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1. GIRIS
1. 1. TERMOFiL BAKTERI!LER UZERINE GENEL BilLGILER

Sicakli1k organizmalar icin en dnemli cevre Ffaktérlerinden
pirisidir. Canli organizmalarin uremeleri ve yaéamsal faaliyetlerini
yerine getirmelerinde sicakligin bidyidk bir etkisi wvardir. Her
grganizma yasamsal faaliyetlerini belirli sicakliklarda siirdiirdr. Bu
faaliyetlerin sdrdiridldigld en disik sicaklik derecesine minimum, en
yiilksegine maksimum sicaklik denir. Bu her iki ug¢ sicaklik derecesinde
organizma normal gelisemez. Ancak faaliyetlerini normal sdrdirdikleri
bu iki ug¢ arasinda optimum bir sicaklik derecesi vardir. Her
organizmanin optimum sicaklik degeri digerlerinden farklidir(1l). 50
°C?1lik bir sicaklik cok hiicreli hayvanlar veya bitkiler icin
kritik seviyede  vyilksek olmasina ragmen, bazi organizmalar icin bu
sicaklik duasidktir{(2.3).

Son yillarda vyasamin en lst sicaklik derecesinin ne oldudqu
sorusu bilim adamlarinin c¢oézdm bulmaya calistigyr konulardan biri
haline gelmistir.

Baza gruplarin biylmeleri igcin vyaklasik en st

Sicaklik sinirlari tablo (1.1) de gidrildigi gibidir(4.5).
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Tablo (1.1). Bazi gruplarin bilyidyebildikleri vyaklasik en (st

sicaklik sinirlarai.

GRUP SICAKLIK (°C )
HAYVANLAR

Baliklar ve diger sucul omurgalllar................. 38°C
BOCERTOY . wiaali b §v v ade &6 o o ore R R B e e e e § g5°C - 50°C
HATEICTL AT, el 5k 5 U aTE R 7605 B Bttt B B R B S 5 8 e SR o e B 49°C - 50°C
BITKILER

EEmards DI ERILEY o v v vewees 5 el B3 SbEhrse & © SSPEas = v 45 °C

KEITE VOSSN asa 5 w % cpmpes ¥ % mehem § ¥ 5 AEees & & SRETaE o i s50°¢C

OKARYOT MIKROORGANIZMALAR

ProfoZoa: 5 5 5 i 0%/5s 5 5 6kt a6 6annres e b owmans s b & st o o & - S6°C
RIFLEIC o o n ww i b HE T B B G T & v e BT © T EAe s B 5 e i o i 585°C — 60"
MEBEAXLET S & » vuscms wew o 4% b SITA0 6 B AE R T & 5 STET o % SR 8 @ 60°C = 82°C

PROKARYOT MIKROORGANIZMALAR

MEZT FEEEY GTGEEE: & v cusie iesiiesivime s s I iee 5 8 8 R s i 7078 = 7ZaE
FPotogentet ik BARLEET LOF: o vwie s wivs wamaineioss v es s e i zo°c - 723°C
Komol ITotrofll Daklterdlor ceivs ik sis s s s s assie e s s ommmd > 100°C

Hatarotrofilk BalbelZ Ler, « oo pe e s et e s omame o e > T06G°C
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Yiiksek sicakliklarda vyasayan mikroorganizmalarin dogal
cevrelari kaplicalardir. Sicak kaplicalarain pH'sl 1 ile ? arasin-—
da deQisir. Hepsi olmasa bile bircok sicak kaplica H2S5 ihtiva
eder. Yeryilzinde ender bulunan arsenik, florir ve altin gibi
elementlerin cogu kaplicada farkli konsantrasyonlarda bulunurlar.
Bir cok kaplica yliksek oranda radyoaktivite icerir. Fakat
bazilarinin icerdigi radyoaktivite yeryizi sularindakinden pek
fazla degildir. Bazi kaplicalar silikat, bazilari CaCOz ve
bazilari da elementel sllfur igerirler. Yiksek sicakliklardaki
yasamin idzerinde; pH, tuzluluk, besin niteligi ve miktari, suyun
hidrostatik basinci ve 1sik yogunlugu gibi cevre +faktorlerinin
etkisi wvardir. Mikroorganizmalardan bakterileri aoptimal
treme sicakliklarina gire Ug¢ grupta toplayabiliriz(é).
1. Psikrofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 0° ile 20 *°C
arasinda iyi biylrler. 30 °C’npin dzerindeki sicakliklarda dlmeye
baslarlar. Bu bakteriler daha c¢ok buzdolaplari, soguk hava
depolari, soguk tineller gibi bilhassa et wve hayvansal lriunlerin
muhafaza edildigi ortamlarda lrerler.
2. Mezofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 20° ile 45°C
arasinda yagamlarini sdrddrirler. Insanlarda ve evcil hayvanlarda
en ¢ok hastalik etkisi olusturan bakterilerdir. Bu grubun optimum
ireme sicakliklar:i 25°C ile 37°C arasinda de@isir.
3. Termofil Bakteriler: Blaylmeleri icin yuksek sicakliga
gereksinim gidsteren bakterilerdir. 45°C ile 460°C arasinda yasam-—

sal Ffaaliyetlerini sirdurirler. Fakililtatif termofiller olarak
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adlandirilan bazi bakteri tdrlerinin blylme sinirlari mezofil
porganizmalarin sicaklik sinirlarina yaklasabilir. Diger taraftan
pu grupta oyle organizmalar vardir ki en iyi gelistikleri
sicaklik dereceleri &0°C'nin Uzerindedir. Bunlara mutlak
termofiller adi verilir. Ornegin, sicak kaplicalarda 79°C’ de
normal bir bilylime gdsteren Thermus aquaticus bakterisi mutlak
termofil bir mikroorganizmadir.

Bazi kaplicalarda yasayan mikroorganizmalarin yasami 1igin
en uUst sicaklik icinde vasadiklari sicaklik degildir. Bu sicaklik
onlarin bidyilime ve gelismeleri icin gerekli olan optimum sicakliga
yakindir. Yine bazi kaplicalarda yapilan arastirmalar sonucunda
suyun kaynama noktasinin Uzerindeki sicakliklarda bile baza
bakterilerin yagadiklari tespit edilmistir(7). Biltin bakterilar
hiucresel bilesenlerin dontsiumi, hicre ig¢i iyonik denge
ve pH’nln korunmasi gibi baslica islemler igin enerjiye
gereksinim duyarlar. Bu enerjiyi nasil elde ettikleri konusunda
termofil bakterileri ele alacak olursak, kullandiklari enerji
kaynaklarina gdre farkliliklar gésterirler. UOrnegin enerjilerini
glinesten alan "Fotosentetik termofil bakteriler" ve enerjilerini
biyokimyasal reaksiyonlardan karsilayan “"Kemosentetik termofil
bakteriler" gibi.

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

karbonmonoksit ve inorganik (Ho ve S°) maddeleridir(7).
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Diger vyasam formlarinin o&olumine yol acan bu son derece
Yukgek sicakliklarda termofil bakterilerin nasil vyasadiklar:
gorusuna yiuksek sicakliklarda bakterilerin biyomolekiillerin
dayanikligi temel alinarak yapilan incelemelerle cevap verilebi-
1irs

Termofil bakterilerde ©6&nemli biyomolekiillerin analizi
yaplldlglnda proteinlerinde, niikleik asitlerinde ve lipitlerinde
detaya inildiginde vyapisal farkliliklar belirlenmistir. Mutlak
termofil bakterilerin membran lipitleri, mezofillerinkinden daha
doymus diz zincirli yag asitleri ihtiva eder. Bu olgu membranin
aliskanligina saglayip termofil bakterilerin daha yviiksek
sicakliklarda yasamasina yardimci olur (5,7,8). Termofil
bakterilerin nikleik asitleri termal dayanikligi sagla-
mada kalitimsal bir yapiya sahiptir. Ornegin, mezofillerden ve
termofillerden elde edilen niikleik asitlerin Guanin, Sitozin kap-
saml dnemli bir gsekilde farkliliklar gisterir(2.10).

