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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MODIFIYE BIR FRENCH PRES HUCRESININ YAPIMI ve BAKTERI
PARCALAMA OZELLIGININ INCELENMESI

Selcuk DEMIR

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. isa GOKCE

Bu calismada modifiye bir Fransiz presinin yapimi ve bu Fransiz presinin E.coli
(DHS5a) hiicrelerini parcalama islemini ne kadar gergeklestirebildigi arastirilmistir.
Ayrica Fransiz presi operasyonundan elde edilen sonuglar sonikasyonla hiicre
parcalama sisteminden alinan sonuglarla karsilastirilmistir. Oncelikle besiyerlerinde
iiretilen E. coli hiicreleri santrifiijlenip TAE tampon c¢ozeltisi ile degisik
konsantrasyonlarda hiicre c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre ¢ozeltileri
Fransiz presi ve sonikator sistemleriyle parcalanmaya calisilmistir. Parcalama islemi
oncesinde hazirlanan ¢ozeltilerin ODgoy’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Daha sonra
bu cozeltiler Fransiz presinden geg¢irilmis ve her gecisten sonra absorbanslari ayni
sekilde tekrar Olgiilmiistiir. Bu islemin sonucunda absorbanslardaki degisiklige gore
hiicrelerin pargalanma yiizdesi belirlenmistir. Ayni islemler sonikator ile hiicre
parcalama sistemiyle de tekrarlanmistir. Son olarak parcalama yiizdelerine bakilarak
sonikator ve Fransiz presi sistemlerinin hiicre parcalama becerileri karsilagtirilmistir.
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ABSTRACT
Ms Thesis

CONSTRUCTION OF A MODIFIED FRENCH PRESSURE CELL AND
INVESTIGATION OF ITS DISINTEGRATION OF BACTERIA

Selcuk DEMIR

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Isa GOKCE

In this study, production of a modified French press and the percentage of lysis of E.
coli cells (DH5a) by this french press are examined. In addition to this, the results
obtained from French press and sonication are compared with each other. First of all,
the E. coli cells produced in their cultures are centrifuged and then using by TAE buffer
solutions, cell solutions at different concentrations are prepared. These solutions of E.
coli cells are then tried to lyse with French press and sonication systems. Before these
two operations, the absorbance values of these solutions of cells are determined at
ODggo- Then these solutions are passed through French press and their optical densities
are determined again for every pass. At the end of this operation, percentage of lysis of
cells in the solutions are determined by the difference in their absorbances. After these,
the same operations are performed by the sonication method.

At the end of this study, success of these French press and sonication methods are
compared.
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1. GIRIS

E. coli insan bagirsaginin zararsiz konakcisidir. E. coli hiicresinin boyu yaklasik 2
mikrometre ve ¢apr 1 mikrometreden biraz kiiciiktiir. Koruyucu bir dis zar ve i¢ plazma
zariyla stoplazmasi ve niikleoiti sarilmistir. I¢ ve dis zarlar arasinda hiicrenin sekil ve
sertliini saglayan peptidoglikanlardan (aminoasitlerle capraz bagh seker polimerleri)
olusan ince ancak giiclii tabaka bulunur. Plazma zar1 ve onun disindaki tabakalar, hiicre
zarint olusturur. Bakteri tiirleri arasinda hiicre zarindaki farkliliklar mor menekse
boyasina karsi olan farkli ilginin nedenidir. Gram boyasinin temeli de budur; gram
pozitif bakteriler boyay:1 tutarken gram negatif bakteriler tutmaz. E. coli’nin dis zar1
diger gram negatif bakterilerinki gibi yap1 bakimindan plazma zarina benzerken,
bilesimi farklidir. Gram pozitif bakterilerin (Ornegin Bac. subtilis ve Staphylococcus
aureus ) dis zarlar1 yoktur ve plazma zarini saran peptidoglikan tabaka gram negatif
bakterilerinkine gore cok daha kalindir. Arkae bakterilerde sertlik bir baska ¢apraz bagl
seker polimerinin (yalanci peptidoglikan) farkli bir tipi tarafindan saglanir.
Obakterilerin plazma zarlari, proteinlerin icine yerlestigi ince bir lipit molekiilleri ¢ift
tabakasidir. Arkae bakterilerin zarlari benzer goriiniimde olmakla beraber

Obakterilerinkinden ¢ok farkli lipitleri vardir (Anonim,2007).

Laboratuarda kullanilan standart E. coli strainini (susunun) adi K12'dir. E. coli K12'nin
ve O157:H7 serotipli bir susun genom dizinleri ¢oziilmiistiir. K12 genomu yaklagik
4200 genden olusmaktadir, O157:H7 genomu ise K12'ninkiden %25 daha biiyiiktiir.
K12 susu hastalik yapan faktorler tasimaz ve hatta Kl2'nin ilk izolasyonundan
giiniimiize gecen yillar zarfinda kapsiil yapma yetenegini kaybederek laboratuar
ortamina uyum saglamis, artik dogal ortaminda (yani insan bagirsaginda) baska E. coli

tiirleriyle rekabet edemeyecek kadar zayiflamistir (Anonim, 2007).

E. coli’ nin modern biyoteknolojide onemli bir yeri vardir. Arasgtirmacilar bu bakteriyi
biiyiik miktarda DNA veya protein iiretmek amaciyla bir fabrika gibi kullamirlar.
Rekombinant DNA teknolojisinin ilk faydali uygulamalarindan biri E. coli'nin manipiile

edilerek onun diyabetli hastalar icin insiilin iiretmesini saglamak olmustur. Bakterilerin



organik maddelerin transformasyonundaki rolii 19‘uncu yiizyilin ortalarina kadar
anlagilamamistir. Buna ragmen insanoglu ilk c¢aglardan beri mikroorganizmalart gida
(peynir, ekmek, bira, sarap, sirke vs.) alaninda kullanagelmistir. Son yillarda biyokimya
ve molekiiler biyolojideki gelismeler mikroorganizmalarin anti-kanser ajan olarak
ozellikle kanser tedavisinin omurgasini olusturan kemoterapide kullanimimi giindeme
getirmistir. Kanser gen tedavisinde onkolitik ajan olan viriislerin vektor olarak
kullanimi ¢ok iyi bilinmesine ragmen, bugiine kadar bakterilerin antikanser potansiyeli
ile ilgili fazla arastirma yapilmamistir. Ik kez 1978’de malignant beyin tiimérleri icin
bakteriler onkolitik ajan olarak kullanilmaya baglanmistir. Yapilan bu calismada,
hastalik olusturmayan Clostridium butyricum MSS sporlarinin  karotid artere
enjeksiyonu yapilmistir. Bu sporlar beyin tiimorlerine ulagtiktan bir hafta sonra da
onkolizis olustugu gozlenmis ve cerrahi olarak ¢ikarilmistir Benzer olarak, bakteriyoloji
ve molekiiler biyolojideki gelismeler, kanser tedavisinde bakteriyel uygulama alanlarini

ve olanaklar genisletmistir (Anonim, 2004).

Hiicreleri pargalayarak fraksiyonlarma ayirma yontemleri, temelde hiicrenin
membraninin (sinirlarinin) ¢esitli fiziksel ya da kimyasal tekniklerle yok edilmesini
kapsar. Hiicre elemanlarinin islevlerini kaybetmeden parcalanmasimi saglayan cesitli
teknikler gelistirilmistir. Bir dokudaki ¢esitli hiicre tiplerini birbirinden ayirmak
miimkiin oldugu gibi, hiicreler de islevleri bozulmadan organellerine ve/veya
makromolekiillerine ayrilabilir. Eger dikkatli bir uygulama yapilirsa niikleus,

mitokondri, kloroplast gibi organeller olduk¢a saglam durumda kalabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Hiicre

Robert Hooke, mikroskopla incelemekte oldugu sise mantar parcasinin yan yana dizili
bitisik boliimlerden olustugunu gormiis, etraflari cevrili ve icleri bos olan yapilarina
uygun olarak, bu yap1 birimlerine hiicre (cellula) adin1 vermis ve bu ismi 1665 yilinda
yayinladigi kitapta da kullanmistir. Daha sonra 1671 yilinda Grew ve 1672 yilinda
Malpighi, bitkilerde de aymi yapr birimlerinin oldugunu bulmuslardir. 19. yiizyilin
ortalarinda "hiicre kurami" ortaya atilmistir. Giiniimiize dek gelistirilen hiicre kurami
(hiicrelerin yapisini, dzelliklerini, olusumlarini vb. tanimlayan kuram) biyolojide biiyiik
ilerlemeler saglamistir. Atomlarin molekiilleri, molekiillerin makro molekiilleri, makro
molekiillerin makro molekiiler kompleksleri olusturmasiyla, dokularin en kiiciik yap1

taglar1 olan ve yasamin tiim 6zelliklerini sergileyen hiicreler olugsmaktadir.

Sekil 2.1. Hiicre ve Organelleri (Anonim, 2009)

Genel olarak tiim hiicreler temelde ayni1 yapiya sahiptirler. Fakat bulunduklar1 dokuya

ve dolayisiyla fonksiyonlara bagli olarak bazi Ozellesmeler gosterirler. Bitkisel ve



hayvansal her organizma, bu temel yap1 taglarindan olusur. Hiicreler, cogunlukla bir zar
icerisindeki sitoplazma ve ¢ekirdekten meydana gelir ve ancak mikroskop yardimi ile

goriilebilirler (Anonim, 2003).

