN MIKTAR TAYINI ; 

miktarları Lowry yöntemine göre saptandı 

(40).Alkalin çözeltisi: /.4 Na2C03 /.4 Na-K Tartar-at ; /.2 

CuS04cıoo: ı: l>Folin Reakti-fi: ıoo gr. Na2W04.2H20 25 gr. 

Na2 Mo04 • 2H20 ; 50 ml Y. 85'lik H3P04 ; ıoo ml derisik HCl 

; ı50 gr. Li2S04 ; Birkaç damla Br2 ; hacim distile su ile 
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1000 ml"ye tamamlandı. Standart egriyi çizmek için 

derisimleri bilinen bir seri Bovin serum Albumin <BSA> 

çözeltileri hazırlandı. BUtUn tüpler distile su ile 500 ~1 

hacime tamamlandı. Daha sonra tüplere 5 ml alkalin çözeltisi 

katılarak, 15 dakika 40°C su banyosuna bırakıldı. Sonra 

üzerlerine Folin reakti~inden <1:1> 0.5 ml katılarak 30 

dakika sonra 660 nm"deki absorpsiyon degerieri (A660)okundu. 

A660 degerierine karşılık gelen BSA protein miktarlarından 

yararlanarak standart dogru çizildi. örneklerin protein 

içerigi, 660 nm~de okunan absorpsiyon degerieri kullanılarak 

standart egriden hesaplandı. 

2.9. Elektroforez 

Proteinlerin ~izikokimyasal özellikleri büyük ölçüde 

iki ~aktör tara~ından belirlenir: Halekül büyüklügü ve 

elektriksel yük. Bu pat-ametrelerdeki ~ark 1 ı 1 ı k lara dayanan 

ayırma yöntemleri gelistirilmistir. Bunun yanında, baglanma 

yeteneginin spesi~ik özelliklerinden 

(a~~inite kromatogra~isi gibi). 

de ~aydalanılabilir 

Elektriksel alanda yüklü taneciklerin göç etmesi olayı 

olarak bi 1 inen elektro~orez, proteinlerin ayrı lmasında çok 

etkin bir yöntemdir. Daha çok analitik töntem olarak 

kullanılır ama degişik proteinlerin preparati~ ayrılması 

için de kullanılabilir. Tampon çözelti ile ayarlanmış 

belirli bir pH•da degisik proteinler degisik sayıda yük 

tasırlar. Elektriksel alan uygulandıgında protein 
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molekülleri elektriksel kuvvetiere göre yürürler. Yürüme 

hızı, etkileyen elektriksel kuvveti belirleyen molekül şekli 

ve büyüklügüne baglıdır. 

Proteinlerin saTlaştırılması için en çok kullanılan 

yöntemler diyaliz, ultraTiltrasyon, jel Tiltrasyonu, 

elektroTorez gibi yöntemlerdir. 

Yük, büyüklük ve biçime baglı olarak ayırmayı saglamak 

için kullanılan en uygun elektro-forez metotlarından biri 

poliakt-ilamid jel elektroTorezidir. Poliakrilamid jel 

elektroTorezinin gücü molekül 

ag u- lı k 1 at- ı n ı n tayininde kullanılabilir. Bunun için 

proteinler arasındaki elektriksel yük Tarkının ortadan 

kaldırılması ve proteinlerin denatüre edilmeleri gerekir. 

Oligomer proteinlerin analizinde, bir deterjan olan ve 

genellikle denatüre edici bir ayıraç olarak Sodyum Dodesil 

sülTat <<SDS>, o kullanılmaktadır. 

HidroTobik ve hidrojen baglarını kıran SDS~nin proteinlerle 

yaptıgı kompleks, negatiT yüklü ve çubuk şekili i 

partiküllerden ibarettir. Bu negatiT yüklü SDS-protein 

kompleksleri birbirini itmekte ve proteinlerin bir araya 

gelmeleri önlenmektedir. Proteinlerin disül-für baglarını 

kırmak için B-Merkapto etanal 

kullanılır(42>. 
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SH 

co oH 

Paliakrilamid jel elektraforezinde, poliakrilamid jelini 

alusturmak için iki monomerik komponent olan akrilamid ve N-

N1 -metilen bis akrilamid kullanılır. Olusulan polimerler 3 

boyutlu bir a~ meydana getirirler. Bu palimerlerin sekli 

baslatıcı ve aktive edici bilesiklerin katılması i le 

düzenlenir: 
1.Reaksiyan 
<NH4):2S:20e 

Amanyum persülfat 
Baslatıcı 

+ TEMED -----> 
N-N-Nı-Nı Tetra 

Metil etiten Cramin 
Aktive edici 

( 1 • ) 
Serbest Redikal 

2.Reaksiyan 
<t•)+nCH~ 

~o = CH - C . +n 
"""" NH:2 

CH:2-cH-CH~-cH-CH:2-CH 

# !-NH t=o t=o 
0 ?' 1 1 1 

CH:2 NH:2 NH:2 

~H 
~ / O~ /NH:z 0"- / NH:z 

c ~c '~c 

--CH2-tH-CH2-!H-CH:z-CHI 

o 
CH~=CH-C~ 

'NH 
:2HC/ 

"'NH 
CH:2=CH-C~ 

~o 
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Elektro+orez tslemi: 