Ayrica termofillerin t—-RNA’lari termal dayanikliga sahip
olmak igin ilging bir yapi kazanmmistir. Urnegin, Thermus tirle-—
rindeki t-RNA’nin termofilik kosullara adaptasyonundan sorumlu
6zgiin baz c¢iftleri daha fazla miktarda Guanin, Sitozin bazlar:
ihtiva eder. Guanin, Sitozin oraninin fazlalig: hidrojen
baglarinin da fazlalasmasina ve dolayisi ile artan sicakliklara

daha dayanikli bir yapi kazanmmalarina neden olur (10,11).
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Termofil bakterilerin dayanikli enzimleri detayli bir
gaekilde incelenmistir. Bir proteinin yapisinda tek bir amino
asidin degismesi proteinin sicakliga dayanikliligini degistirebi-
1iri1).

Ornegin Colesteridium”den elde edilen sa? ferrodoksilerin
yapisl incelendiginde, cok sayida bazik amino asitlere rastlan-—
mistir. Bu durum proteinin icerisinde daha fazla iyonik baglarin
glusmasinl safglamakta ve bu sayede protein sicakliga dayanikl:
hale gelmektedir. Ayrica mezofil ve termofil Bacillus
tdrlerinden saflastirilan laktat dehidrojenaz @nziminin
aktif bdlgesinde Arginin ve Lizin gibi polar aminoasitlerin
saylsl karsilastirildiginda, termofil bakterilerde bu amino
asitlerin sayisinda bir fazlalik oldugu gorilmistir. Bu da
molekidllerin ig tarafinda hidrojen ve iyonik baglarin
etkilesiminin fazla olmasina ve dolayisiyla termal
dayanikligin artmasina neden olur(il).

Yilksek sicakliklarda vasamin ve essiz makromolekiil
bzelliklerinin bir sonucu olarak termofil bakteriler, fiziksel ve
kimyasal olarak dayanikli enzimlere sahiptir. Bunun icin son
yillarda termofil bakterilerin enzimleri, enzim teknolojisinde,
(Gen MlUhendisliginde) sikca kullanilmaya baslanmigtir(3).

Ornegin, mezofillerden elde edilen DNA polimeraz enzimi
(bu enzim DNA sentezini gerceklestirmektedir) yiliksek sicaklik-
larda yeterince islev girmeyisi nedeniyle,Thermus aquaticus’ dan
saflastirilan sicakliga dayanikli DNA polimeraz enzimi

kullanilarak daha basarili sonuglar elde edilmistir(iO). Atik
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maddﬂleri” degerlendirilmesinde yakit Ulretiminde , komlrden gaz
eldegiﬂdE, biyopolimerlerin enzimatik hidrolizinde ve disik
rEzervlerden termofilik asidofillerle metallerin ekstraksiyonu,
gibi yveni uygulamalar termofil bakterilerin biyoteknolaji
alanlarinda kullanimini kaginilmaz k11m15t1r(5.7).

Cesitli termofil bakterilerin tilrleri sayesinde odun seli-
jozdan etanol dretimi gerceklestirilmektedir. Bazi termofil
metanojen bakteriler de higbir organik besine gereksinim
duymadan hiicresel bilegenlerini CO2 ve Hy den sentezleyehilmekte-—

dir(12.13).
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1. 2- MIKRODALGA VE MIKRODALGANIN MIKROORGAN1ZMALAR
UZERINDEKI ETK15t1
Dalga boyu (0.1 - 107 em) arasini kapsayan mikrodalga ve

radyo dalgalari her zaman atom veya molekil dizeyinde bir enerji
galinmasl sonucu meydana gelmezler. Mikrudalg#lar; bir iletken
uzerinden siddeti wve ydnu zamana bagli: olarak degisen bir
elektrik akimi gecirilmesi ve béylece elektrik - manyetik alanin
periyudik olarak degisime ugramasi sonucunda olusurlar. Bu
esnada, periyodik bir kuvvet etkisinde kalan kati, sivi ve gaz
ortamlardaki molekiller, alan degisimlerine ve ortamin yapisina
bagli olarak belirli ydnelme hareketlerinde bulunurlar. Ortamin
dielektrik sabiti (€) ve Kkirilma indisi (n), molekillerin alan
icindeki yonelme dereceleri ile yakindan 1ilgilidir. Kuramsal
olarak dalga boyunun blUylk olmasi kosulu ilej;
B R V& i oo s i i i ihmy 33

o0ldugu saptanmistair.

Mikrodalgalarin ve radyo dalgalarinin elektromanyetik tay+f
icinde kapsadiklara bélgeler sekil (1.1)7de goridlmektedir.

Dalga boylari 1mm 1ile 1m arasindaki elektromanyetik
dalgalara "Mikrodalgalar" denilmektedir. Mikrodalga elde
edilmesinde manyetron ve klistron lambalarindan yararlanilir.Bu
dalgalarin dzellikle kati cisimlerin molekiil yapilarinin
belirtilmesinde, radar ve radyo iletisiminde genis kullanmim alani

bulduklar:i belirtilmektedir (14) Sekil (2.1).
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Sekil (1.1). Elektromanyetik spektrum

Ondokuzuncu vyidzyilda kesfedilen ve o ginden gundmize

kadar, dzellikle 1kinci Dinya ©Savasi sirasinda radyo ve

radar frekanslarinda kullanilan, daha sonra tipta,
haberlesmede, endiistride ve askeri alanda genis kullanim
alani bulan mikrodalgalar ve bunlardan yararlanilarak

gelistirilen aletler evlerimizde kullanilmakta ve gunlik
Yasantimizin bir parcasini olusturmaktadir. GlnUimlzde evlerdea
kullanilan mikrodalga firinlar, el telsizleri bu

araglara birer arnek olarak gosterilebilirler (15.164).
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Mikrodalgalar elektromanyetik spektruma giren enerji
tarlerindan biridir.Yilksek frekansli 1sinlar olup,elektromanyetik
Epektrumun iyonlasmayan kisminda vyer alirlar. Bu dalgalarin
dalga boylari, frekanslari ve enerjileri farklidir.

Mikrodalgalar organizmadan herhangi bir agri, 5121
uyand1rmadan gecerler. Bir maddeden mikrodalgalarin gecmesi
durumuna enerji,

B = 1I%2 R L zinpisascnsspirmane aaneemilsZ)
joule bagintisi geregince 1s1 enerjisine dinidslr ve sdz konusu
madde 1sinir (17).

Mikrodalgalarin biyolojik etkilerini termal ve termal
olmayan etkiler olmak uzere iki grupta incelemek
mumkiundir. Termal etkilerin olusmasi igin 10 mW/em2
yogunlugunda, hicresel ve biyokimyasal dizeydeki degisikliklerin
olusmasi icinde 1 mW/cm? yagunlugunda bir 1sinlamaya
gereksinim vardir (18).

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

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

hidrojen baglarinin kopmasina ve tek DNA zincirlerinin
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k1r11ma51na yol acabilecegini savundular. Bu baz ¢ifti vyer
dagistirmesi, ilavesi veya cikarilmasi gibi DNA’nin vyapisindaki
degismeler, dolayisiyla mRNA’da yanlis gevirilmeler sonucu farkla
prntEin sentezlenmesine neden olabilir(19.24).

Mikrodalgalarin kisa uygulamalari snnuéu, DNA’da kismi
kirilmalara yol acabilirken uzun sureli uygulamalar ise
grganizmayi Gldirebilen {(onarilmasi mimkin olmayan) DNA® da
yikimlara yol acabilir. (19.23)

8 va 14 saniyelik mikrodalga (2450 MHz) uygulamasi ile yik-
sek mutasyon hizlarina ulasildig: saptanmistir. 15 saniyeden daha
uzun slreli uygulamalarinda bakteri hicrelerinin dliminde belir—
gin bir artis gizlenmislerdir(12).

Mikrodalga +firinlar kimyasal baglari koparmaksizin ylzey-—
s2l 1sinmaya neden olan enerji iceren ve 12 cm dalga boyu ile
2450 MHz veya 915 MHz frekansli dalgalar idrettigi schiffman ta-

rafindan bulunmustur.

Mikrodalgalar enerji formundadirlar, i1si formunda degil-
dirler. Mikrodalgalar yiyecek Ulrinlerindeki yaglar veya su gibi
materyallerle etkilestiginde 1s1 meydana getirir (26).

Mikrodalganin,iyonlarin hizlanmasina ve diger molekdllerle
Carpismasina neden olmasi veya dipol yapidaki molekidllerin hizli
degisen elektriksel alanda (915 veya 2450 Milyon kere/sn) dénme—
lerine ve belli bir diizene gbére dizilmeleri nedeniyle 1s1 dreti-
mi saglanmis olur. Isitilmis maddelerdeki bu hareketi cok etkili

ve hizli bir i1sinma olusturur. Yiyecekler normal isinma zamanla-
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i dértte birinde veya daha az bir zamanda 1sitilabilir. (26.-
ran

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

craven Ve Lillard; mikrodalga firinindaki dalga ciftlerinin neden
o1 dugy diizensiz 1s1 dagilimini aciklayamamiglardir(29).