2.2. Hiicre Zar1

Hiicre zari, olduk¢a karmasik ve devingen yapisiyla, hiicre canliliginin ¢ok onemli bir
bilesenidir. Hiicre canlilifinin ve 6zgiin hiicre islevlerinin siirekliligini miimkiin kilan

cok onemli bazi fonksiyonlar1 yerine getirir (Anonim, 2008).

Hiicre zart ya da hiicre membrani, hiicrenin dis kisminda bulunan, molekiilleri
ozelliklerine gore hiicre icine alan veya disari birakan katmandir. Hiicre zarinin
yapisiyla ilgili cok sayida model diisiiniilmiis fakat en sonunda mozaik zar modeli

denilen model kabul edilmistir

ALPHA-HELIX PROTEIN
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: smscmm.,_%p._ }
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CHOLESTEROL

Sekil 2.2. Hiicre Zarinin Yapisi (Anonim, 2008)

Bu modelde proteinler zarin hem ic¢, hem dis yiizeyinde mozaik sekilde dagilirlar ve

devamli bir tabaka meydana getirmezler. Hiicre zarinda bulunan zar proteinleri; bu



modelde yag tabakasinin her iki yiiziinde olan ekstrinsik proteinler, yag tabakasinin
icine gdmiilmiis olanlar ise; intrinsik proteinler olarak kabul edilmistir. Hiicre zan lipit
denizinde yiizen, protein ve glikoproteinlerden yapilmis, alma¢ denilen 6zel bolgelerle

disariya acilir (Anonim, 2008).

2.3. Hiicre Zarmmn Ozellikleri

e Hiicre ici ile hiicre dis1 ortamlar arasinda secici bir sekilde madde aligverisini
saglayarak hiicrenin atiklarimi hiicre dis1 ortama verir, hiicre disindan hiicreye
gerekli maddeleri alir ve hiicre i¢i ortamin 6zgiin yapisim1 korumaya yardimci

olur.

e Komsu hiicrelerle iletisimi ve madde aligverisini saglar.

e Hiicreyi dis ortamdan ayirir.

e Hiicreye sekil verir.

e Madde giris-¢ikisini diizenler.

e Canh yapidadir.

e Kalinlig 6-10 nm'dir.

¢ Protein, yag ve karbonhidratlardan olusur.

e Aktif tagima olayin diizenler.

¢ Hiicrenin beslenmesine yardimci olur.

e Komsu ve yabanci hiicreyi bulur.

® Hiicreye alinacak hormonlari tanir.

e Hiicrenin yipranan kistmlarini onarir.



e Metabolizma atiklarinin digar1 atilmasini saglayarak i¢ ortami diizenler.
e Hiicre i¢i ortamin 6zgiin bilesimini hiicre dis1 ortamdan ayirir.

e Prokaryot hiicreye sahip canlilarda zardaki solunum enzimleri sayesinde enerji

tiretimi saglanir (Anonim, 2008).

2.4. Bakteriler

Mikroorganizmalarin kesfinden once, dogada var olan biitiin canlilarin hayvan ve bitki
kaynakli oldugu diisiiniiliirdii. 1600’lii yillarda Antony ven Leeuwenhoek tarafindan
mikroskobun bulunusuyla, hayvan ve bitkilerin yam sira mikroskobik canlilarin da var
oldugu ortaya ¢ikmis, bu canlilarin insanlarda hastalik yaptigi ortaya ¢ikinca onemleri
artmis ve giiniimiizde bile hala iizerlerinde arastirma yapilmaya devam edilmistir (Arda,

1999).
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Bakteriler tek hiicreli mikroorganizma grubudur. Tipik olarak birka¢ mikrometre
uzunlugunda olan bakterilerin c¢esitli sekilleri vardir, kimi kiiresel, kimi spiral sekilli,

kimi ¢ubuksu olabilir. Yeryiiziindeki her ortamda bakteriler mevcuttur.

Toprakta, deniz suyunda, okyanusun derinliklerinde, yer kabugunda, deride,
hayvanlarin bagirsaklarinda, asitli sicak su kaynaklarinda, radyoaktif atiklarda
biiyiiyebilen tipleri vardir. Tipik olarak bir gram toprakta bulunan bakteri hiicrelerinin
sayist 40 milyon, bir mililitre tath suda ise bir milyondur; toplu olarak diinyada bes
nonilyon (5x10™) bakteri bulunmaktadir. Bunlar diinyadaki biokiitlenin ¢ogunu
olusturur. Bakteriler gidalarin geri doniisiimii icin hayati bir 6neme sahiptirler ve gida
dongiilerindeki ¢ogu Onemli adim, atmosferden azot fiksasyonu gibi, bakterilere
baghdir. Ancak bu bakterilerin ¢ogu heniiz tamimlanmamistir ve bakteri subelerinin

sadece yaklasik yarisi laboratuarda kiiltiirlenebilen tiirlere sahiptir (Anonim, 2010).

Bir tek bakteri hiicresinin kati bir ylizey iizerinde kiimeler halinde cogalarak

olusturdugu topluluga koloni denir (Drlica, 2003).

Insan viicudunda bulunan bakteri sayisi, insan hiicresi sayisinin on kati kadardr.
Ozellikle deride ve sindirim yolu icinde ¢ok sayida bakteri bulunur. Bunlarin cok biiyiik
bir ¢ogunlugu bagisiklik sisteminin koruyucu etkisiyle zararsiz kilinmis durumda
olsalar, ayrica bir kismi da yararli (probiyotik) olsalar da, bazilan patojen bakterilerdir
ve enfeksiyoz hastaliklara neden olurlar; kolera, frengi, sarbon, ciizzam ve veba bu cins
hastaliklara dahildir. En yaygin Oliimciil bakteriyel hastaliklar solunum yolu
enfeksiyonlaridir. Bunlardan verem tek basina yilda iki milyon kisi oldiiriir. Bunlarin
cogu sahra alt1 Afrika'da bulunur. Kalkinmig iilkelerde bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde ve cesitli hayvancilik faaliyetlerinde antibiyotikler kullanilir. Bundan dolay1
antibiyotik direnci yayginlagsmaktadir. Endiistride bakteriler, atik su aritmasi, peynir ve
yogurt {iretimi, biyoteknoloji, antibiyotik ve diger kimyasallarin imalatinda 6nemli rol

oynarlar (Anonim, 2010).



2.5. Koliform Bakteriler

2.5.1. Koliformlarin Siiflandirilmasi

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan fakiiltatif anaerob, gram negatif, sporsuz,
laktozdan asit ve gaz olusturan ¢ubuk seklindeki mikroorganizmalardir. Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia ve Klebsiella bu grupta yer almaktadir. Dogada koliform
grubu  mikroorganizmalara sik¢a rastlamak miimkiindiir. Koliform  grubu
mikroorganizmalarin hepsi diski kokenli degildir. Insan ve sicakkanli hayvanlarm alt
sindirim sistemlerinde gelisen grup, fekal koliform olarak tanimlanmakta ve bunlarin
varlig1 kesinlikle fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak gosterilmektedir. Bu
grubun en yaygin iiyesi E. coli’dir. Grubun diger iiyeleri toprak ve bitki kdkenli saprofit

koliformlardir.

Fekal koliformlarin analizi su, kabuklu ve kabuklularin elde edildigi suyun analizi hari¢
45,5°C’de yapilir. Su, kabuklu ve kabuklu suyunun analizi ise 44,5°C’de yapilir (Entis,
P. 1989). Fekal koliform grubunun ¢ogunlugu E. coli’den ibarettir. Fakat bu 1sida
laktozu fermente edebilen Klebsiella gibi diger enterikler de fekal koliform olarak

belirtilmektedir (Feng ve Ark., 1982).

1892 yilinda Shardinger E. coli’nin fekal kontaminasyonun, bir indikatorii oldugunu
ileri stirmiistiir. Bunun nedeni, E. coli’nin yaygin bir sekilde insan ve hayvan digkisinda
bulunmasi ve diger yerlerde bulunmamasidir. Ustelik E. Coli glukozu fermente etme
yeteneginden dolay1 kolay bir sekilde izole edilir, bundan dolay:r bilinen diger gastro
intestinal patojenlerden daha kolay izole edilir. E. coli’nin gida ve suda bulunmasi fekal
kontaminasyonun bir gostergesi olmasinin yani sira bilinen diger patojenlerin varligini
ortaya koyma ihtimalinin de gostergesidir. Saglik risklerinin indirekt bir indikatorii
olarak E. coli’nin kullanim konsepti giivenilir olsa da uygulama komplikedir. Ciinkii
ortamda laktozu fermente edebilen Enterobacter, Klebsiella ve Citrobacter gibi diger
enterik bakteriler fenotipik olarak E. coli’ye benzemektedir. Bu yiizden bunlar kolay bir
sekilde belirlenemez. Bunun sonucunda koliform terimi bu grup enterik bakterileri igine

alan bir terim olarak tanmimlanmaktadir. Koliformlar taksonomik bir simiflandirmaya



sahip degildir fakat laktozu 35°C’de 48 saatte fermente ederek asit ve gaz olusturan
gram negatif, fakiiltatif anaerob, ¢cubuk seklindeki bakteriler grubunda yer alirlar (Feng

ve Ark., 1982).