Elektt-o+orez isiemi Weber & Osbarn yöntemine göre 

yapıldı(43). 

A Tamponu: 25,54 gr. Na2HP04, 2H20; 8.8 gr. NaH2PD4-H20 

2 gr. SDS.Hacim distile su ile ıooo ml'ye tamamlandı. 

B Çözeltisi: 5,5 gr. Akrilamid ; 0.15 gr N-Nı metilen 

bisakrilamid ; 25 ml distile su. 

C Cözeltisi: ı5 mg/ml Amonyum persül+at 

D Çözeltisi: ı:1 oranında sulandırılmıs A tamponu 

N-N-Nı-Nı Tetrametil etilendiamin CTEMED> ; %10"luk SDS;14 M 

B-Merkapto etanal ; Brom Phenol Blue <BFB> ; Gliserin. 

Boyama solüsyonu : 0.25 gr. Coomasie Brilliant Blue R-250 

25 ml metil alkol 

distile su. 

ı5 ml glasiyel asetik asit 60 ml 

Boya çıkarma solüsyonu : 50 ml metil alkol ; 75 ml glasiyel 

asetik asit ; Hacim distile su ile ıooo ml'ye tamamlandı. 

Standart protein kiti <Dalton Mat-k VII-L> Albumin Boving 

(66.000) Albumin egg <45.000) ; Gliser aldehit 3-+os+at 

dehidrogenaz (36.000>; anhidraz (29.000) 

Tripsojen (24.000) Tripsin inhibitör (20.ıoo> oc-

Laktalbumin (14.200). 



39 

Jellerin Hazırlanması: 

Jel solüsyonu olarak kullanı lan 15 ml A Tamponu 

13.5 ml B Cözeltisi; 1.5 ml C Cözeltisi ve 45fo'l TEMED buz 

içinde karıstırılarak hazırlandı. 80 x 5 mm ebadındaki jel 

tüpleri , alt kısmı parafilm ile kapatılmıs bir sekilde jel 

hazırlama aparatına yerlestirildi. Buz içinde sürekli 

karıstırılarak hazırlanan jel solüsyonu (6 cm) jel tüplerine 

dolduruldu. Jellesmenin düzgün bir sekilde olması için 

üzerine distile su <1 cm) konuldu. 15 dakika U.V.lambasının 

önünde bırakılarak jelin iyi polimerize olması saglandı. 

Elektroforez isiemi için hazırlanmıs tüplere distile su,2~1 

A Tamponu , 5 ~1 SDS (/.10) , 1 ~1 ~-Merkapto etanal <14 M> , 

distile su ile hacim 75 Ml olacak sekilde protein çözeltisi 

konularak , proteinlerin denatüre olması için tüpler 10 dk 

90°C'de ısıtıldı. Daha sonra üzerlerine 10 Ml BFB , 20 1"1 

Gliserin, 5 ~1 ~-Merkapto etanol , 50~1 D Tamponu katılıp 

karıstırıldı. 

Jel tüplerinin 

çıkarılarak jel 

alt yüzeyini kapatan 

tüpleri elektroforez 

parafilm 

aygıtına 

yerlestirildi. Hazırlanmıs protein çözeltileri jel tüplerine 

verildi. Oneeden hazırlanmıs olan A Tamponu 1:1 oranında 

seyreltilerek aygıtın alt ve üst bölümüne bosaltıldı. 

Tamponun üst yüzeylerinin akım geçecek olan elektrotlarla 

temas etmesi saglandı. Aynı sekilde jel tüplerinin alt ve 

üst uçlarının solüsyonla temas etmesi ve uçlarında hava 
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kabarcıgı kalmamasına dikkat edildi. Her jel için 8 mA'lik 

bir akım uygulandı 

edilerek proteinlerin 

BFB boyasının ilerleyişi kontrol 

yürümesi izlendi. BFB boyası jel 

tüplerinin alt kısmına yaklaşınca akım kesilerek 

elektro~orez işlemine son verildi. Jel tüpleri elektro~orez 

aygıt ı ndan çı kar ı larak bit- enjektör yardımıyla jellet- jel 

tüpünden çıkarıldı. BFB boyasının ilerledigi mesa~eyi bilmek 

içi rı boyanın ilet-lemiş oldugu kısım bir igne yardımıyla 

delindi.Jellet- temiz tüplet-e alınar-ak, üzerlerine boyama 

solüsyonu bırakılıp jelin bayanması için 30 dk beklendi. 