Bakteriler lzerine mikrodalga i1sinlamasinin etkisi 192307
lerden dnce diizensiz olarak calisilmistir. Ingram ve Fage; bakte-
riyofai Tas tatdn mozaik wviridsd (TMV), E.cpli ve Saccharomyces
cerevisi’ yil yidksek voltaj alanlarinda, 20 MHz veya 10 MHz’de 12
dakika 1sinlandiginda olasi plaka formunda veya bitki lezyonla-
rinda hic bir etki gizleyememistir (30).

Dalaney ve arkadaslarinin Aspergillus niger ve Bacillus
stearothermophilus sporlarinin disk, kagit serit Uzerinde,Krema,
sukroz, kuru sit, fizyolojik serum ve distile su gibi farkli or-
tamlarda 1sinlamaya tabii tuttu. Sonuclar kuru kagit seritin lze-
rinde 1i1ginlanan bakterilerin yiiksek bir yagayabilirlilik sansina
sahip olduklarini gisterdi.

2450 MHz 1sinlamanin B. Stearothermophilus dzerinde zararla
bir etkisinin olmadigini, fakat Aspergillus niger’de hiicresel
tahribata neden oldugu gérilmistiir.

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

bilingn 1si1tma yontemlerinden anlamli oranlarda farkli olmadigini

belirtmislerdir(31).
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Dreyfuss’te yaptigi caligmada B. subtilis,E. coli, 8.auresus
ve galmonella enteritidis” in liyoflize klUltlrlerinin mikrodalga
;ginlamasinda etkilenmedigini gézlemlemislerdir (32). Dreyfuss ve
arkadaslarx, E.coli, B.cereus, S.aureus ve 8. enteritidis kdltir-
jerini bir mikrodalga firininda (2450 MHz) mikrodalga 1isinlamaya
tabii tuttular ve hayatta kalan bakterileri incelediklerinde bi-
linen i1sitma sistemlerinin uygulanmasi ile mikrodalganin Kkargi-
jastirilmasinda genellikle ayni sonuclari elde etmiglerdir. Yani
hem mikrodalga uygulamasi ile hemde, 1si1tma sistamleri sonucu
canli1 bakteri sayisini yaklasik esit oldugu gézlenmistir (33).

Webb de vyaptigar bir calismada mikrodalga i1sinlamasinda
(54, 71 ve 73 GHz) sonra 5 dk araliklarla dlcim yapildiginda
hicrelerin blyylmesinin azaldigi ve protein sentezi ile DNA sen-
tezinin azaldigi fakat 71 ve 129 GHz arasindaki frekanslarda RNA
sentezinin arttigini bildirmigtir(34).

Dreyfuss ve arkadaslari tarafindan Staphylococcus auraus
hicreleri (zerine Bldirici mikrodalga 1sinlamasinin bir kismim
belirlemek igin bir calisma yapilmistir(35). Bu calismada kultir-—
ler 10, 20, 30 ve 40 sn’ ye siire ile mikrodalga radyasyonuna bi-
rakilmis ve gelisi gizel 1sitma uygulamasinin etkileri, mikrodal-
94 1sinlamasina maruz birakilan kiltirlerde bulunana esdeger si1-
Cakliga ulasmak icin gereken silrede, kiltir iceren siseler bir
kaynar su banyosuna konularak karsilastirilmistir.Kontraol, mikro-
dalga uygulamasi vyapilan ve gelisi giizel 1sitma ile uygulama
Yapilan kiiltiirler santriflslenmis pelletler distile suda yeniden

Slispanse edilmis ve sonucta elde edilen slspansiyonlar bir Fran—
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; basing hilcresinden gecirilmistir.Hicre lizatlari ve duvarlari
51

sonra izole edilerek enzimatik aktivite ihtiva c¢alismalar:

daha
yapllmlstxr.Malat, % = Ketoglutarat dehidrogenaz, sitokrom
oksidaz ve stoplazmik adenozin trifosfataz aktivitesi mikrodalga

uygulamasi vapilan hicrelerde, kontrol hiicresindekinden daha
yuksek oldugunu tespit etmiglerdir. Hicreler mikrodalga
;sinlamasina maruz birakildiklarinda membran adenozin trifosfatoz
alkalin fosfataz ve laktat dehidrogenaz aktivitelerinin mikrodal-
ga isinlamasina tabii tutulan hicrelerde distugdni
gozlemislerdir.

Gelisi guzel 1sitilan hiicrelerde,Glikoz—4&—fosfat dehidrojenaz
malat dehidrojenaz ve stoplazmik adenoczin trifosfat
aktivitelerinin yikseldigini, x—Ketoglutarat ve laktat
dehidrojenaz aktivitelerinin distugunid , Alkolldn fosfataz
aktivitesinin ise etkilenmedigini tayin etmiglerdir. Hicreler 10
ve 20 sn mikrodalga 1sinlamasina maruz birakildiklarinda,
termonikleaz aktivitesinin diizeyinde artis gizlendigi
belirtmektedir. sonucta mikrodalga S.aureus’a etki etmekte, ancak
bu sadece termal etkiyle olmamaktaydi.

Mikroorganizmalarin G6lim nedeninin mikrodalga radrasyonu
tarafindan meydana getirilen 1s1 mi1 yoksa mikrodalga radrasyonumu
bu konuda énemli anlasmazliklar vardir. Mikrodalga radrasyonuna
tabii tutulan mikroorganizmalarin, termal 6lim noktasina ulasil-

diginda lUremelerinde azalmalar girldlmistir (34).
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pir ¢ok arastirici tarafindan, mikrodalga radrasyonunun
Btkisgnin tarmal oldugu tespit edilmistir (30,346,37,38). Uzat
glafak’ mikrodalga radrasyonu ile ilgili mikrobiyolojik
callﬁmalarda su sonuglar elde edilmistir.
1. Termal etkilerden mikrodalga etkilerinin ayird etme
Yetef'EiZI igi.
2, Sicaklik nea olursa olsun mikrodalga etkilerinin
jgpat edilememesi.
3. Mikrodalga ile termal ve termal olmayan etkilerin

gézleme glcligi(3I?).
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1. 3 CALISMANIN AMACI
Mikrodalganin termal olmayan etkileri sonucu, mitagenez
(anularda mutasyon yapis), Kataraktogenez (gbzde perde vyapis),
Tetratogenez ({Anormal cocuk dogusuna yol acis), Davranis
bnzuk1uk1arz, Niro—endokrin ve hormaonal degisiklikler, prenatal
peyinde gelisme geriligi, Kanbeyin bariyerinde disls, Hemopoetik
cistem degisiklikleri (Fe metabolizma bozukluklari), Kromozomal
anormali gibi rahatsizliklarin ortaya c¢ikabilecegi vyaklasik 40
yildir bilinmekte ve bu konuda bazi arastirmalar yapilmaktadir.
Tablonun korkung olmasi ve bu hastaliklarin mikrodalga risk grubu
icindeki insanlarda gorilmesi bizi bu calismaya yineltmistir.
Caligmalarimizin amacini, literatir bilgisi 1s1g1nda
mikrodalganin érnek olarak secilen termotoleran B.subtilis ile
mezofil E.coli Kjo susu Uzerindeki etkisini g¢ézinidr plazma

protein miktarlara ve elektroforez profillerinin

incelenmesi olusturmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1_EIYDLDJIK MATERYAL
Calismalaramizda Cermik Belkishatun termal kaplicasi

uapﬂtaj havuzundan soyutlayarak teshis ettigimiz B.subtilis
‘40,41) ve Ankara Hifzisihha Enstitiisinden temin edilen E.coli
K12 susu kullanildi. B. subtilis”in teshis islemlerinde uygulanan
testler asafida verilmigtir.
2.1.1 Bakteri hicrelerinin dlcillmasi

Mikroskopta inceleyecegimiz canli veya cansiz maddenin
poyutlarini almak mimklndir. Bu islem icin objektif mikrometresi
ve okilller mikrometresi kullanilir. okilller mikrometresinde S mm
lik bir uzunluk elliye bdllinmis olup, okiller icine
yerlestirilir. Okiiller mikrometrenin taksimat degeri mikroskopun
kullanilan blyltmesine gbre degistigi icin, kullanilacak objektif
mikrometre taksimatlarina gire hesaplamalar vyapilir. Objektif
mikrometresinde genellikle 1 mm ylze bélunmistir. Yani her bir
aralik 1/100 mm dir. Unce bir objektif mikrometre taksimatinin
kac okiiller mikrometre taksimatina karsilik oldugu bulunur. Bun-
dan yararlanarak da okiiller mikrometresinde bakterinin boyutlari
tayin edilir(41).
2.1.2. Gram reaksiyon

Steril 6ze 1ile alinan bakteri ornegi bir damla steril
Fizyolojik serum ile lamin dzerinde iyice vyayllir. Havada
kUFutulup, alev ile tespit edilir. Daha sonra jansiyon moru (2 dk
Slre ile)birakilir.Cesme suyu ile yikanir, 1 dk sire lugol birak-

lir, Cesme suyu ile yikamir.Etil alkel (1/2 dk sire
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iB8
i1e)b1rak111r' Saf su ile yikanir ve havada kurumaya birakilir.
Kurud“ktan sonra mikroskopta preparat incelenir. Gram(+)
Dakteriler mor, Gram(-) bakteriler ise pembe boyanir(41).