Koliformlarin izolasyonlar1 diigiik maliyetli ve kisa siireli oldugu icin Salmonella ve
Shigella gibi spesifik patojen mikroorganizmalarin varligini tespit etmede indikator
olarak kullanilmaktadirlar. Bu nedenle hicbir gida maddesinde, igme ve kullanma
sularinda, deniz ve gollerde E. coli ve fekal koliform bulunmasina izin verilmez. Fekal

koliformlar 44,5 °C’ de laktozu fermente ederek gaz olustururlar (Cakir, 2000).

Koliformlarm bulunmasi su ya da gida iiretim yerlerinde sanitasyon kalitesinin bir
indikatorii olarak kullamlir. Fekal koliformlar kabuklu ve kabuklunun elde edildigi su
i¢in standart indikatordiir. E. coli ise fekal kontaminasyonun ya da hijyenik olmayan

tiretimin bir indikatoridiir (Sigirtmag, 2008).

Escherichia coli fekal bir kontaminasyonun gostergesi olmasi yaninda genetik yapisi en
iyi bilinen canli olma ozelligine de sahiptir. Suslarinin bir¢ogu zararsiz olan bu
bakterinin baz1 suslar1 insanlarda arteriosklerozis, hemolitik iiremik sendrom ve cesitli
immiinolojik hastaliklar, menenjit, septisemi ve siddetli ishaller gibi insan ve

hayvanlarda 6liime sebebiyet veren enfeksiyonlara neden olmaktadir (Cakir, 2000).

2.6. E. coli (Escherichia coli)

Genelde E. coli kisaltmasi ile veya koli basili olarak bilinen Escherichia coli memeli
hayvanlarin kalin bagirsaginda yasayan faydali bakteri tiirlerinden biridir (Anonim,

2009).

E.coli kiigiik miktarlarda rekombinant protein iiretiminin yapilabilecegi ve proteinlerin
biyolojik ozelliklerini anlamamizi kolaylastiran en 6nemli biyolojik yapidir (Feliu ve

Ark., 1998).
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Icme sularinda E. coli varhig1 ise kanalizasyon ya da hayvansal atiklardan kaynaklanan

bir kirliligin en gii¢lii kamitidir (Dehghani, 2005).

Sekil 2.4. E.coli Hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Altinda Goriiniimii (Anonim, 2003)

E. coli hiicre metabolizmas1 tizerinde bircok konuda bir¢ok arastirma yapilmig bir
model organizmadir. E coli bazen rekombinant protein iiretiminde de kullanilabilir.
Hiicre i¢i proteinlerin saflastirilmasi i¢in ilk basamak hiicrelerin parcalanmasidir (Song

ve Ark., 1997).

Koliform bakteri ailesindeki mikroorganizmalarin yagam alanlar1 genelde insanlarin ve
sicakkanli diger canlilarin sindirim sistemleridir. Koliform bakteriler su ortamina
konulduklarinda eninde sonunda oliirler. Fakat Salmonelle ve Shigella bakterileri daha
hizl 6liir ve su aritma sistemlerinde bu bakteri tiirleri benzer zorluklar cikarir. Iste bu
yiizden koliform bakterilerin suda bulunmasi tehlikelidir ve o su giivenli degildir (Brock

ve Ark., 1984).

Gectigimiz 30 yilda biyokimyada basta E. coli olmak iizere bakterilerle yapilan
calismalar 6nemli yer tutmustur. E. coli ‘nin laboratuar kosullarinda kolaylikla
yetismesi, boyutunun ufak olmasi, patojenitesinin olmamasi ve yaygmn bir
mikroorganizma olmasi insandan sonra en cok calisma yapilan canli olmasina sebep

olmustur (Watson, 1976).

E. coli hiicresinin boyu yaklasik 2 mikrometre ve capi 1 mikrometreden biraz kiiciiktiir.

Koruyucu bir dis zar ve i¢ plazma zariyla stoplazmasi ve niikleoiti sarilmustir. I¢ ve dis
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zarlar arasinda hiicrenin sekil ve sertligini saglayan peptidoglikanlardan (aminoasitlerle
capraz bagli seker polimerleri ) olusan ince ancak giiclii tabaka bulunur. Plazma zan ve
onun disindaki tabakalar, hiicre zarfin1 olusturur. Bakteri tiirleri arasinda hiicre
zarfindaki farkliliklar mor menekse boyasina karsi olan farkli ilginin nedenidir. Gram
boyasinin temeli de budur; gram pozitif bakteriler boyayr tutarken gram negatif
bakteriler tutmaz. E. coli’nin dis zan diger gram negatif Obakterilerinki gibi yap1
bakimindan plazma zarna benzerken, bilesimi farklidir. Gram pozitif bakterilerin
(Ornegin bacillus subtilis ve staphylococcus aureus ) dis zarlar1 yoktur ve plazma zarin
saran peptidoglikan tabaka gram negatif bakterilerinkine gore ¢ok daha kalindir. Arkae
bakterilerde sertlik bir bagka capraz bagl seker polimerinin (yalanci peptidoglikan) bir
farkli tipi tarafindan saglanir. Obakterilerin plazma zarlari, proteinlerin icine yerlestigi
ince bir lipit molekiilleri ¢ift tabakasidir. Arkae bakterilerin zarlar1 benzer goriiniimde

olmakla beraber 6bakterilerinden ¢ok farkl lipitleri vardir.

Plazma zar iyonlar ve bilesikleri hiicre i¢ine ve disina tasiyabilen proteinlere sahiptir.
Bir¢ok obakterilerin yine plazma zarlarinda, ADP’den ATP sentezinde énemli rolii olan
elektron tasiyict proteinler (Sitokromlar) bulunmaktadir. Fotosentetik bakterilerde

plazma zarindan tiiremis i¢ zarlar klorofil ve diger 151k tutan pigmentler igerir.

E. coli stoplazmas1 yaklasik 15000 ribozom, yaklasik 1000 farkli enzimin her birine ait
binlerce kopya, cok sayida metabolit ve kofaktor ile gesitli inorganik iyonlar icerir. bazi
kosullarda polisakkarit graniilleri ya da lipit damlaciklar1 birikir. Niikleoit ise,
cembersel bir DNA molekiiliinii icermektedir. E. coli hiicresini DNA molekiilii
kendisinin 1000 kati uzunlukta olmasina karsin, proteinlerle paketlenerek en uzun
boyutu 1 mikrometreden kiiciik olan niikleoit seklinde sikica katlanmistir. Tiim
bakterilerde oldugu gibi, genetik materyal bir zarla sarilmamistir. Niikleoitteki DNA’ya
ek olarak bir¢ok bakterinin stoplazmasi, bir ya da daha fazla plazmid adi verilen daha
kiiciik cembersel DNA boliimleri igerir. Dogal olarak bazi plazmidler ¢evrelerindeki
toksinler ve antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanir. Laboratuarda, bu DNA bdliimleri
bakteriler i¢cin gerekli olmadigindan deneysel uygulamalara yatkin ve molekiiler

genetikciler i¢in son derece yararhdir.

DNA transferi isleminin gerceklesebilmesi icin alici hiicre en az verici hiicre kadar

metabolik olarak aktif olmalidir. Alict hiicrelerin a¢ kalmasi ya da oksidatif
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fosforilasyonlarindaki herhangi bir ortiismeme durumu DNA transferinin basarisizlikla

sonu¢lanmasina sebep olabilir (Birge, 2000).

Yaygin bir bakteri olmasindan dolay1 E. coli mikrobiyolojide sik¢a calisilmistir ve
molekiiler biyolojide bir gerec haline gelmistir. Yapisi bellidir, hayat bilimlerini ¢alisan
her seviyede Ogrenci ve arastirmaci icin ideal bir arastirma organizmasidir (Anonim,

2007).

Bakteriyel konjiigasyon, genetik rekombinasyon, operon kavramlan ilk E. coli 'de
kesfedilmisti. DNA'min ¢ogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi,
molekiiler biyolojinin pek ¢ok onemli mekanizmasi, metabolizmanin ¢ogu ayrintist bu
organizmada yapilan arastirmalarla anlasilmistir. En az on Nobel Odiilii E. coli 'de

yapilan aragtirmalara dayanir (Anonim, 2007).

E. coli’ nin modern biyoloji miithendisliginde onemli bir yeri vardir. Arastirmacilar bu
bakteriyi biiyilkk miktarda DNA veya protein iiretmek amaciyla bir fabrika gibi
kullanirlar. Rekombinant DNA teknolojisinin ilk faydali uygulamalarindan biri E. coli
'nin manipiile edilerek onun diyabetli hastalar i¢in insiilin liretmesini saglamak olmustur

(Anonim, 2007).