Jeller boyadan alınarak üzerlerine boyanın çıkması için boya 

çıkarma sol~syon dökülerek beklendi. 

Böylece ~arklı dozlarda mikrodalga uygulanan ve 22.5"C 

37"C ve 50"C'de üretilen Bacillus coagulans ve 

staphylococcus simulans'ın eşit miktarda proteine göre 

olan membran ve stoplazma protein ler- ini n 

elektro~orez bant pro~illeri incelendi. 

Resim - 2.1. Elektro~orez deneyinde kullanılan elektro~orez 

aygıtı. 
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BöLüM I I I . 

3.ı. BULGULAR 

Cermik Belkıs Hatun Termal kaplıcalat-ından getirilip 

sa-flastu-ılan ve Materyal ve Metod k ı ::om ı nda ver i le n bir 

seri deneyin yapılması sonucu teshis edilen bakteriler-le 

ilgili sonuçlar ve bunların ilgili 

karşılaştırılması Cizelge-3.1.'de verilmistir. 

Buna göre soyutlanan bakterilerin Bacillus coagulans ve 

Staphylococcus simulans oldugu sonucuna varıldı. 

Farklı dozlarda mikrodalga uygulanmıs ve 22,5 ;37 ve 

50°C'de 24 saatlik inkilbasyondan sonra üretilen bakterilerin 

sayımı için asa~ıdaki -formülden yararlanıldı. 

ı 

N = ----- X D 
V 

N: ı ml'deki canlı bakteri sayısı 

V: Ekilen miktar 

x : Kolani sayısı 

D: Seyreltme miktarı 

Mikrodalga esnasında meydana gelen sıcaklıgı 

belirlemek için Ni-Cr/Ni alasımından yapılmıs termeçit 

kullanıldı <44). Bu termeçit ile ölçülen mV ve ona 

.... _________________________________ ___ _ 



42 

gelen sıcaklık Cizelge-3.2'de 

belirtilmektedir. 

Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans için 

kontrol ve mikrodalga uygulanması sonucu, bakteri 

sayısı ile esit sayıdaki bakterinin stoplazma ve membran 

protein miktarları sırasıyla Cizelge-3.3 ve 3.4'de 

veri lmistir-. 

Ter-mal etkiyi incelemek 22.5 ; 37 ve 

Staphylococcus simulans ve Bacillus 

coagulans için bakteri sayısı ile esit sayıdaki 

bakterinin stoplazma ve membran protein miktarları Cizelge-

3.5 ve 3.6~da verilmistir. 

Staphylococcus simulans ve Baci llus coagulans~ ın gram 

boyamadan sonra mikroskop 

ve 3.2'de görülmektedir. 

altındaki görüntüleri Resim-3.1 

Mikr-odalga uygulanmıs Staphylococcus simulans ve 

Bacillus coagulans'ın stoplazma çözünür proteinleri ve 

proteinlerinin her biri kendi içinde, esit 

miktarlar-ının elektro-for-ez bant pr-o-f i ll er- i sırasıyla 

Resim-3.3 

22.5 ; 37 

ve Bacillus 

ve membran 

3.4 ; 3.5 ; 3.6'da verilmistir. 

üretilen Staphylococcus simulans 

coagulans' ın 

pr-oteinler inin 

stoplazma çözünür proteinleri 

kendi içinde, 

esit miktarlar-ının elektro-forez 

bit-i 

bant pro-filleri ise 

sırasıyla Resim-3.7 3.8 3.9 ve 3.10'da verilmistir. 
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Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans için, 

uygulanan güç ile eşit sayıdaki bakterinin stoplazma ve 

membran protein miktarlarına iliskin gra~ikler Sekil-3.1 

ve Sekil-3.2' de belirtilmiştir. 

Termal etkiyi incelemek üzet-e 22.5 37 ve 50° C' de 

üretilen Staphylococcus simulans ve Baci 1 lus coagulans 

için üretilen sıcaklık ile eşit sayıdaki bakterinin 

stoplazma ve membt-an protein miktarlat-ına iliskin 

gra~ikler Sekil-3.3 ve Sekil-3.4' de belirtilmiştir. 