2,103 Hemoliz
Kanli besiyerine yapilan ekimin 37°C’de lé.saatlik inkibas-
yondan sonra Uremenin oldugu bidlgelerde kanin kKirmizi renginin
gariya dinlsmesi halinde hemoliz pozitif, kanin rengi degismez
ice hemoliz negatiftir(41).
2.1.4. Hareket
Belli bir dizeye kadar hareket besiyeri ile doldurulmus
bir tlUp icerisinde daha kiglk capli bir cam boru vyerlestirilir.
pir igne oze ile dikkatli bir sekilde cam borunun igindeki besi-—
varine ekim yapilarak 37°C de 18 saatlik inkilibasyona birakilair.
Cam borunun disindaki besiyerinde iremenin olmas: Uzerinde
calisilan mikroorganizmanin Uremenin olmasi Uzerinde calisilan

mikroorganizmanin hareketli oldugunu gisterir ve test pozitiftir

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

Sekil (2.1);Hareket besiyeri icin tiip.
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1.5 Spor olusturma

2

Bakteri odnce kati Nutrient Broth besiyerinde maksimum
< reme sicakliginin 3-5°C dzerinde uUretilir. 2 gin inkiibasyondan
u

gonra optimal {reme sicakligina getirilir. Efer bakteri Ilrerse
spor olusturuyor,iiremezse spor olusturmuyor denir(41).
2.1.6- Nisasta hidrolizi

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

Kazein katkili NB besiyerine ekim yapilir. 37°C’de 3 glnluk
inkibasyondan sonra besiyerine “Z1’lik HCl katilair. 5 dakika bek-
letilir. Daha sonra HC1 dokulir. Isikli bir sahada inceleme
yapilir. Eger kazein peptitlere veya kazeinazin etkisiyle hidro-
lizlenmigse kiltirin cevresinde aydinlik bir bélge gdrilecektir.
Hidrolizlenmemis bolge ciktiiriilen proteinlerden dolayi donuk ol-
acaktir (42).
2.1.8. Jelatin Hidrolizi

Jelatin katkili NB besiyerine ekim vyapilir. 37°C’de 3
9lnliik inkilbasyondan sonra besiyerine HCl. HgClo(5 dk) katilir.
Daha sonra reaktif dékiiliir. Bakteri jelatinaz salgilamis ise kil-
tir beyazimsi bir renk alir. Donuk bir renk gdrdlirse Jjelatinaz

Salgilanmadiginin bir géstergesidir (42).
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1.9 Katalaz dretimi

2

%2371k Ho02 katkili Nutrient agara ekim yapilip, 37°C de
3 gunlﬂk inkibasyon sonunda eger mikroorganizma Ho0z'yi su ve
okﬁije”e parcalayan katalaz enzimi salgiliyor .ise besiyerinde
hava kabarciklarinin olusmasina neden olacaktir. Bu durumda
uygulaﬂan test lzerinde calisilan mikroorganizma 1ig¢in katalaz
pgzitif seklinde degerlendirilir (42).
2.1.10 Lipaz dretimi

Yagli agar besiverine ekim yapilir. 3I7°C'de 3 glnldk
inkibasyondan sonra yagli agar Uzerine CuBS047in sudaki doygun
cozeltisi ilave edilir.13 dk bekletilir.CuS04’tin fazlasi dokdlidr
iremenin oldugu bilgenin altinda, Ustlinde ve cevresinde yag dam-—
lalari incelenir. Lipaz enzimi salgilanmis ise yag damlalari mat
yesilimsi—-mavi bir renkte olacaktir (42).
2.1.11. NHz dretimi

Bilegimi ilaveler I’de verilen AMoNyum medium(A)
besiyerinden steril pipet ile fayans lUzerine 1 damla alinmir ve
Yayilir. Ayni islem ekim yapilmis A besiyeri igin yapilir. Daha
Sonra 2-3 damla Nessler reaktifinden katilir.Kahverenkli cikelti,
a%1ri1 miktarda amonyakj;Koyu sari—portakal rengi, dnemli miktarda
amonyak;Acik sari renk, az miktarda amonyak;Renksizlik amonyak
Yoklugunu gésterir (41).
2.1.12, NOTz "I indirgenme

%171ik KNOz katkili sivi NB besiyerine ekim yapilip, 3I7°C
98 3 giinlik inkibasyona birakildiktan sonra,3-4 damla 0.1 M FeSOg4

1 - dosa
lave eqiilir. Tupin kenarindan da derisik HpS04 konur. Sdlfirik
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& tipiin dibinde bir faz olusturur. Asagidaki reaksiyonlara gé-
g

a

iki fazin birlestigi kisimda kahverenkli hir halkanin meydana
re

nesis ortamda NO z iyonlarinin varliginin bir gdstergesidir.

3Fe+2+N03_+4H+ _____ )3F9+3+N0+2H20...(2.1)

gel

Fe*t2 + NO --——- % EPE NOTYL Lusvesaseanni(Z00
cunkd bu durumda mikroorganizma nitrat rediktaz

enzimi salgilamamistir. Aksi halde mikroorganizmanin salgiladig:
nitrat rediktaz enzimi nitratin, nitrite indirgenmesini
katalizliyeceginden, ortamdaki nitrat iyonlara tlikenecek wve
yapilan testte iki fazin arasindaki kahverenkli halka
qﬁzlenmiyecektir(43).
2.1.13. Tuz Tolerasyonu

NaCl katkisi %Z 1 ile %4 10 arasinda degisen bir seri
Nutrient Broth besiyerine ekim yapilarak I7°C de 10 saat sire ile
inklibasyona birakilip bu besiyerindeki Ureme durumuna gire uze-—
rinde galisilan mikroorganizmanin tuz toleransi tayin edilir(41).
2.1.14, Karbohidrat Fermantasyonu

llaveler-I’de verilen ve farkli karbohidratlar iceren bir
Seri besiyeri hazairlanarak, ekim yapildi. 37°C de 24 saatlik
Inklibasyondan sonra bakterinin kullanilan karbohidratlari
fermente edip edemedigi Brom cresol purple indikatilridnin pH renk
donisiim araligr (5,2-6,8 mordan sariya) renk degisimine bagli
®larak degerlendirildi(41).
2.1.15. Manitolda iireme

Icinde Fenol kirmizis) bulunan manitol agar besiyerine ekim

Ya8ildi. 3I7°C de 24 saatlik inklibasyondan sonra, indikatérin
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degisimine bagli olarak Uremenin olup olmadigina karar

renk

vefilir(4l}'
2.1-15. Sitratli besiyerinde Ureme
Sodyum sitrat katkili kati NB besiyerine ekim yapildi. 24

gaatlik inkiibasyondan sonra besiyerinde dremenin olup olmadig:
knntrnl edildi{(42).
n.1.16 Anaerobik kosullarda lUreme

Glikoz katkili kat:1 NB besiyerine ekim vyapildi. Ekim
yapilmis petri kutusu, icinde oksijeni alabilecek gas uUretme kiti
pulunan anaerobik jar icine yerlestirildi. 37°C de 2 gunlik inkd-
basyondan sonra besiyerindeki ldreme durumu kontrol edildi(41).
2.1.17 Sodyum Asid Formu