Son on yilda biyokimya, molekiiler biyoloji ve bakteriyolojideki ilerlemeler,
bakterilerin antikanser ajan olarak kullaniminin yami sira, antikanser ilaclarin
verilmesinde kemoterapiye duyarli ajan ve gen tedavisi icin vektor olarak kullanimina

kadar kullanigh bircok yonlerini ortaya koymustur (Anonim, 2004).

Laboratuarda kullanilan standart E. coli susunun adi Kl12'dir. E. coli K12'nin ve
O157:H7 serotipli bir susun genom dizinleri ¢oziilmiistiir. K12 genomu yaklasik 4200
genden olusmaktadir. O157:H7 genomu ise K12'minkiden %25 daha biiyiiktiir. K12 susu
hastalik yapan faktorler tasimaz ve hatta K12'nin ilk izolasyonundan giiniimiize gecen
yillar zarfinda kapsiil yapma yetenegini kaybederek laboratuvar ortamina uyum
saglamis, artik dogal ortaminda (yani insan bagirsaginda) baska E. coli tiirleriyle

rekabet edemeyecek kadar zayiflamistir (Anonim, 2007).
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Ozellikle Escherichia coli genleri ve enzimleri, kansere kars1 viicut disinda etkisiz olan
fakat viicut i¢inde oldukga aktif tiirlerine doniisebilen On-ila¢ uygulamalarinda yer
almaktadir. Ayrica Pseudomonas ekzotoksinlerine konjuge edilmis IL-4, direkt olarak
malignant beyin tiimorlerine uygulanmis ve normal beyin hiicreleri haricindeki
hiicrelerin IL-4 reseptorlerine yiiksek afinite ile baglandigi goriilmiis ve boylece normal
beyin dokusuna zarar vermeden tiimoriin biiyilk bir kismiin tahrip edildigi
saptanmistir. Bu derleme, bazi kanser tiplerinin tedavisi i¢in kullanilan bakteriyel

orijinli antikanser ajanlar {izerine odaklanmistir (Anonim, 2004).

2.7. Escherichia coli’nin Smiflandirilmasi

Escherichia coli, Alman pediatrist Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda identifiye
edildi ve Bacterium coli commune olarak adlandirildi (Sigirtmag, 2008). Barsak disi
enfeksiyonlarda patojenligi anlasilmis ve 1919 yilinda Castellani ve Chalmer tarafindan
Escherichia cins adi onerilinceye kadar Bacterium coli adi kullamlmistir (Bilgehan,
2000). Escherichia coli, normal barsak florasinda zorunlu anaerob bakterilerden 100 kat
daha az bulunmasina ragmen, rutin digki kiiltiirlerinde siklikla izole edilen bir
bakteridir. Barsak dis1 viicut bolgelerinde ©6nemli bir firsatci1 patojendir. 1960’
yillardan beri baz1 E. coli kokenlerinin barsakta patojen olduklarma iligkin bilgiler

artmaya baglamistir (Erdem, 1999).

2.8. E. coli’nin barsaklarda olusturdugu infektifite mekanizmalari.

2.8.1. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)

Bu suslar bir ya da daha cok verositotoksin iiretirler. Ishaller sulu ve kanlidir. Gelismis
iilkelerde infantil diyarelerin sebebidir. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC) salgini
kontamine bazi et iiriinlerinin yani sira kontamine icme suyunun tiiketimi ile ilgilidir.
Yetiskin insanlarda EPEC’in infektif dozu 10° organizmadir. EPEC’ in patojenitesi

baglayic1 ve yok edici lezyonlara neden olan intimin proteinini icerir (Hicks ve Ark.,
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1998). Fakat bakterinin barsak hiicrelerine yapisip lokalize olmasimi saglayan EPEC
adherens faktor olarak bilinen plazmid encoded proteinini de icerir. Hastalik sirasinda
ates yliksektir. Shiga benzeri toksinleri yiliksek seviyelerde iiretmezler (Feng ve Ark.,

2002) .

2.8.2. Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC)

Genellikle diisiik bir atese neden olabilirler ya da ates goriilmez. Sulu bir ishale neden
olurlar ve tipik gastroenteritis etmenidirler. Turist ishali olarak tanimlanan hastaliklara
ve oOzellikle sicak mevsimlerde bebek ishallerine neden olurlar. Enfektif dozlar
yiiksektir. Yetigkin insanlarda doz en azindan 10® hiicre olarak belirlenmistir. Fakat
gencler, yaslilar ve hastalar daha diisiik hiicre seviyesinde hastaliga duyarli olabilirler.
infektif dozu yiiksek oldugundan dolay1 Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC)’nin
analizi gidalarda yiiksek seviyelerde E. coli bulunmadik¢a yapilamaz. ETEC belirlenirse
kontamine gidalarin potansiyel tehlikesinin de goz oniinde bulundurulmasi gerekir

(Cakar, 2000).

2.8.3. Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC)

Enteroinvaziv E. coli suslan genellikle laktoz negatif ya da laktozu ge¢ fermente eden,
lizini dekarboksilize etmeyen, anaerojenik, hareketsiz olma gibi atipik ozellikler tagiyan
mikroorganizmalardir. Diger enterovirulent tiplerden farkli olarak, invaziv ozellik
tasirlar ve fekal lokositlere rastlanir. Mukoid ve kanh bir disk1 goriiliir. Ates yiiksektir,
enterotoksin yapmazlar. Bu gruba giren bakterilerde enfektif doz diisiiktiir (Cakir ve
Ark., 2001). Enteroinvaziv Escherichia coli ve Shigella genetik olarak neredeyse
aymdir ve yaygin olarak bircok antijene sahiptir. Shigella, 10 ile birkac yiiz hiicre
oraninda infektif doza sahip iken Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC)’nin saglikli
yetigkinlerde enfeksiyon meydana getirmesi i¢in en az 10° organizmaya ihtiyaci vardir.
Tipik E. coli’nin aksine EIEC hareketsiz, lizini dekarboksilize etmeyen, anaerojenik,
laktozu fermente etmeyen mikroorganizmalardir. EIEC’in patojenitesi temel olarak

kolonik dokulara invaze olmasi ve onlar1 tahrip etmesine dayanir (Feng ve Ark., 2002).
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2.8.4. Verositotoksinojenik Escherichia coli (VTEC)

Verositotoksin Escherichia coli ya da Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) vero
hiicrelerine kars1 (Vero hiicreleri: Afrika yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii) sitotoksin
iireten E. coli suslaridir. EHEC suslan ¢esitli toksinler olustururlar ve bunlardan sadece
bir kag¢i tanimlanabilmistir. EHEC, hemorajik kolitis ya da potansiyel olarak 6liimciil
olan hemolitik iiremik sendrom (HUS) a yol acabilen kanl diyareye neden olur. ilk kez
1955 yilinda tanimlanmis olan hemolitik tiremik sendrom (HUS), en fazla 6liime neden
olan hastaliktir. Sulu ve ¢ok kanh bir diski goriiliir ancak ates yoktur. EHEC verotoksin
ya da Shiga toksin iiretimi ile belirgindir. O’Brien ve ark. (1982)’nin bu verotoksin ile
Shigella dysenteriae tip 1’in sigatoksini arasindaki yakin iliskiyi gostermesiyle, bu
mikroorganizma literatiirde Shigella benzeri toksin iireten E. coli (STEC) olarak

adlandirilmistir.

2.8.5. Enteroagregatif Escherichia coli (EaggEC: EAEC)

Bu suslar hayvanlarda epidemiyolojik caligmalardan sonra ortaya cikmistir. Tropik
iilkelerde, ¢cocuklarda siireklilik gosteren ishale ve ayrica her yasta akut diyareye neden
olan bir virotiptir (Halkman ve Ark., 2001). Enteroagregatif E. coli mikroskop altinda
tugla y1gim1 goriintiisii veren, otoaglutinasyona yol acan birbirine yapisik bakterilerdir

(Bilgin, 2006).

2.8.6. Difuz Aderent Escherichia coli (DAEC)

Enteroagregatif E. coli’den daha az karakterize edilmistir. Daha onceden EPEC
grubunda yer alan ve Hep-2 hiicre modeline gore diffuz adezyon ile karakterize edilen
bu grup diffusively adherent Escherichia coli (DAEC) olarak adlandirilmistir.
Cocuklarda siireklilik gosteren diyareye neden olduklari bildirilmistir (Halkman ve
Ark., 2001).
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2.9. E. coli’nin barsak disinda olusturdugu infektifite mekanizmalari

2.9.1. Uropatojenik Escherichia coli (UPEC)

Sistitis ve pyelonefritise sebebiyet veren bu suslar siklikla hastalardan izole edilmistir
(Anonim, 2008). Bir¢ok virulens faktor tasidigi ve bu virulens faktorlerden en
Oonemlisinin P fimbria oldugu, bunun P grubu kan antijenlerine baglandigi ve bu
antijenin iiroepitelyanin %99’unda bulundugu, aerobaktin ile hemolizin salgiladigi

bildirilmistir (Bilgehan, 2000).

2.9.2. Neonatal Meningitis Escherichia coli (NMEC)

Escherichia coli’lerin %80’1 yeni doganlarda meningitis yapmaktadir. Meningitise
neden olan ve %80 kadar1 da Niesseria meningitidis antijenine benzer K1 kapsiil
antijeni iceren bu etkenlere daha cok anne diskisinda rastlanilmaktadir (Bilgehan,
2000). Ayrica az da olsa yaslilarda da menenjite sebep olurlar ve mortalitesi yiiksektir

(Erdem, 1999).