BöLüM - lV 

SONUCLARlN TARTISILMASI 
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Mikrodalganın termal etkileri ile ilgili çalısmalardan 

giris kısmında söz etmistik ; mikrodalganın termal etkisinin 

ortaya cıkması icin 10mW/cm2 yogunlugunda bir ısınlama 

gerekmektedir. Hücresel ve biyokimyasal düzeylerde 

degisiklikler 1 mW/cm 2 veya düsük dozlarda baslamaktadır. 

Mikrodalganın termal olmayan etkileri de 50 yıldan beri 

bilinmekte ve bu konuda yogun arastırmalar yapılmaktadır. 

Amerika'da hayvanlar üzerinde yapılan arastırmalar yüksek 

dozlarda sürekli mikrodalga etkisinin dokularda mutasyona , 

gözde perde olusmasına anormal cocuk dogumlarına 

davranıs bozukluklarına demir metabolizmasında 

bozukluklara akyuvar artısıarına <Lökozitoz) alyuvar 

azalmasına (anemi) kromozomal bozukluklara , v.s. neden 

oldugu saptanmıstır. 

Mikrodalga fırınların günlük yasama gir~esinden ve 

mikrodalganın canlı sistemler üzerindeki olumsuz 

etkilerinden yola çıkarak farklı morfolojik gruplardan 

seeilen Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans'ın 

genetik materyalleri üzerindeki etkisinin bir yansıması 

olarak protein miktarları ve proteinlerinin elektroforez 

profilleri incelenmeye calısıldı. 

Cizelge-3.3'de degisik dozlarda mikrodalga uygulanmıs 

esi t sayı daki (3. 7x 10.6. tane/ml> Staphylococcus simulans• ın 

stoplazma cözünür protein miktarı ile 1.10'luk SDS ile 
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çözünürlestirilebilen membran protein miktarları ile esit 

sürede ve optik yogunlukta bakteri inokülasyonu sonucu 

ulasılan bakteri yogunlugu mililitredeki bakteri sayısı 

cinsinden verilmistir. 

55 W' lık mikrodalga 

stoplazma çözünür protein 

uygulanan 

içeriginin 

bakteri 

kontr-ole 

örneginin 

nazar-an 

azaldıgı , bu degerin 110 ve 165 W'lık uygulamalarda arttıgı 

220 W"lık uygulamada ise yeniden azaldıgı görülmektedir. 

Bu artma ve azalmalar termal e tk i nedeni yle enz im 

aktivitelerindeki degismelelere baglanabilecegi gibi<17,1B>, 

mikrodalga etkisiyle besiyeri ortamında olusan radikallerin 

mutasyona neden olmasıyla da açıklanabilir <20, 12). Olusan 

radikal ler- operon modelinde göster-ilen represör ler- i n 

sentezinden sorumlu gende bir mutasyona neden olursa ' -

represör operatör bölgeye baglanamayacagından ilgili yapısal 

genlerin çalışması kontrol dısı kalır. Böylece yasarnsal 

öneme sahip olmayan proteinlerin sentezinde bir artma 

meydana gelecektir. 

Eger yapısal genler-in birlestigi yerde nokta 

mutasyon olusmus ise , sentezlenmesi gereken ~arklı protein 

sayısından daha az sayıda protein sentezleneceginden , esit 

miktarda bakteri ihtiva eden stoplazma çözünür protein 

miktarı kontrole nazaran bir azalma gösterir. 