Sodyum azid vyasamsal dremeye sahip bir c¢ok enzim ic¢in
inhibitor. Ancak sodyum azid’in yapisinl bozabilen enzim
salgilayan mikroorganizmalar bu maddeyl iceren besiyerinde
Uriyebilirler. Bu kontrold yapmak icin %0.02 1lik sodyum azid
katkili kati NB besiyerine ekim yvapilda. 37°C de 24
Saatlik inklbasyondan sonra besiyerindeki lremeye bakildi(41).
2.1.18. Saburo dekstrozda ireme

Glikozca zengin bir besiyeri olan saburo dekstroza ekim
Yapi1ldi. 37°C de 1B saatlik inkiibasyondan sonra (reme kontrol ed-
11di(41).
2.1.19, Litmusu indirgeme

Litmuslu siit besiyerine ekim yapildi. 37°C de 3 ginlik

'nkiibasyondan sonra, kabarciklarin wvarlig: gaz olusumunu

gnsterir, Litmusun renginin kirmiziya dinismesi mikroorganizmanin



23

grettigini gosterir. Sltldn bir kisminin beraklasip sulanmasi

agit
kazejnin hidrolizini gdsterir, Litmusun renginin koyu maviye
danﬂ5mESi alkali uretimini, Litmusun renksizlesmesi

indirgenmesinin bir gdstergesidir(41).
2.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
Elektroforez igin kullanilan kimyasal maddeler ;3 Akrilamid ,
Nﬂml—Matilanbis akrilamid , TR1S -~ Hydroxymetilamino metan ,
TEMED (N-N-N1-N1- Tetrametiletilen diamin) s Amonyum persidlfat ,
sD5 (Sodyum dodesil silfat) , MET (2-Merkapto etancl) y
Comanssie Brilant Blue - R 250 , Brom Fenol Blue , Standart
proteinler (x - Lakt albdmin , Tripsin inhibitér , Tripsinojen ,
Karbonik Anhidraz , Gliseraldehit Z-Fosfat dehidrojenaz , yumurta
albumini , sigir alblmini) sigma Chemical Co ., St louis’ten ,
NazHFO4.7H20 , NaHoP0g4.2H20 , Na-K tartarat , CuS04.5H20 |,
Bliserin , Na2C0x Merck Dermstad’tan , Nutrient Broth (NB) ve
Bacto Agar ise Difco Laboratories’den ticari olarak temin
edilmigtir .
2.3. KULLANILAN ALETLER

Elektroforez aygita (Gelman Gelcell , Gel Column) §
Elektroforez glic kaynagi (Gelman Deluxe Regulated power supply) ,
santrifilj (Hettich EBA -III) , spektrofotometre ( U.V—-1&0
Shimatzu U.V-visible Recording spektrofotometre) s Mikrodalga
Firin (2450 MHZ frekansli , Dokunmatik Vestel-v-8505 T) ,
Homojenizatér (Ultra tip Lab 1line wave , Energy systems) ,

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

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



2.4 ELEKTROFOREZ 1SLEM1I

Bir proteinin tasidigi net elektrik ylkli vyapisindaki alt
birjmlerin (aminoasit atiklarinin) tasidigi pozitif ve negatif
Yuklerin cebirsel toplamina esittir .

Bir makromolekiiliin net elektrik ylkid wvarsa , bu makromolekil
yﬂk&nUn isareti ve buylkldgline gore elektrik alanda bhareket
eder . 1Iste bu o6zelligi kullanan metoda elektroforez denir .
piger bir degisle elektroforez, partikiillerin elektriksel alanda
tasinmasi olayidir . Bu olayin matematiksel analizini yapmak
pldukgca zordur . Cunkit ortamda bulunan diger iyonlar lokal
elektriksel alani etkiledigi gibi makromolekiller de kendi
aralarinda etkilegirler . Bu vylzden problemi basitlestirip ,
izole edilmis kiresel yiklid tek bir partikidldn yalitkan ve
vizkoz bir ortamdaki hareketi incelenir .

Yikld bir partikile , bir elektrik alanda etkiyen kuvvet
coulomb kanuna gire ,

F =1 = E oo A e R e )
dir. Burada 3 Z : elektron sayisi (yiik sayisi) e : elektran yidkd
» E 1 Elektrik alan siddetidir.

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

F =67 Nr Vv sicececssnccnncnncnans scscsannans (2.4)
baglnt151yla varilir. Burada 3 n:Vizkoziteyi, r:yarigapi, V:Hacmi
99stermektedir. (2.3) ve (2.4) bagintilarindan

I e E=6vyw MY V escsssscnncsnnsnnunanannnnns (2.9)
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gu denklem,
Vv e
———— = T s e W e s EseEE®eEEESeEEEEEEeE -(2-&)
E banr
Vv
geklinde yazilabilir. ——— birimi elektrik alan siddeti icin hizi,
E

yani mobiliyeti ( m ) ile ifade edilir.

%
DhaldE ﬂ'L: — e s wEEww e e e e w g (e d
E
Ze
"l= = T I R I B I -.-(J_.B)
6Tnr
elde edilir.
(2.8) denklemi, partikill mabilitesinin,partikilin vyikld ile

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

Kullanilan ayirma ortaminin cinsine gore cesitli
elektroforez teknikleri vardir. Bunlar arasinda kag:it, nisasta,
Agar ve poliakrilamid jel elektroforezleri sayilabilir.Bunlardan
Poliakrilamid jel elektroforezi ayirma gidclii bakimindan digerler-
inden cok iistiindiir.

Poliakrilamid jel Elektroforezi (PAGE)’nin ayirma gicli mak-—
Fomolekidllerin molekidl agirliklarinin tayininde hassasivetle kul-

lanilabilir. Dogru molekiil agirliklarinin bulunabilmesi igin mak-—



26

omolekiiller arasindaki elektriksel yiik farkini ortadan kaldirmak

&

ve bunlari denatlre etmek gerekir.Bdylece ayrilmanin vyanlizca
malekUI agirligina gdre olmasi saglanir.Bunun icin ortama uygun
konsantrasyonlarda sodyum dodesil sdlfat (SDS) wve 2-Merkapto
etanol (MET) 1ilave edilir.S5DS bir yag asididir. Nonpolar
gzellikteki alifatik zincirinin polar ucunda hidrofilik
karekterde negatif ylkld bir sidlfat grubu [CHz(CH3) 3o O SO~z Natl
tagsir. MET (OH-CH2-CHo—-SH) ise 6-5 kdprileri ile dzgil olarak
gtkileserek aonlari indirgeyen bir maddedir.

Sekil (2.1)"de gdrildigl gibi, makromolekilun 5-5 képrileri
MET tarafindan indirgenirken,SD5’nin baglanmasiyla makromolek({lin
hidrofobik wve hidrojen bagdlari kirilir. Boylece Quarternar,
tersiyer ve sekonder yapisini yitiren makromolekidl, hidrofobik
bilgelerine bagli SDS8’nin silfat grubu vasitasiyla negatif yikli
bir ortd ile sarilmis olur. Bu durumdaki makromolekiillerin kendi-
lerine 6zgl net ylklerinin bir anlami kalmaz, hepsi anyon olarak
hareket ederler.
FPoliakrilamid jeli, monomer akrilamid (CH2=CH-CO-NH2)’nin bir
baglayici genellikle N-N!-Metilenbis akrilamid (CHp=CH-CO-NH-CH2~
NH-CO-CH=CH2) 1ile polimerize edilmesiyle olusturulur. Bdylece

rastgele blylyen poliakrilamid zincirlerinden ¢ boyutlu bir ag

meydana gelir. Kullanilan akrilamidin ve baglayicinain
konsantrasyonu olusacak jelin yogunlugunu, vizkozitesini,
e@lastikligini ve mekanik dayanikligini belirler. Bu

konsantrasyonlarin artirilmasiyla olusan agin sikligi artar,

gdzenek capi1 azalir. Biylece icinden yilirliyecek makromolekillerin
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l1£ir.eke_-ti kendi biyiikliiklerine (mol agarliklarina) gére siralanmis
olure Akrilamid wve bis—akrilamid icin genellikle kullanilan
KDngantrasyanlar incelenerek makromolekilllerin biyilikldgine gdre,

akrilamid miktarinin bis—akrilamid miktarina orani 10 ile 100 ar-—

asinda ve akrilamid konsantrasyonu % 5’ten bﬂyﬂk-éecilir.

Dogal protein

Denatiire Edilmig Protein

Sekil (2.1) Dogal proteinin SDS ve MET tarafindan

denatire edilmesi.
Akrilamidin bis—akrilamid vasitasiyla polimerizasyonuna ka-

talizlemek icin genellikle Amonyum persilfat ve Temed (N-N-NI-n1

tetra metilenetilen diamin) kullanilir (44).