2.10. Escherichia coli’nin Rutin izolasyon ve Identifikasyon Yontemleri

Herhangi bir gida maddesinde Escherichia coli, total koliform ya da fekal koliformlarin
izolasyonu ve sayilmasi icin kullanilan metotlar, koliform grup aranmasimi kapsamakta

ve hemen hepsi laktozun fermentasyonuna dayanmaktadir (Cakar, 2000).

2.10.1. En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

Koliform grup bakteriler, fekal koliform grup bakteriler ve E. coli sayillmasinda
kullanilan bu yontem varsayma, dogrulama, tamamlama fazindan ibaret multi basamakl
istatistiksel bir metottur (Anonim, 1992). Tiirk Standartlar Enstitiisii (TSE), Uluslararasi
Standartlar Orgiitii (ISO) ve American Public Health Association (APHA)’nin
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belirledigi uygun besiyerlerine numunelerin ekimleri yapilarak E. coli, koliform ve

fekal koliform varligi belirlenebilir (Cakir, 2000).

2.10.2. Kat1 besiyeri yontemi

Bu yontemden izolasyon amacgli sayim c¢alismalarinda yararlamilir. Daha cok kati
besiyeri olarak Violet Red Bile (VRB) Agar kullanilir (Cakir, 2000). Koliformlarin kati
besiyerinde izolasyonu icin kullanilan VRB Agar neutral red icermektedir. Buda laktozu
fermente eden kolonilerin pembe renkte iiremesini saglamaktadir (Feng ve Ark., 2002).
Koliform grup bakteri aranmasinda kullanilan diger kati besiyerleri ise; Enrichment
Lauryl Sulphate, Aniline Blue Agar, Fecal Coliform Agar, Brillant Gren Agar, Endo
Agar ve benzerleridir (Cakir, 2000).

2.10.3. Membran filtrasyon yontemi

Su ve diger siv1 gidalarin analizinde kullanilan bir yontemdir (Feng ve Ark., 2002).
Koliform ve fekal koliformlarin laktozun fermentasyonuna bagli olarak olusturduklar
aldehitin ol¢iimiine dayanmaktadir (Cakir, 2000). Ornek, membran filtreden gecirilerek
bakterilerin filtre tizerinde tutulmasi amacglanmistir. Bu filtreler daha sonra uygun bir
besiyeri iizerine arada hava kalmayacak sekilde yerlestirilerek olusan koloni sayisina
bakarak materyaldeki mikroorganizma sayis1 belirlenir. Ornekte az sayida
mikroorganizmanin bulunmasi halinde bu yontemle belirlenmesi ve inkiibasyondan
sonra filtrelerin tekrar kullanilabilmesi, filtrasyon tekniginin Onemini ve avantajim
vurgulamaktadir. Bu yonteme gore, fekal koliform sayiminda filtre TSA besiyerine
yerlestirildikten sonra kat1 gidalar i¢in 25°C’de 4-5 saat, diger gidalar i¢in 35°C’de 4-5
saat inkiibe edilerek dejenere olmus, stres altindaki bakterilerin tekrar aktivite
kazanmalarim saglayarak on inkiibasyon uygulanmaktadir. Daha sonra filtreler buradan
m-FC Agar besiyerine alinir ve 44.5°C’de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda bir
ya da daha fazla mavi renkli koloni gelisimi goriilen alanlar isaretlenerek sonug
degerlendirilir. Tamponlanmis Tripton Bile Agar, m-ENDO Agar, besiyeri emdirilmis

steril pedler, membran Tergitol-7 kullanilan diger besiyerleridir. Tiirk Standartlar
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Enstitiisii (TSE), Amerikan Halk Sagligi Kurulusu (APHA) ve Uluslararast Standartlar
Orgiiti (ISO) koliform ve E. coli icin kullamlan standart analiz yontemlerini
belirlemislerdir. Tiirk Standartlar Enstitiisii (TSE) ve Uluslararas1 Standartlar Orgiitii
(ISO)’niin  koliform grup mikroorganizma aramak i¢in kullanilan standart analiz
yontemlerine gore, 6rnek hazirlanip dilusyonlar1 yapildiktan sonra 5 dilusyondan 3’er
adet Lauryl Sulfat Triptoz Broth besiyerine 1’er ml ekim yapilir ve 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edildikten sonra pozitif sonu¢ veren tiipler muhtemel koliform olarak

degerlendirilir (Cakir, 2000).

A) Toplam Enterobacteriacea’mn izolasyonu

Safra varliginda bu grup bakteriler glukozdan asit olusturarak gelisir. Violet Bile

Glucose Agar bu amagla kullanilan bir besiyeridir ( Sigirtmag, 2008).

B) Coli-aerogenes bakteriler izolasyonu

Safra ya da benzer selektif ajanlarin varliginda 30° C’de laktozdan asit ve gaz

olustururlar ( Sigirtmag, 2008).

C) Koliform bakteri izolasyonu

Safra ya da diger benzer selektif ajanlar varliginda 35-37°C’ de laktozdan asit ve gaz

iireterek gelisirler (Sigirtmag, 2008).

D) Fekal koliform bakterilerin izolasyonu

Safra ya da diger benzer selektif ajanlarin varhginda 44-45.5°C’ de laktozdan asit ve
gaz lreterek gelisirler. Burada 1s1 kritik nokta olarak belirlendiginden bu test daima 1s1

banyosunda yapilmalidir (Sigirtmag, 2008).
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E) Escherichia coli izolasyonu

44-45,5°C’ de laktozdan asit ve gaz olusturan koloniler indol pozitif, Metil red pozitif,
Voges proskauer negatif, Sitrat negatif (IMVIC) testleri uygulandiktan sonra E. coli tip1
olarak degerlendirilir. Fakat sunu belirtmek gerekir ki verositotoksijenik E. coli
O157:H7, 44°C’ de cok zayif bir sekilde gelisir. Buna ilaveten ¢ogu taksonomist
Shigella’nin (Enteroinvaziv E. coli’nin bazi serovarlar ile benzer o6zelliklerinden
dolay1) Escherichia simifindan ayirt edilmesinin imkénsiz oldugunu diistiniirler

(Harigan, 1998).

F) Escherichia coli O157:H7 (VTEC)’ nin izolasyonu

Izolasyon %1 sorbitol iceren Mac Conkey (SMAC) Agarda yapilir. Bu besiyeri sefiksim
ve potasyum tellurit eklenerek elde edilen besi yeri olan CT-SMAC agar daha fazla
selektif edilebilir. Plaklar 37°C’ de inkiibe edilir. Renksiz koloniler analiz edilir
(Harigan, 1998).

2.11. Escherichia coli’nin hizh Identifikasyon teknikleri

2.11.1. Selektif besiyerlerine dayah yontemler

2.11.1.1. LST-MUG yontemi

Son yillarda E. coli belirlenmesinde kullanilan 4-methyleumbelliferyl (MUG), Lauryl
sulfate Tryptose (LST) besiyerine katilarak E. coli’nin yapisinda bulunan B-D
glucurinidase enzimi sayesinde 4- methyleum belliferon’a doniisiir. 4-methyleum
belliferon 365 nm uzunlugundaki UV 1s181na maruz kaldiginda besiyerinde ya da koloni
etrafinda mavimsi floresan vererek koloninin tanimlanmasini kolaylastirir. MUG baslica
LST ve VRB agar olmak iizere E. coli’nin izole edilebilecegi biitiin besiyerlerine

rahatlikla eklenebilir. Fakat E. coli’nin, Eosin Metilen Blue (EMB) agarda olusturdugu
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yesil floresan MUG’un olusturdugu mavimsi floresani baskilayabileceginden, EMB

agara MUG ilave edilmesi sahte negatif sonuglara yol acabilir (Doyle, 1987).

2.11.1.2. Kromojenik-fluorojenik substrat + MUG

E. coli aranmas1 amaciyla en yaygin kullanilan besiyeri olan Lauryl siilfat MUGX-
GAL (LMX) brotudur. Bu besiyerinin iceriginde bulunan kromojenik substrat (5-
Bromo—4-kloro—3-indol- B -D galaktopiranozid), koliformlar tarafindan par¢alanmakta
ve yesil renk olusmaktadir. Yine bu besiyeri igerisinde bulunan MUG, E. coli varliginda
parcalanmakta ve mavi floresan vermekte ve bu analizin sonucu 18 saat icerisinde elde

edilmektedir (Pitkanen ve Ark., 2007).

2.11.1.3. API20 E

API20 E test cubugu, gram negatif enterik bakterilerin belirlenmesinde kullanilan 20
seckin test kompartimaninmi igerir. Kompartimanlarin igerisinde bulunan maddeler
dehidredir. Her bir kompartimanin igerigi bakteriyel siispansiyonla rehidre edilebilir.
Bazi kompartimanlar pH degisimine bagli olarak farkli renklere sahiptir. Diger
kompartimanlar {iiretilen son {iiriine bagli olarak reaktiflerle belirlenmek zorundadir

(Anonim, 2007 ).