1 
+ct o ı 
Repressör ~ ~ 

6 inaktif 
Kompleks 

indüktör 

~~~~ 
rri1NA üretilir 

b) 

Gen .ıktivitesinin regülasyon ~eması. (ı) d;ı represör molekÜl transkripsiyorıu bloke 

eder, (b) de indÜktör represcı.ru inaktive etmistir ve bÖylece transkripsiyon 

engelsiz yürümektedir (41). 
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Resim-3.3'te de görüldügü gibi 165,220,275 ve 330 W'lık 

uygulamalar ile elde edilen elektroforez profillerinde 

kontrol 55 ve 110 W' lık uygulamalarda görülmeyen büyük 

molekül agırlıklı proteinlere ait (165 W : 68.000 ; 220 W 

68.000 ve 74.000 ; 275 W : 70.000 ; 76.000 ; 100.000 330 w 

68.000 100.000 Dalton) bantların böyle bir nokta 

mutasyondan veya sözü edilen proteinlerin sentezinden 

sorumlu yeni genlerin oluşmasına neden olabilen daha anlamlı 

mutasyondan kaynaklanmış olabilecekleri düşünülmektedir. 

Cizelge-3.3'de belirtildigi gibi mikrodalga uygulama ile 

Staphylococcus simulans'ın membran protein miktat-ları 

kontrole nazaran azalmaktadır. Ancak fat- k 1 ı d o z 1 a t- da 

ıl 
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mikrodalga uygulanmasına karşın kontr-ole nazaran 

özütlenebilen membran protein miktarındaki azalmanın hemen 

hemen sabit olması uygulanan her- dozun membranın 

bilesiminden sorumlu genlerin aynı oranda etkilendigini 

düsündürürse de , bu örneklerin elektro~orez bant pro~illeri 

düşünceyi geçersiz kılmaktadır. Çünkü her doz uygulama 

sonucu elde edilen pro~il bantları molekül agırlıgı ve biri 

digerlerinden ~arklı en az bir proteini içermektedir. 

Mikrodalganın transport sistemini etkiledigi (37) ve 

tr-ansport tan membr-an protein ler i ni n sor-umlu oldugu 

düsünülürse elde edilen sonuçların Straub'un arkadaşlarıyla 

ileriye sürdügü görüşü destekledigi kanısındayız. 

Cizelge-3. 3' te esi t miktarda inokülasyondan uygulanan 

mikrodalga dozunun artmasına koşut olarak üreyen bakteri 

sayısının azalması uygulanan mi krcdalga dozunun gider-ek 

ar-tt ır ı lması halinde öldürücü etkisini gösterecegi 

aşikardır. Bu özelliginden yararlanarak mikt-odalga ~ırınlar 

~zellikle ameliyathanelerde neşter- pens , makas v. b. 

ameliyat gereçlerinin steriliza~yonunda kullanılmaktadır. 

Cizelge-3.4 Resim-3.5 ve Resim-3.6'dan Bacillus 

coagulans' ın da Staphylococcus simulans gibi mikrodalgadan 

etkilendigi Bacillus coagulans' ın ~akültati~ termo~il 
' 

Staphylococcus simulans'ın termotoleran olması ve ~arklı 

mor~olojik gruplar-ın üyeleri olmaları nedeniyle ultra 

Yapılarında ki degişikliklere baglı olarak etkilenme 

Siddetler-inin ~arklı olabilecegi anlasılabilır. örnegin 

11 
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kontrole nazaran 55 W'lık uygulama ile Bacillus coagulans'ın 

protein miktarında artma olmasına 

Staphylococcus simulans• ta protein 

nazaran azalmasına neden olmaktadır. 

karsın aynı doz 

miktarının kontrole 

Bu sonuç Webb'in 

ileriye sürdügü gibi (18) mikrodalganın DNA , RNA ve protein 

sentezini stimule etme veya inhibe etme etkisiyle 

açıklanabilir. 

Cizelge-3.4'te verilen membran protein miktarlarının 

beklenenden -fazla olması pellet içerisinde , parçalanmamıs 

hücrelerin membran proteinlerinin de SDS ile alınmıs 

olabilecegini düsündürmektedir. 

Cizelge-3.5 ve Cizelge-3.6'da sıcaklıga baglı olarak 

Staphylococcus simulans ve Bacillus cagulans'ın çözünür 

stoplazma proteinleriyle membran protein miktarlarındaki 

degisim verilmistir. 37•c•de esit sayıdaki bakteri stoplazma 

proteinlerinin 22.5 ve 50°C'de üretilenlerden -fazla olması 

37•c•nin Staphylococcus simulans ve Bacillus cagulans'ın 

optimal üreme sıcaklıgına yakın olması dolayı s ı yla bu 

sıcaklıkta metabolik aktivitenin yüksek olmasına 

baglanabil ir. 

Resim-3.7 ve Resim-3.9'da esit miktarda protein 