(NHg) 2520 + TEMED —-=————- 6 sssessas s eeeaes sae (2T
Amonyum N,N,Nl,Nl-tetra Serbest redikal
persulfat metiletilendiamin

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

!:-NH NV

CH, sunnkRadD)

—CI-IZ-CI-I-CHZ-CH-CJ—IE-lH-

2.4.1. Jel Tiuplerinde jellerin hazirlanmas:

Temizlenmis ve etidvde kurutulmus jel tlpleri (B0 x S mm)alt
taraflara parafilm 1ile kapatilarak Jjel hazirlama aparatina
yerlestirildi.Jdellesmenin daha verimli olmasi icin hazirlanan bu
diizenek kullanilacak ana kadar buzdolabina kaldirildi. Bu sirada
Jel cozeltisi stok cozeltilerin asagidaki aranlarda

karigstirilmasiyla hazirland:.



Jel gdzeltisi
15 ml A Tampanu
13.5 ml B Cdzeltisi
1.5 ml D Tamponu

43 ml TEMED.

2,4.2. Cozeltiler

hazirlanip,

Calismada kullanilan butin

kahverenkli cam siselerde
A — Tamponu;

NagHFD4.7H20 ...... 3B8.6 gr.

NaHo2P04.2H-0 ...... B.8 gr.

=15 1 e

i1 1t saf su

B — Cozeltisi;

3.5 gr Akrilamid

29

gcozeltiler distile suda

buzdolabinda saklanda.

0.15 gr N-Nl-Metiletilen bis—akrilamid

25 ml Saf su

C - Cidzeltisi;
375 mg Amonyum persilfat
25 ml Saf su

D - Tamponu;

A-Tamponun 1:1 oraninda saf su ile

sayretilmesi ile hazirlandi.
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Boyama Cozeltisi
125 mg Comanssie Brillant Blue R-230
45.4 ml % 50 Metanaol

4.6 ml BGlasiyel asetik asit

Boya cikarma Cozeltisi

75 ml Glasiyel asetik asit

5C¢ ml Metanol

875 ml Saf su
?.4.3. Elektroforez 1slemi

B. subtilis ve E.coli Kij2 susunun ¢oziinir proteinlerin
elektroforez profilleri Weber wve Osborn yontemiyle elde
edildi(43). Onglrilen sekilde hazirlanan jel c¢dzeltisi ile
buzdolabindan cikarilan jel tiplerine dnce bir kez c¢calkaladiktan
sonra her jel tdpdnin & cm’lik bdélimi bu gozelti ile dolduruldu .
Bu cozeltinin dzerine ince ucglu bir pastir pipetiyle tiplin bir
kenarindan damla damla su akitilarak cozeltinin hava ile temasini
kesmek Uzere 4-5 mm’lik bir su tabakasi olusturuldu. Yaklasik 45
dk siireyle U.V lambasindan 3-5 cm uzaklikta fotopolimerizasyona
birakildi. Fotopolimerizasyan tamamlandiktan sonra jelin

Ustiindeki su dikkatlice absorban kagit yardimiyla alindi.

2.4.4, Jellerin iizerine cézldnir protein brneklerinin uygulanmasi
Hazirlanan jellerden birine molekdl agirliklar: bilinen
Standart protein cidzeltisinden , digerlerine farkli dozlarda

Mikrodalga uygulayarak dretilen bakteri homojenizatindaki
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CazUnUF proteinlerin esit miktarlari verildi. Her bir jel igin
8 mA’lik bir akim uygulandi. Cesitli zaman araliklariyla Brom
fFenol EBlue boyasinin ilerleyigi kontrol edilerek , e@lektroforez
jgleminin ilerleyigi surekli izlendi. Brom fenol jel
tupdnidn  alt kismina 2 mm yaklaginca akaim kesilﬁi. Jel tipleri
aygittan cikarildi. Jellerin tUplerden cikarilmasi iglemi , bir

gnjektorle jel 1le jel tdpu arasina su sikilarak yapildi.

2.4.9. Frotein Bantlarinin Tespit Edilmesi ve Boyanmasi
Daha énceden hazirlanan Comanssie Brilant EBlue R=250
cbzeltisi hem elektroforez isleminde isaret boya olarak hem de
proteinlerin boyanarak tespit edilmesinde kullanildi. Jeller bu
boya icerisinde 3I0 dk tutularak bayama ve tespit islemi
ger¢eklestirildi. Bu sirada Jeller tamami ile boyandig: igin
fazla bovanin g¢ikarilmasi gerekicr. Bunun ic¢in jeller boya
Cikarma cozeltisinde 1-2 gln bekletildi. Bu surenin sonunda

protein bantlary gdzle gdardldr duruma getirildi.

2.5.BAKTERILERE LAM UZERINDE YAFILAN MIKRODALGA UYGULAMASI
Nutrient Broth(NB) kati besiyerine ekim yapildi. 4 saat
inkiibasyondan sonra her bir doz icin bir dre dolusu bakteri bir
lam zerine vayilarak mikrodalga radyasyonuna (55,110,165,220,275
ve ZIIOW, 15 sn  sire) tabii tutuldu. Radyasyona tabi tutulan
bakterilerden daha sonra tekrar besiyerine ekim yapildi. I7°C de
18 saat inkibasyondan sonra tekrar her bir doz ve kontrol

Icin esit miktarda bakteri alinarak 10 ml”lik Nutrient Broth
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g1Vl besiyerine ekim vyapildi. 24 saat inkilbasyondan sonra
bakteri Sayiml vapildi. Bakteri sdyimindan sonra S1vl
pesiyerindeki bakteriler 5000 rpm’de 15 dk sire ile

gantriﬁ'.l_ilendi. Bakteriler 1 ml?lik 0.05 M Tris—Base, Tris—HC1
pH:7.S tamponu icine alinarak calasincaya kadar -20°C de
saklandli.
2,b. BAKTERILERIN URETILMEST VE MIKRODALGA UYBULAMASI
2.6, 1. Bakterilerin Uretilmesi ve I.Mikrodalga Uygulamas:

Buyumne ortami olarak secilen Nutrient Broth sivi besiyerinin
107 ar ml’sine B. subtilis ve E.coli Kjy=2 Susunun saf
kitltirlerinden asilamalar vyapilarak 3I7°C de bir gece inklbe
edildi. Sivi besiyerinden alinan o6rnekler kontrol ve Tarkl:
dizeylerde doz uygulanacak bakteriler petri kutularina ekim
yapildi. 4 saat inklibasyondan sonra 55,110,165,22,275 ve 330 Watt

lik mikrodalga radyasyonuna 15 sn sidre ile tabii tutuldu. IT7°C de

18 saat inkilbasyondan sanra kontrol Ve doz uygulanan
bakterilerden ayni oaptik yogunluga sahip g¢oOzeltilerden 0.1 ml
aliparak 10 ml*lik S1vi besiyarine akim yapi1ldi. Bakteri
Sayiml yvapildiktan sonra sivl besiyerindekil bakteriler 5000

rpm’de 15 dk stre ile santriflizlendi. Bakteriler 1 ml?’lik 0.05 M
Tris—Base, Tris—HC1 pH=7.5 tamponu igine alinig
Caligsincaya kadar -20°C de saklandi.
2.6.2. Bakterilere II.Mikrodalga Uygulamasa

Daha sonra bir defa mikrodalga uygulanmis bakterilerden

8@git hacimde bakteri alinarak petri kutularina ekim yapildi. 3I7°C

de 4 saat inkibasyondan sonra bakteriler bir defa daha ayni1
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dazlarda ve aynl sire ile mikrodalga radrasyonuna tabi tutuldu.
37°C de de 18 saat Unkibasyondan sonra kontrol ve doz kontrol ve
doz uygulanan bakterilerden esit hacimde bakteri alinarak i0
ml”lik sivi besiyerine ekim vapi1ldi.24 saat inklbasyondan sonra
pakteri sayimi yapildi. Bakteri sayimi yapildiktan sonra sivi
pesiyerindeki bakteriler 5000 rpm de 15 dk slre ile santriflzlen—
di. Bakteriler 1 ml?’lik 0.05 M Tris—-base , Tris—HCl pH=7.5