2.11.2. Antikor-Antijen kompleksine dayali yontemler

2.11.2.1. immunoblotting ve Immunopresipitasyon metotlari

Bu metotlarin bilinen belirli antijen ya da antikorlarin seviyesini dlgmek icin yararl
olduklari bildirilmektedir. Ozellikle kompleks bir miks tiirden bilinmeyen antijenleri
identifiye ve karakterize etmek icin immunoblotting yararh bir sekilde kullanilir (Roitt

ve Ark., 1996).
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2.11.2.2. Radyoimmunoassay

Solid faz iizerindeki antijen-antikor kompleksine radyoizotop isaretli (Genel olarak
isaretleme iyot gibi gamma yazici izotoplarla yapilir) antijen baglanmasi ile olur.
[saretli ajanlar, baglanma bolgesinde antijenlerle ve doymus antikorlarla bir

konsantrasyonda karistirilir (Kuby, 1998).

2.11.2.3. Immunofluoresan teknigi

Hiicre, doku boliimiinde bagli olan antikorlar floresan bir boya ile isaretlenerek antikor
molekiilleri goriilebilir. Immunofloresan olarak bilinen bu teknikte en yaygin kullanilan
floresan boyalar, fluorescein ve rhodamine’dir. Her iki boya antikorun spesifitesini
etkilemeksizin antikorun Fc bolgesi ile birlestirilebilir. Her iki boya bir dalga boyundaki
15181 absorbe eder ve daha uzun dalga boyunda 1s1k yayar. Yayilan 151k genellikle UV
15181 kaynag ile desteklenen floresan mikroskobu ile goriiliir (Kuby, 1998).

2.11.3. Enzime dayali yontem

2.11.3.1. Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

1970’11 yillardan beri immunoassay performansa karsi standart olan Enzyme- Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), l¢iimde kullanilir. Belki de en yaygin kullanilan, en
iyl anlasilan immunoassay yontemidir. ELISA bircok formatta gelistirilmistir. Konakg1
antikor tiretimine cevabi ya da enfeksiyon ajanindaki antijenleri belirleyebilir. Solid faz
tizerinde antijenin bazi determinantlarina spesifik antikorlarin, diger determinant
gruplarima da enzim isaretli antikorlarin baglanmasi ve substrat araciligl ile enzim
aktivite diizeyinin foto kolorimetre ile 6l¢iilmesi prensibine dayanir (Andreotti ve Ark.,

2003).
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2.11.4. Gene Dayah Analizler

2.11.4.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Son yillarda E. coli’nin belirlenmesinde sik¢a karsilasilan dogrulama analizleri gibi
problemler gene dayali belirleme metotlar ile elimine edilmektedir (Hu ve Ark., 1999 ).
Gen prob teknolojisi sadece belirlemeyi hizlandirmakla kalmaz aynm zamanda ek
dogrulama testlerini de elimine eder. Hizl1 gene dayali metotlar arasinda en iyi bilineni
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dur. PCR yiiksek derecede duyarlilik ve spesifite
saglar, ayrica birkag¢ saat icerisinde sonug verir. Son yillarda E. coli’nin belirlenmesinde
direkt DNA tabanli metotlarinin kullanim1 dikkat ¢ekmistir.  -D glukronidase (GUD)
ile kodlanmis art arda dizili uidA geni ve glutamatdekarboksilaz (GAD) ile kodlanmig
gad A-B geni en sik kullanilan probdur (Martins ve Ark., 1993). uidA ve gad A-B
genleri, cogu E. coli’de belirlenmistir (McDaniels ve Ark., 1996). Cesitli ¢alismalar
Shigella tiirleri E .vulneris ve E. fergusoni gibi en azindan ¢ok sayida bakterinin uidA
genotip analizinde sahte pozitif sonu¢ verdigini gostermistir (Rice, 1995). Buna ilaveten
PCR hedef organizmada bulunan biitiin DNA’lan tespit eder ve canli hiicreler ile canli
olmayan hiicreler arasindaki farki belirleyemez (Lindahl, 1993). Bu da i¢ilebilir suda su
giivenligi ve suyun islenmesi ile ilgili canli ve Olii organizmalar arasindaki farki

belirtmede 6nemlidir (Jeffrey ve Ark., 1994).

2.11.4.2. Hibridizasyon yontemi

Hiicre kiiltiiriine ait genetik materyallerdeki spesifik genlerin, isaretli problarla ortaya

konmasi ve sayisal olarak cogaltilmasi esasina dayanir (Kuby, 1998).

Bakterilerin organik maddelerin transformasyonundaki rolii 19‘uncu yiizyilin ortalarina
kadar anlagilamamistir. Buna ragmen insanoglu ilk caglardan beri mikroorganizmalari
gida (peynir, ekmek, bira, sarap, sirke vs.) alaminda kullanagelmistir. Son yillarda
biyokimya ve molekiiler biyolojideki gelismeler mikroorganizmalarin anti-kanser ajan

olarak oOzellikle kanser tedavisinin omurgasimi olusturan kemoterapide kullanimini
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giindeme getirmistir. Kanser gen tedavisinde onkolitik ajan olan viriislerin vektor olarak
kullanimi ¢ok iyi bilinmesine ragmen, bugiine kadar bakterilerin antikanser potansiyeli
ile ilgili fazla arastirma yapilmamistir. Ik kez 1978’de malignant beyin tiimérleri igin
bakteriler onkolitik ajan olarak kullanilmaya baglanmistir. Yapilan bu calismada,
hastalik olusturmayan Clostridium butyricum MSS sporlarinin  karotid artere
enjeksiyonu yapilmistir. Bu sporlar beyin tiimorlerine ulagtiktan bir hafta sonra da
onkolizis olustugu gozlenmis ve cerrahi olarak ¢ikarilmistir Benzer olarak, bakteriyoloji
ve molekiiler biyolojideki gelismeler, kanser tedavisinde bakteriyel uygulama alanlarini

ve olanaklar genisletmistir (Anonim, 2004).

Antikanser ajan olarak mikroorganizmalarm kullanim alanlar1 sunlardir.

1. Onkolitik ajan olarak patojenik bakterilerin kullanima,

2. Antikanser ilac1 yapan ajanlar olarak bakterilerin kullanima,

3. Tumoriin segici olarak tahribi icin bakteriyel toksinler ve genetik olarak modifiye
edilmis bakterilerin kullanima,

4. Kanser gen tedavisi i¢in Vibrio cholerae ve Yersinia enterocolitica’ nin bakteriyel
vektor olarak kullanimi,

5. Kemoterapide kansere duyarli bakterilerin kullanilmalari,

6. Baz1 mikrobiyal orijinli enzimlerin kanser tedavisinde ilag olarak kullanimi (Anonim,

2004).

2.12. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisinin iiriinleri, proteinlerden iglenmis organizmalara kadar
degismektedir. Yararli proteinlerin biiyiikk ticari miktarlar1 bu tekniklerle
olusturulabilmektedir. Mikroorganizmalar 06zel amagclar icgin tasarlanabilmektedir;
bitkiler veya hayvanlar yararli 6zellikleriyle tarim ya da tipta kullanilmak {izere, genetik
yonden islenmektedir. Genetik miihendislik birka¢ yildan beri umut veren bir
teknolojiden milyarlarca dolarlik bir endiistriye doniigmiistiir. Biiyiimenin cogunlukla
ila¢ endiistrisinde yogunluk kazandigi goriilmektedir. Eritropoietin, teknolojinin daha
yeni {iirlinlerinden tipik olanidir ve eritrosit iiretimini uyaran bir protein hormonudur.

Bobrek hastaligr olan insanlarda bu proteinin eksikliginde kansizlik goriilmektedir.
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Rekombinant DNA teknolojisiyle olusturulan eritropoietin, bu tiir insanlarin tedavisinde

kullanilabilir; hedef, tekrarlayan kan nakillerini azaltmaktir.

Bu teknolojinin diger uygulamalar1 goriilmeye devam etmektedir. Rekombinant DNA
teknolojisiyle olusturulmus enzimler, deterjan, seker ve peynir tiiretiminde halen
kullanilmaktadir. Islenmis proteinler besin degerini arttirmak, tat ve koku vermek iizere
ek besinler olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar islenerek ya da tiimiiyle yeni
metabolik yollar icermek iizere donanarak, topraktan mineral ve petrol oziitlemek, yag
lekelerini ¢ikarmak, zararli ¢op ve lagim sularimi temizlemek icin kullanilmaktadir.
Kurakliga, soguga, kimyasallara ve hastaliklara direncli islenmis bitkilerle, tohum
verimliligi arttirnlmakta ve tarim ilaglarina olan gereksinim azaltilmaktadir. Bir
hiicreden tam bir c¢ekirdegin c¢ikarilmasi ve sonra ¢ekirdegi uzaklastirilmig bir yumurta
hiicresine aktarilmasiyla tam bir hayvan klonlamasi yapilabilmektedir. Bu teknolojinin
uzun vadede tiirlerimiz ve kiiresel ¢evre {izerindeki sonuglarin1 6ngérmek olasi degildir;

ancak hiicre metabolizmasi ve ekoloji bilgilerimizin siirekli gelismesi gerekmektedir.