verilmesine karsın 22.5 ve 5o•c•ye ait jellerde 37•c•de 

görülmeyen , molekül agırlıgı 66.000 Daltondan büyük üç yeni 

bant görülmektedir. Bu bantların ancak antibiyotik gibi 

degisik ortam kosullarında -faaliyet gösteren genler gibi , 



çevreye adaptasyondan 

ileriye sürülebilir. 

sorumlu genlerden 
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kaynaklandıgı 

Membran proteinlerinin 22.s•c•de görülmemesi ideal 

metabolik ortamın olmamasından kaynaklanmaktadır. Buna 

bagımlı olarak taşımada ihtiyac duyulmayan proteinler 

meydana getirilmemektedir. Membranların lipid ve protein 

agırlıklı oldugu düşünüldügünde membranda o koşullarda 

bulunan proteinlerin SDS gibi deterjanlarla membrandan 

koparılamadıgını düşündürmektedir. 

Yapılan calışmalar sonucu protein miktar 

tayinlerinden ve elektroforez bant profillerinden 

mikrodalganın protein sentezini gen düzeyinde etkiledigi 

bu etkinin uygulanan mikrodalganın dozuna 

mikroorganizmanın morfolojik yapısına ve icinde bulundugu 

bölünme evresine baglı olarak degişiklikler gösterdigi 

kanısına varılabilir. 
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Cizelge - 3.1. Bacillus coagulans ve Staphylococcus simulans için elde 

edilen veriler. 

özellik 

v-- ·· c·c> r-fax.ureme sıc. 
Min.üreme sıc.c·c> 
Ge n i ş 1 i k CM-n) 
uzunluk (lr!m) 
çap (,.bı) 
Gram reaksiyon 
}'{emol iz 
}'{areket 
spor oluşturma 
Nişasta hidrolizi 
Kazein hidrolizi 
Jelatin hidrolizi 
Katalaz üretimi 
Lipaz hidrolizi 
NO)'ü indirgeme 
NH

3
üretimi 

%3 NaCl 'de üreme 
%10 NaCl'de üreme 
Sukroz 
Xyloz 
La k toz 
Glukoz 
Ur e az 
Mannitolda üreme 
Sitratlı Besiye
rinde üreme 
Anaerobik Besiye
rinde üreme 
Saburo Dextrozda 

Bacillus coagulans 
Denel Referans 

54,5 
22,5 
0,7-0.8 
5-6 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

55-60 
15-25 
0,6-1,0 
2,5-5 

+ 
Belirtilmemiş 

+ 
Zayıf 

+ 
+/

Belirtilmemiş 

+ 
Belirtilmemiş 

+/
Belirtilmemiş 

Be 1 irt ilmemiş 
Belirtilmemiş 
Belirtilmemiş 

-/+ 
Belirtilmemiş 

+ 
Belirtilmemiş 

+/-

Belirtilmemiş 

+ 

üreme + + 
+ Sodyum Azid(%0,02) 

Trehaloz Bakılmadı 
Maltoz Bakılmadı 
!ndol Besiyeri 

· Staphylococcus simulans 
Denel Referans 

51 
22 

ı. 36 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Belirtilmemiş 
Belirtilmemiş 

Belirtilmemiş 

+ 
Zayıf veya -

+ 

Belirtilmemiş 
Eel irti lmemiş 

Belirtilmemiş 

+ 
Belirtilmemiş 
Belirtilmemiş 
Belirtilmemiş 

+ 

Belirtilmemiş 

Eel irti lmemiş 
Belirti lmemis 

-/+ 

Be 1 irt ilmemi s 

Belirtilmemiş 

Belirtilmemiş 

Belirtilmemiş 
-/+ 
-/+ 

Ee 1 irt ilmemi s 

Cizelge-3.2: De~isik dozlarda mikrodalga uygulanması 
sonucu olusan ortalama ve maximum mV ve 
ona karsılık gelen sıcaklık degerleri. 

Uygulanan güc Ortalama m V Sıcaklık Maximum Sıcaklık 
<Watt> süre:15 sn degerieri (.c) m V c•c> 

55 o. ı 39.5 17.9 472.4 

ı 10 0.3 44.5 44.3 1083.6 

165 0.3 44.5 .,. c: 
..J • ..;J 134.3 

220 0.4 47 28.2 677.8 

275 0.4 47 8.3 204.2 

330 0.6 52 14.3 350.2 
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Cizelge-3.3: Oegisik dozlarda mikrodalga uygulanmıs 
Staphylococcus simulans"ın bakteri sayısı , 
stoplazma ve membran proteinleri miktarı. 

Uygulanan Bakteri Es it miktar-da bakterinin <3, 7.1cP 
Güc<Watt> sayısı Stoplazma tane/ml) 
Süre:15sn (tane/m 1 > x ı eP pr·oteinleri Membran 

(mg/ml) proteinleri<mg/ml) 

Kontt-ol 11' 2 3,63 0,82 

55 9~2 2 ~ 02 0,62 

11 o 5~4 2,98 0,60 

165 5,2 3,26 0,62 

220 3,8 2,43 0,57 

275 4 2,72 0,44 

330 3,7 2,55 0,67 

Cizelge-3.4: Oegisik dozlarda mikrodalga uygulanmis 

Uygulanan 
Güc<Watt> 
Süre:15sn 

Kontrol 

55 

110 

165 

220 

275 

331) 

Baci llus coagulans • ın bakteri sayısı , 
stoplazma ve membran proteinleri miktarı. 

Bakteri Es it miktarda bakterinin ı.ıcft 