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

2.7. BAKTER1 SAYIMI

Her S1iV1 besiyerinde ulasilan bakteri sayisi uygun
seyreltmeler vyapilarak kati besiyerinde vyapilan ekim sonucu
dretilen koloni saylsi saptanarak tayin edildi. Bunun icin siva

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

1/100.000 1/71.1087 11k seyreltmeler yapildzi. Her bir
seyreltmeden sanra belli bir bhacim (0.1 ml)kati besiyerine
ekim vyapildi.24 saatlik inklbasyondan sonra en az hata ile

saptanabilir koloni elde edilen seyreltmedeki bakteri sayisa
tayin edildi. Buradan da i
= irremr—— 2XsD savasanan sauiausawe $2a11)
formuliinden (42) ana sivl besiyerindeki bakteri sayisi saptandi.
Burada ; N=0rjinal slispansiyonun ml’sindeki bakteri sayisi.
V=Fetri kutularina ekilen inokulun miktari1(0.1 ml veya
0.05 ml)
X=0rtalama mikrop sayisi

D=Seyreltmenin orani



2,8. BAKTERILERIN PARCALAMA 1SLEMI

1 ml 0.05 M Tris—Hidrokimetilamino metan, Tris—HCl pH=7.5
amponu icine alinan bakteriler Ultrasonik homojenizatdrde
(10KHz,100W) 10 dk slre ile buz icinde parcalama iglemine tabii
tutuldu(4s). Bu islemden sonra +4°C de 35000 rpm de 45 dk
gsantrifijleme iglemi yapilarak sUpernatantlar ayri tiplere alinip
kullanilincaya kadar —=20°C de saklandi.
2.9 COZUNUR PROTEIN MIKTAR TAYINLERI

Cozunldr protein miktar tayinleri Lowry yiontemine gire (47)

spektrofotometrik olarak yapildi.
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3. BULGULAR
3.1- Bakterinin Teshis Edilmesi:

Cermik Belkishatun termal kaplica kapotaj havuzundan
getirilen ve 2 saat slre i1ile 2800 rpm’de santrifijlenen su
grneginin  sedimentinden Nutrient Broth besiyerihe ekim yapild:.
gaplica suyunun pH*s1 7.2 oldugundan besiyerinin pH’si bu pH’ya
ayarlandi.

Kaplicadan alinan su drnegi florasi icerisinde
zenginlestirilen wve cok sayida inokiilasyon ve tek koloni disidrme
teknigi ile soyutlanan bakteriye, uygulanan biyokimyasal testler
sonucu, Bergey’s Manual of Determinative Bacterology’e gire
B. subtilis 0ldugu anlasildi(40,41}). Uygulanan testler ve elde
edilen sonuc¢lar g¢izelge 3.1 de verilmistir. B. subtilisin
mikroskopta (13460 kez bidyltdlmids) gordntidsd resim 3.1 de
verilmistir.

Z.2. BAKTER1 SAYIMI =

Sivil besiyerindeki canli bakteri sayisi, bu besiyerinde
yeterli seyreltmeler yapilarak son seyreltme ile ulasilan popi-
lasyondan belli miktarda kati besiyerine vyapilan ekim sonucu
elde edilecek koloni sayisindan hesaplandi. Elde edilen
sonuglar cgizelge 3.2,3.3,3.4 ve 3.5°te verilmistir.

3.3 Lam iizerinde yapilan mikrodalga uygulamasi sonucu B.subtilis
va E. <coli Ki2 susunun cozlnlr protein miktarlari ve
Elektroforez Bantlari

Lam dzerinde, besiyersiz ortamda mikrodalgaya maruz
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blral-c:.lan bakterilerden, uUretilen bakterilerin esit miktarlarinin
hamajenizasyonu sonucu elde edilen silpernatanttaki cozindr
prgtEin miktarlari c¢izelge 3.46%da verilmigtir. Bu proteinlerin
gsit miktarlarinin elektroforez profilleri Resim 3JI.2.ve 3.3
de gisterilmigtir.

z.4. Besiyerinde VYapilan I.ve II. Mikrodalga Uygulamasi Sonucu
B. subtilis ve E. coli Kip susunun Cozidnur Protein
Miktarlari ve Elektroforez Bantlara
Kata besiyerinde 1. ve 2. kez 15’er saniyelik slrelerle

belirli dozlarda mikrodalgaya maruz birakilan bakterilerden sivi
besiyerine vapilan inokidlasyonlar sonucu (retilen bakterilerin
esit miktarlarinin homojenizasyaonu sonucu elde edilen
supernatanttaki cozunir protein wmiktarlari Cizelge 3.7 de
verilmistir.

E. subtilis ve E. coli Kj»2 susunun her bir mikrodalga
uygulama serisi 1gin gozunilr proteinlerinin esit miktarlarinin
elektroforez bantlari Resim 3.4,3.5,3.6 ve 2.7 de gdisterilmistir.
3.5. 20,37 ve S50°C de Uretilen B. subtilis’in Cézdnlr Protein

Miktarlari: ve Elektroforez Bantlari

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

Farkla sicakliklarda dretilen B. subtilis’in
hnmojenizasynnu sonucu slipernatantta esit miktarlardaki

RProteinlerin elektroforez profilleri Resim 3.8’de gisterilmistir.
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7. b. Termocift ile Mikrodalga Firin Icindeki Sicaklik dlglumleri

-

Ni—-Cr/Ni alasimindan yapilmis termocift ile dlgilen mV ve

ona karsilik gelen sicaklik degerleri Cizelge 3.97da verilmistir.

4. SONUCLARIN TARTISILMASI.

Cermik Belkishatun termal kaplicasi kapotaj havuzundan
getirilen su drnegi bakteri floras: igerisinde zenginlestirerek
soyutladifimiz bakterinin Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’ye (40) gdre B.subtilis oldugu saptanmistir. Cizelge
3. 1l.7’de wverilen denel sonuglarla refarans kaynakta verilen
gzelliklerin ¢ok az bir kismi arasinda farklailaiklar gdrilmesi
soyutlanan bakterinin soyutlandig:r c¢evre kosullarina bagla
olarak alt bir tdr ddzeyinde defisiklikler gdsterebilmesinden
kaynaklanmaktadir. UOrnegin, soyutladigimiz B.subtilis icin Xylos
fermantasyon testi negatif sonuclanmisken bu bakteri icin
referans kaynakta anilan testin pozitif sonuglandiga
belirtilmistir. Alt tilr dizeyinde teshis yapmak igin genetik
materyal DNA" nin en azindan baz kompozisyonu acisindan
incelenmesi gerekir.

B.subtilis ve E.coli Kjp sugsuna lam Uzerinde besiyersiz
Ortamda wuygulanan mikrodalga sonucu, gizelge 3. &.7da goruldugu
d gibi coziindr protein miktarlarinin uygulanan doza bagli olarak

kontrolle kiyaslandginda énemli miktarda farklilik golenmemesi bu

bakterilerin kuru ortamda mikrodalgadan etkilemedigini
distndiurmektedir. Resim 3. 2. ve 3. 3I'te goruldugd gibi
bakterilerin gozunlur proteinlerinin elektroforez bantlari da
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puny destekler niteliktedir. Elektroforez profillerinde, jellerin
P01imerlestirilmasi sabit kosullarda yapilmasina karsin butdn
tuplerde ideal homojen polimerizasyon saglanmadigindan Jjelin
poyasini birakmasindaki farkliliklar nedeniyle yaniltica
koyuluklar gdrdlmektedir.Bu durum besiyersiz .nrtamda yapilan
calismalarla elde edilen sonuclarla uyum icerisindedir (26, 27,
28, 30, 32). Cunkd wmikrodalganin termal etkiyi gisterebilmesi
icin ortamda bulunan iyvonlarin hizlandirilmalari ve birim zamanda
carpisma sayllarinin artirilmis olmasi wveya dipol vyapidaki
bilesiklerin alternatif alanda hizli dinme hareketleri yapmalar:i
gerekir ya da mutajenik etki icin risk faktorld olarak dngoridlen
radikaller mikrodalga etkisiyle ancak besiyerli ortamda meydana
gelmektedir.