2.13. Mikroorganizmalari Parcalama Yontemleri

Hiicre sivisinda dagilmis halde bulunan rekombinant proteinlerin ekstraksiyonu
konusundaki problemlerden dolayr bir¢ok yoOntem gelistirilmistir. Bu ydntemlerden

bazilan 6zel ekipmanlar gerektirmektedir (Ludmil ve Ark., 2002).

Hiicreleri parcalayarak fraksiyonlarina ayirma yontemleri, temelde hiicre sinirlarinin
cesitli fiziksel ya da kimyasal tekniklerle yok edilmesini kapsar. Hiicre elemanlarinin
iglevlerini kaybetmeden parcalanmasini saglayan cesitli teknikler gelistirilmistir. Bir
dokudaki ¢esitli hiicre tiplerini birbirinden ayirmak miimkiin oldugu gibi, hiicreler de
igslevleri bozulmadan organellerine ve/veya makromolekiillerine ayrilabilir. Eger
dikkatli bir uygulama yapilirsa niikleus, mitokondri, kloroplast gibi organeller oldukca

saglam durumda kalabilir.
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2.13.1. Sonikasyon

Insanin duyma smirinin iizerindeki frekanslarda (18 KHz iistii) ses dalgalar1 (ultrases,
ultrason) sivi bir ortamdaki hiicrelere uygulandiginda par¢alanmaya yol acar. Bu
uygulama siispansiyondaki su molekiillerinin kinetik enerjisini arttirir; basing
farkliliklar1 ¢ok sayida mikro hava kabarciklarinin olusmasina yol agar. Bu kabarciklar
hizla hareket edip bir siire sonra patlayarak yogun sok dalgalar yaratirlar. Patlama
sirasinda ses enerjisinin yogun parcalama enerjisine doniisiimiiyle ortamdaki hiicreler
(6zellikle bakteri hiicreleri) pargalanirlar. Bu amagla kullanilan aletler elektrik enerjisini
kesikli karakterde mekanik enerjiye cevirerek, titanyumdan yapilmis bir prob

yardimiyla ultrases dalgalarini soliisyon i¢indeki materyale iletir.

Laboratuar olgeginde diisiiniildiigiinde hiicre parcalama teknikleri icerisinde her ne
kadar sanayide kullanilmasi imkansiz da olsa en kullanishsi sonikasyondur (James ve

Ark., 1972).

Sonikasyonun son zamanlarda kullamim alanlar1 da artmaktadir. Ornek olarak: icme
sularinda dezenfektan olarak geleneksel olarak klor kullanilmaktadir. Fakat klor
kullanim1 kanserojen ve toksik yan iiriinlerin olusmasina sebebiyet verebileceginden
alternatif yontemlerin bulunmasini gerekli hale gelmis ve ultrason dalgalarinin bu islem

icin kullanim diisiiniilmeye baglanmistir (Mahvi ve Ark., 2005).

Artan tiiketici talebi nedeniyle, pastorizasyon ve sterilizasyona alternatif olabilecek,
gida icerigi ve toplam gida kalitesine etkisi az olan, yeni gida iiretim yontemleri Snem
kazanmaktadir. Ultrasound yontemi ya da sonikasyon gida endiistrisinde alternatif
teknolojilerden birisidir. Ultrasound prosesi heniiz baslangi¢ asamasini yasamaktadir,
endiistriyel capta teknoloji gelistirmek ve ultrasoundun gida ozellikleri iizerindeki
etkisini tam olarak aciklamak i¢in, pek ¢ok calisma yapilmas1 gerekmektedir (Delikara,

2006).

Mekanik yolla veya ultrasonikasyonla yapilan parcalama islemleri sirasinda siirtiinme

nedeniyle acgiga c¢ikan 1s1y1 yok etmek iizere genellikle uygun sekilde (kabi buz icinde
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tutarak, sivi azot yardimiyla vb.) sogutma yapilmasi gereklidir. Ultrasonikasyon
sirasinda mikroskobik baloncuklarin olusumu ve patlamasiyla olusan mekanik sok ile,
hiicredeki yapisal ve fonksiyonel komponentler parcalanmakta ve hiicrenin lizisine
neden olmaktadir. Mikroorganizma hiicrelerinden hiicresel materyal ekstraksiyonu icin,

ultrasoundla hiicre lizisi iyi bilinen bir laboratuar metodudur (Skauen, 1976).

2.13.2. Ozmotik sok

Hiicrelerin yiiksek ozmotik basingh bir ¢ozeltiden (6rnegin %20’lik sukroz) hipotonik
bir ortama (6rnegin su) gecirilmesi durumunda suyun hiicrelerin i¢ine girmesi zarlarda
patlamaya yol acar. Bu yontem hiicre duvan (hiicre ceperi) bulunmayan ya da yok

edilmis hiicreler i¢in uygundur.

2.13.3. Dondurma-Cozme:

Hiicrelerin ¢ok diisiik sicaklik derecelerinde (drnegin -20°C) tutulup sonra yeniden
1sitilarak ¢oziindiiriilmesi ve bu igslemin birkag kez tekrarlanmasi parcalanmaya yol acar.
Islemin temeli, donan su molekiillerinin hacminin genislemesi ve hiicrelerde olusan buz

kristallerinin hiicre zarina zarar vererek parcalanmay1 saglamasidir.

2.13.4. Coziiciilerin Kullanilmasi:

Bu uygulama prensibi hiicre zarindaki bilesiklerin ¢oziindiigii uygun bir coziicii
yardimiyla zar yapisinin eritilmesidir. Bu amagla kullanilan organik ¢éziiciiler (6rnegin
etil asetat, toluen vb.) zardaki lipidleri ¢6zerek yapiyr bozarlar. Deterjanlar (6rnegin
sodyum dodesil siilfat vb.) ise uygun pH kosullarinda zardaki protein ve lipoproteinlerle
etkilesime girerek onlar1 uzaklastirir. Bazik cozeltilerin (pH 11-12,5) uygulanmasi ise

hiicre duvarinin hidrolizine yol agar.
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2.13.5. Enzimlerin Kullanilmasi

Bu amacgla kullanilan litik enzimler 6zellikle mikroorganizmalar i¢in uygundur. Ornegin
en c¢ok kullanilan enzimlerden biri olan lizozim bakterilerin hiicre duvarindaki
peptidoglikan tabakasindaki beta-1,4-glikozidik baglar1 hidroliz etmektedir. Bu enzim
ozellikle gram pozitif bakteriler iizerinde etkilidir. Gram negatif hiicrelerin parcalanmasi
icin hiicrelerin bir siire EDTA uygulamasinda tutulmasi gerekir. EDTA lipopolisakkarit
molekiillerini birbirine baglayan Ca®* iyonlarinin ortamdan ¢ekilmesini saglamakta ve
boylece lizozimin igteki peptidoglikan tabakasina ulagmasim kolaylastirmaktadir.
Ayrica, tripsin, proteinaz K gibi proteazlar ve (maya hiicreleri i¢in) zimoliyaz da bu
amagla kullanilan enzimlerdir. Enzimatik islem genelde mekanik par¢alanmaya

dayanikli yapilar i¢in uygulanmaktadir.

2.13.6. Fransiz Basin¢ Hiicresi ( French Press)

Basing yardimiyla da hiicrelerin parcalanmasi miimkiindiir. Basimg¢ yardimiyla hiicre
parcalama aletlerinin baginda Fransiz basing hiicresi gelir. Bu alet, ¢elik silindir bir kap,
piston ve silindir {izerindeki basincin giderilmesi i¢in kullanilan bir vanadan olusur.
Sistem gerek bi¢imi gerekse calisma mekanizmasi agisindan biiyiik metal bir siringaya
benzer. Hiicre siispansiyonu silindirik kabin haznesine dokiildiikten sonra piston arada
hava kalmayacak sekilde takilir ve hidrolik basin¢ motoruyla siispansiyon iizerine
basing (yaklasik 10 ton/cm?) uygulamir. Basing istenilen degere ulastiginda vana biraz
acilir ve hiicre stispansiyonunun damla damla akmasi saglanir. Ani basing degisimi E.

coli hiicrelerinin parcalanmasina sebep olacaktir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Fransiz Presinin imalati

Fransiz presinin imalatina 6ncelikle i¢i bos silindirin imal edilmesiyle baslanmistir.

Bunun i¢in oncelikle malzemeler temin edilmistir.

Sekil 3.1. ici Bos Silindir (Ana Govde).