sayısı Stoplazma tane/ml) 

(tane/m 1) x ı eP pr·oteinleri Membran 
(mg/ml) proteinleri(mg/ml> 

9 2,22 1,29 

90,ı 3,46 2,65 

2 1' 056 ı ,056 

6 2,09 2,09 

ı 2,ı6 0,672 

3 2,76 ı' 51 

1' 1 2,02 0,74 
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Cizelge-3.5: 22,5 ; 37 ve 50 •c•de üretilen Staphylococcus 
simulans •ın bakteri sayısı , stoplazma ve 
membran proteinleri miktarı. 

Or em e ı Bakteri Esit miktarJf bakterinin 
sıcaklıgi sayısı <2,2.1- tane/ml> 

<·c> <tane/ml) x1& Stoplazma prote- membran protein-
inieri (mg/ml) leri (mg/ml) 

22,5 14,3 1 ~ 73 1 

37 11,2 ., .,-
~~"'-..) 1~41 

50 2,2 1' 9 2,016 

Cizelge-3.6: 22,5 ; 37 ve 50 •c•de ü~etilen 8acillus 
coagulans'ın bakteri sayısı, stoplazma 
ve memb~an proteinleri miktarı. 

üreme Sak te~ i Estt miktar:Jt bakterinin 
sıcaklıgi sayısı fJ <2,2.1 tane/ml> 

(.c) Ctane/ml)><l Stoplazma prote- membran p~otetn-
inle~i Cmg/ml) leri <mg/ml) 

22,5 24,4 
1 

0,64 0,270 

37 9 2,51 0,607 

50 20,2 1, 63 1 '27 
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Resim-3.1: Staphylococcus simulans'ın Gram Boyamadan 

sonra mikroskop altındaki görilntilsil (1360 kez bilyiltillmils>. 

Resim-3.2: Bacillus coagulans'ın Gram Boyamadan 

sonra mikroskop altındaki görilntilsil (1360kez bilyiltillmils>. 



A 
B 
c 
D 
E 

F 

G 

s 

54 

K 55 110 165 220 275 330 w 

Resim-3.3: Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmıs 

Staphylococcus simulans'ın stoplazma proteinlerinin esit 

miktarda protein <2~02 mg/ml) verilmis elektroforez bant 

profil leri. 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-~os~at dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;E:Tripsinojen <24.000 

Dal ton) F: Tripsin inhibitör <20.100); G: oc-Laktalbumin 

< 14.200 Dal ton>. 
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Resim-3.4 :Degisik dozlarda mikrodalga uygulanmış 

Staphylococcus simulans'ın membran proteinlerinin eşit 

miktarda protein <0,44 mg/ml> verilmiş elektroforez bant 

profil leri. 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton> ;E:Tripsinojen (24.000 

Dal ton> F: Tripsin inhibitör (20.100>;G: oc-Laktalbumin 

(14.200 Dalton). 
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55 110 165 220 275 330 w 

Resim-3.5 :Der;Jisik dozlarda mikrodalga uygulanmış 

Bacillus coagulans'ın stoplazma proteinlerininesit miktarda 

protein <1,056 mg/ml> verilmis elektrororez bant prorilleri. 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton> B: Albumin egg <45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-rosrat dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;E:Tripsinojen (24.000 

Dal ton) F: Tripsin inhibitör (20.100);6: a-Laktalbumin 

(14.200 Dalton>. 
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Resim-3.6 :Degişik dozlarda mikrodalga uygulanmış 

Bacillus coagulans'ın membran proteinlerinin eşit 

miktarlarda protein (0,672 mg/ml) verilmiş elektro~orez bant 

pro~illeri. 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-~os~at dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz <29.000 Dalton) E:Tripsinojen (24.000 

Dal ton) F: Tt-ipsin inhibitör (20.100); G: oc:-Laktalbumin 

( 14.200 Dal ton). 
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s 22,5 37 50 °c 

22,5 37 ve 50 

Staphylococcus simulans'ın stoplazma proteinlerinin esit 

miktard3 protein <1,73 mg/ml) verilmis elektro~arez bant 

S:Standart proteinler K: !<antral A: Albumin Baving 

(66.000 Dalton> B: Albumin egg (45.000 Daltan) C: 

Gliseraldehit 3-~os~at dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbanik Anhidraz (29.000 Daltan) ;E:Tripsinajen (24.000 

Dal tan> F: Tripsin inhibitör (20.100);5: ~-Laktalbumin 

<14.200 Dalton). 
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37 ve 50 °C'de üretilen 

membran proteinlerinin esit 

verilmis elektroforez bant 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Saving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

KarbonH~ Anhidraz <29.000 Dalton) E:Tripsinojen (24.000 

Dal ton> F: Tripsin inhibitör (20.100) ;G: oc-Laktalbumin 

< 14.200 Dal ton>. 
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s 22,5 37 50 °C 

Resim-3.9 : 22~5 37 ve 50 °C'de Uretilen Bacillus 

coagulans'ın stoplazma proteinlerininesit miktarda protein 

(0~64 mg/ml) verilmis elektro~orez bant pro~illeri. 

S:Standart proteinler K: Kontrol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-~osfat dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton) ;E:Tripsinojen (24.000 

Dal ton> F: Tripsin inhibitör <20.100>;G: a-Laktalbumin 

(14.200 Dalton). 
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Resim-3.10: 22,5; 37 ve 50 °C'de Uretilen Bacillus 

coagulans'ın membran proteinlerinin esit miktarda protein 

(0,270 mg/ml) verilmis elektro~orez bant pro~illeri. 

S:Standart proteinler K: Kontt-ol A: Albumin Boving 

(66.000 Dalton) B: Albumin egg (45.000 Dalton) C: 

Gliseraldehit 3-~os~at dehidrogenaz (36.000 Dalton) D: 

Karbonik Anhidraz <29.000 Dalton) ;E:Tripsinojen <24.000 

Dal ton> F: Tripsin inhibitör (20.100>;G: a-Laktalbumin 

(14.200 Dalton). 
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Şeki 1 J.l Staphylococcus simutans için uyguLman mikrodalga güçleri. 

3,5 

) 

,...,. 
2,'5 ...... 

8 ....... 
N) 

~1 

... 2 . 
ı.. 

Ol .... 
-"' ..... 
;r. 1,5 
ı:: .... 
<U .... 
o ı 
ı.. 

p.., 

0,5 

Şek it J, 2 

ile situriazma v~ mf:!mbran protein miktartarı arasındaki 

ili.şki 

/.0\ 
/ \ 

/ \ 
/ \ 

__ -O \ Siteplazma 
'o Proteinleri 

Mem!J r.:ın 

Proteinleri. 

55 110 ı65 220 275 JJO Uygulanan 
C.ilı; (W) 

Rac~lus co.:ı~ulans için uyKulan~n mikrodalga gUçlcri ile 

sitorl.:ızrua ve m~mhron protein miktartarı arasındaki ilişki 
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Membran proteinl~ri 

Stopl.:ızm.:ı 

p ro ct in le ri 
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Staphylococcus simulans için, sıcaklık ile siteplazma 

v~ membran protein miktarları arasındaki ili,ki 
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membran protein.miktarları arasındaki ilişki 
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ILAVE - I: 

DIYARBAKIR-CERMtK KAPLICASI 

Yeri: Diyarbakır iline baglı Cermik ilcesindedir. Kaplıca 

mahallinin yüksekligi 600 metredir. 

Kısa tarihçesi: Cermik kaplıcası , tarihi kaplıcalarımızdan 

olup 
' 

Sel cuk ı u lar zamanı nda is let i Imi st ir. Mevcut tar i hi 

havuzlar Selçukluklardan kalmadır. 

Konaklama tesisler i: Kaplıcadaki muhteli-f konaklama 

tesislerinin toplam yatak kapasitesi 100 kadardır. 

Tedavi tesisleri: Iki adet umumi havuz ve Dicle üniversitesi 

Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Merkezi'nden ibarettir. 

Yardımcı tesisler: Bir gazina ile bir lokanta bulunmaktadır. 

Siralı suyun grubu: Sodyum bi karbonat lı 
' 

klorürlü 

sülfatlı , iodlu , bromUrlü , kUkürtlü. 

Siralı suyun teknik vası-fları: Cermik kaptıcası 

kaynaklarının sıcaklıkları 52 •c , pH degerli ise 7,3'dür. 

Endikasyon <Si-fa Niteligi): 

Banyo tedavisi ile: "Romatizmalar , nevr~t , polinevrit , 

cocuk -felcleri ve kadın hastalıklarında. Ayrıca serpintileme 

ile de dermazto::::lar ile solunum yolu hastalıkları" icin 

tavsiye edilmektedir. 

Ulasım durumu: Kaplıca , Cermik ilcesine 3 km. uzaklıktadır. 

Sezon süresince kaplıcaya Cermik'ten devamlı sekilde 

karayolu tasıt araçları isletilmektedir. 

Enformasyon <Danısma): Het· türlü bilgi ve rezervasyon icin 

Cermik Belediyesine mUracaat edilebilir. 
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