Temin edilen malzeme 3 metre uzunlugunda ve 7,5 cm capinda ici dolu bir silindirdir.
Bu silindirden ilk olarak 25 cm boyunda bir parca kesilmis ve bu parca islenmistir.
Icinde ¢ap1 28 mm olan bir deligin agilmasi tek taraftan miimkiin olmamistir. Bu yiizden
her iki taraftan matkapla delinerek delik agilmistir. Fakat tam ortada iki deligin birlestigi
yerde piiriizlii ylizeyler kalmistir. Bunun Onlenebilmesi icin mevcut deligin icine
hidrolik pres yardimiyla 28 mm ¢apinda celik bilye defalarca ¢akilmis ve sonunda delik
istenilen hale gelmistir. Hazirlanan bu ana gdvde deneme asamasinda fazla isinma
sebebiyle mekanik korozyona ugramis bu yiizden de i¢ kismindaki piiriizsiiz ylizey zarar
gormiistiir. Bu zarar neticesinde sizdirmazlik problemi olusmus hiicrelerin bir kismi
kaybedileceginden ve sistem icerisinde istenilen basin¢ elde edilemeyeceginden

deneylere ara verilerek Fransiz presi tekrar tasarlanmistir. Yeni tasarimda dis ¢ap1 40
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mm olan i¢i bos bir Cr-Ni boru alinmig bu boru igerisine uygun boyutlarda teflon
malzeme islenerek 1sitma sogutma yontemiyle baglanti yapilmistir.(Sekil 3.1) Diger

parcalar bu yeni govdeye gore tekrar islenmistir.

Bu islemden sonra i¢i bos silindirin altindaki tabla islenmistir. (Sekil 3.2.) Tablanin
silindirin icine gececegi kisminin capi silindirin ¢apindan 0.05 mm daha kiiciik
iglenmistir. Tablanin silindirin icine gecen kisminin boyu 4 cm’dir. Bu 4 cm’lik kismin
ucuna yakin yerine sizdirmazligin saglanabilmesi i¢in o-ring kanallar1 acilmistir. Son
olarak tablaya 2 adet delik acilmistir. Bu deliklerden biri metrik sisteme gore 6’lik olup
vananin ¢alismasi icindir. Diger delik ise asil basin¢landirilmig bakteri toplulugunun
cikacag deliktir. Tki deligin kesistigi noktada bir adet 5,5-6,0 mm c¢apinda celik bilye
bulunmaktadir. Vida sikildiginda bilye iki deligin kesistigi noktay1 tikayacak boylece
bakteriler disan c¢ikamayacak ve sistem piston yardimiyla basinclandirilabilecektir.
Istenilen basing degerine ulasildiginda ise vida yavasca acilacak, boylece bilye yuvayi

yavag yavas acacak ve parcalanmig bakteriler damla damla akmaya baslayacaktir

Sekil 3.2. ici bos silindirin altindaki tabla.

Son olarak ici bos silindirin i¢inde calisacak pistonun iglenmesine gelinmistir. Bu piston
da silindirin icine rahat girsin diye silindirin i¢indeki deligin capindan 0.05 mm daha
dar islenmistir. Daha sonra aynen silindir alt1 tablada oldugu gibi pistonun da ucuna
sizdirmazhi@in saglanabilmesi i¢in Oring kanali acilmistir. Tek oring sizdirmazligi
saglayamadigindan ve milin salimm yapmasindan dolayr 2 adet oring kanali daha

acilmistir. (Sekil 3.3.)
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Sekil 3.3. ici bos silindirin i¢inde calisacak piston

Sekil 3.4. Fransiz Presini Olusturan 3 Ana Parcanin Bir Arada Goriiniimii.

French presi olusturan 3 ana par¢anin fotografi yukaridadir. (Sekil 3.4) Fakat presleme
islemi icin gerekli olan hidrolik pres ve metal kasanin birbirine montaji yapildiktan

sonra bu 3 parca anlam kazanmistir. (Sekil 3.5)

Bu parcalarin tamami Cr-Ni malzemeden imal edildiginden herhangi bir paslanma,
asinma ve korozyon olayr meydana gelmeyecektir. Buna ragmen olasi bir asinma

riskine karsi i¢i bos silindirin icine teflon malzeme kaplanmistir. Ciinkii bu parcalardan



31

elde edilmesi, islenmesi en zor olan parca ici bos silindirdir. Eger herhangi bir aginma

olursa icerisindeki teflon kaplama sokiiliip yerine kolaylikla yenisi monte edilebilir.

Sekil 3.5. Fransiz Presinin Son Hali



4. BULGULAR

Deney sonuglarinin degerlendirilmesi asamasinda absorbans degerindeki degisiklikten
yola ¢ikarak parcalanan bakteri yiizdesi bulunmaya calisilmistir. Absorbans degerlerinin
oran1 bakterilerin parcalanma oranini vermektedir. Hesaplamalar bu kabul iizerinden
yapilmistir. ODggonm’de absorbans degerinin 1 olmasi ortamda 8x10% tane bakteri
oldugunun gostergesidir. Asagida Fransiz basing hiicresinin hiicre parcalama yiizdesi

verilmistir.

Cizelge 4.1. Fransiz Presinde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayist Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Orani ( % )
Baslangic 1,514 0

1 1,257 17

2 1,178 22

3 1,131 25

4 1,015 33

5 0,908 40

Cizelge 4.1.’den de anlasilacag1 iizere Fransiz presi 5 geciste %40 parcalanma
saglamistir. Asagida yine Fransiz basing hiicresi kullamilarak elde edilen deney

sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.2. Fransiz Presinde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Orani ( % )
Baslangic 0,767 0

1 0,655 15

2 0,588 23

3 0,530 31
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Cizelge 4.2.°den de anlasilacagi iizere Fransiz presi 3 geciste %31 parcalanma

saglamistir.

Cizelge 4.3’de Sonikatorde her seferinde 5X3=15 sn ve ampl = %50 degerindeki

gecislerden sonra elde edilen hiicre pargalama yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 4.3. Sonikatorde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Orani ( % )
Baslangic 0,677 0

1 0,671 1

2 0,644 5

3 0,606 10

4 0,598 12

5 0,545 19

Tablo 4.3.’den de anlasilacag: iizere sonikatorde 5 gecis sonunda %19 parcalanma elde

edilmistir. Fransiz presinde bir bagka denemede ise asagidaki sonuglar alinmistir.

Cizelge 4.4. Fransiz Presinde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Orani ( % )
Baslangic 0,839 0

1 0,549 35

2 0,422 50

3 0,400 52

Cizelge 4.4’de de goriildiigli gibi Fransiz presinde 3 gegiste %52 parcalanma
gerceklesmistir. Bu deneyde diger deneylerden daha iyi sonug alindig1 gbzlemlenmistir.

Bunun en dnemli sebebi Fransiz basing hiicresinde istenilen basincin elde edilebilmis
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olmasidir. Asagida sonikator sistemi kullanilarak yapilan bir baska deneyin sonuglari

yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Sonikatorde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Orani ( % )
Baslangic 0,863 0

1 0,809 6

2 0,763 12

3 0,702 19

Cizelge 4.5’den de anlasildigi gibi sonikatorde 3 geciste %19’luk bir hiicre parcalama

saglanmistir.

Asagidaki deneyde yine Fransiz basing hiicresi kullanilarak hiicre pargalama islemi

sonunda alinan sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.6. Fransiz Presinde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) Pargalanma Orant ( %)
Baslangic 0,777 0

1 0,600 23

2 0,570 27

3 0,441 43

Cizelge 4.6’dan da anlasilacagi iizere Fransiz presinde 3 geciste %43’liikk

parcalama basarisi elde edilmistir.

hiicre

Son deney ise sonikatdr kullanilarak ve gegis sayisimi arttirarak hiicrelerin ne kadar

parcalanabilecegini gormek icin yapilmis ve asagidaki veriler elde edilmistir.
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Cizelge 4.7. Sonikatorde Hiicre Parcalama Denemesi

Gegis Sayisi Optik Densite( 600 nm) | Parcalanma Oran ( % )
Baslangic 0,810 0
1 0,758 6
2 0,726 10
3 0,688 15
4 0,661 18
5 0,642 21
6 0,615 24
7 0,599 26
8 0,576 29
9 0,562 31
10 0,546 33

Cizelge 4.7°den de anlagilacag lizere Sonikatérde 10 gecis sonrasinda %33’liik bir
hiicre parcalama becerisi elde edilmistir. Bu deger Fransiz basing hiicresi kullanilarak

tek geciste elde edilen pargalanma yiizdesine ancak ulagmistir.



5. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz Fransiz presinden alinan sonuglar itibariyle degerlendirme
yapilacak olursa sisteminin ¢aligmis olmas1 umut vermektedir. Fakat Fransiz presindeki
sizdirmazlik problemleri de hala devam etmektedir. Bu sizdirmazlik probleminin
coOziilmesi i¢in kullanilan o-ringlerin yerine sadece bu sistem i¢in tasarlanmis 6zel o-

ringler kullanilabilir.

Sonikatorde sadece az bir miktar ¢ozeltiyle calisilabilirken Fransiz presinin bir avantaji
da 100 ml’ye kadar c¢ozeltileri kolaylikla tek seferde parcalayabilmesidir. Fakat,
sonikator sistemindeki 1sitnma problemi Fransiz presi i¢in de giindeme gelmistir. Istnma
probleminin giderilmesi sistemin performansini arttiracaktir. Bu yiizden sonikator
sisteminde kullanilan buz i¢inde parcalama yontemi Fransiz presi icin de diisiiniilebilir.
Fransiz presi ile hiicre parcalama islemi sonikatdre gore daha uzun zaman almaktadir.
Eger sizdirmazlik problemleri giderilirse bir gegiste en az %50 oraninda hiicre
parcalama islemi gerceklesecegi disiiniilmektedir. Bu da Fransiz presinin daha

kullanigh olmasi anlamina gelecektir.
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