Farkli dozlarda mikrodalga uygulanan hem B. subtilis hem de
E. coli Kjz susunun gdzinldr protein miktarlara kontrolle
kiyaslandiginda, uygulanan mikrodalga dozuyla paralellik icinde
olmayan dilzensiz degisiklikler gtstermektedir. Bunun nedeni,
mikrodalga uwygulandiga:r esnada mikrodalga firin icerisinde cok
kisa slireli olsa da anormal 1s1 degisimi sonucu termal etkideki
Ffarkliliklar olabilir (Cizelge 3.9). Bu sonucun bir diger
nedenide mikrodalga uygulanma esnasinda bakterilerin farkla
bélinme evrelerinde olmasi gerekge olarak gisterilebilir.
B.subtilis igin 220, 275 ve 330 Watt’lik mikrodalga uygulamasi
ile, E.coli Kj2 susu icin 165 Watt’lik wuygulamadan itibaren
Rrotein miktarlarindaki dluzensiz degisikliklerin paragraftlik

basinda verdigimiz fikirlerle acgiklanabilecegi kanisindayiz.
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Protein miktarlarindaki dilzensiz artigslar B. subtilis’e

pazaran E. coli’de daha fazla olmaktadir. Bu olgu B. subtilis’in
termntuleran bir bakteri olmasi nedeniyle kosullarina
adaptasyonundan dolayi termal etkiden etkilenme olasilifja daha
zaylf olmaktadir. Bu sonuc¢ Dalaney ve arkadaslarinin, Aspergillus
niger ve B. stearothermophilus dzerine yaptiklari calismayla uyum
icindedir(31). l.Mikrodalga uygulamasi ile B. subtilis ve E. coli
Ki2 susunun kendi icinde egit sayida bakteri hiicresinde protein
miktari 145 watta kadar artma gistermektedir. Bu sonuc su sekilde
aciklanabilir. Mikrodalga uygulamasi ile protein sentezinden
sorumlu yapisal genlerin aktivitelerini dlzenleyen represirun
(baskilayicinin) sentezinden sorumlu gende bir mutasyon meydana
gelmekte ve sentezlenen represdr operatilre baglanamadigindan
yasamsal Oneme sahip olmamas:i kosulu ile ihtiyactan fazla protein
sentezlenebilmektedir. veya represdrin aktivitesini kontrol eden
bir indikatdrin represirle komplesleserek oanu inaktif hale
getirmesi sonucu represdr, operatire baglanamamakta ve vyapisal
genlerin kontrolsuz bir bigimde ¢alismasi sonucu protein
sentezinde biv artis gizlenebilmektedir. Uzet olarak indikatdr,
represtr ve operator arasindaki dengenin mikrodalga etkisiyle
© bozuldugu kanisini wuwyandirmaktadir (48, 49, 50). Mikrodalga
uygulamasindan sonra bizim drettigimiz bakterilerde bdle bir

mutasyonun mimkiln olabilacegini disinmekteyiz. Clinkid yasamsal

tneme sahip proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin yapisinda
| anlamli bir mutasyonun meydana gelmesi yasamin devamini olanaksiz

kilar.
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Mikrodalga wuygalama ile esit sayidaki bakterinin icerdigi

otein miktarindaki azalma yapisal genlerin birlestigi vyerde

pr
Bir nokta mutasyonunun gelmis olabilecegini sezindirmektedir.

Bﬁylelikle ardisik genlérin kodladigi kiucik molekiulld proteinler
YerinEs daha buylk molekiiller sentezlenmekte bunun sonucunda
uygulanan protein test yonteminde absorbsiyonda bir azalma
meydana gelmektedir.

Protein miktar analizleri va glektroforez bant
prnFillerinden mikrodalga uygulanmig B.subtilis ve E.coli {1z
susuna ikinci kez ayni dozlarda ve surede mikrodalga
uygulanamasinin yukarda aciklanan, nisbeten siddeti azalmis
etkilere neden oldugu kanisindayiz. Birinci ve ikinci mikrodalga
sonucu kantitatif protein tayininde gdzlenen farkliliklara
iligkin vyapilan vyorumlar ile Resim 3. 4. , 3. 5. , 3. 6. ve 3.
7.’ de garulen elektroforez profilleri uyum icerisindedir.
Elektroforez bantlarinin incelenmesinden mikrodalganin termal
olmayan etkilerde bulundugu anlasilair. Mikrodalga uygulanmis
hiicre homojenizatlarinin elektroforez profillerinde, 20, I7 ve 50
‘C’ de dretilen bakterilerin homojenizatinin elektroforez
profillerinde gordlmeyen kidcik molekil agirlikla praotein
bantlarimin wvarligi bu sonuca gétirecek yeterli kanit olabilir.

Termal etkinin B.subtilis’?in c¢dzinlr proteinleri LGzerindeki
etkisini incelemek tizere farkli sicakliklarda yapilan
inkiibasyonlar ve bu sicakliklarda dretilen esit sayidaki
bakterinin gézinir protein icerigi cizelge 3. B.’de verilmistir.

20°C’de Uretilen bakterinin protein iceriginin 37 ve S7°C’de
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uretilenlerinkinden dilgiik oldugu goridlmektedir. Bizce bunun

nedeni 20°C’de dretilen bakterilerin metabolik faaliyetler

gonrasi aciga cikan enerjinin buyuk bir kismini yasamsal
jneme sahip proteinlerin sentezlemesinde kullanmasidir. 37°C
ve 90°C lerde dretilen bakterilerin cézlinir protein igerigi

pirbirine esit kabul edilebilir, aradaki kuguk fark deney

hatasi veya daha cok bakteri slispansiyonunda 610 bakteri
saylsindaki farktan kaynaklanabilir. Elektroforez
profillerinde de 20°C? de uretilen bakteriler igin elde
edilen protein bantlarinin sayisinin I7°C ve B50°C lerde

tretilenler igin elde edilenlerinkinden daha az olmasi yukaridaki
yorumumuzu destekler niteliktedir. (Resim 3. B.).
Tartismalarimizi nikleik asitlerin vyapisinda meydana
gelebilecek degismeler uUzerinde yogqunlastirmamizin nedeni daha
onceki cgalismalarda mikrodalganin DNAnin ikili sarmalini acma
veya DNA iplikciklerinde kirilmalara neden olabilecegi (19, 24)
ve mikrodalga uygulanmis bazi enzimlerin aktivitesinde bir

deqisiklik gézlenmesinden (50, 51) dolayidir.
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Cjzelge 3.1. Soyutlanan Bakteri 1Iicin Uygulanan Biyokimyasal
Testler ve Elde Edilen Sonug¢larin Bergey's Manual of
Determanitive Bacteriology ile Kargilagtirilmasi

— —-

SONUGC

‘ YAPILAN TEST - ==
DENEL Bergey's Manual of Determa-

nitive Bacteriology

"Bﬁyﬁme sicaklak
Maksimum 45-53.5 45-55

Minimum 5-18.5 5~20
Geniglik, mm 0.4-0.8 0.7-0.8
Uzunluk, mm 2.6-4.2 2-3
Gram reaksiyon + +
|Hemoliz + degisken
Hareket + +

Spor olugsturma + +
Nisasta hidrolizi + +
Kazein hidrolizi + +
Jelatin hidrolizi * +
Katalaz lretimi + -
Lipaz Uretimi + Belirtilmemisg
NHz Uretimi + Belirtilmemis
NO3z indirgeme + +

Tuz Tolerasyonu

%3 NaCl + Belirtilmemis
%7 NaCl + +

%10 NacCl = Belirtilmemis
Karbonhidrat fermantasyonu +
Sukroz + Belirtilmemisg
Xyloz - +
Laktoz - Belirtilmemisg
Glukoz + -
Manitolda Ureme + +
Sitratli besiyerinde Urems Zayaf Degigsken
Glikozlu Anaerobik agar + +
Sabura dextroz + -+
Sodyum Azid (%0.02) = =
Litmusu indirgenme ki +

Aktif Ureme pH'sa 5.3-8.3 5.5-8.5
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2019° 3. 2. Lam Uzerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile B.subtilis
¢ ve E.coli'nin  Koloni Sayilari ve Ana Besiyerinin
Mililitresindeki Bakteri Sayisi.
lanan Glg¢(Watt) ||B.subtilis'in||Ana siva besiye—”g. coli'nin Ana sivl Dbesiyer-
Wgulamn Sire (15 sn)|koloni sayisif|lrinin ml'sindeki|lkoloni sayisi|linin  ml'sindeki
i bakteri sayisi koloni sayisi
(tane/ml) x10 (tane/ml)  x10
ﬁ P T
KONTROL 240 “ 2.4 25 2,5
i 55 " 133 " 1,33 14 1,4
[ 110 144 1,44 12 1.2
165 215 2,15 15 1,8
220 245 2,45 12 1.2
i i
L 600 6,00 13 1,3
330 _-]| 323 3,23 14 ]L 1,4

Koloni Sayilari
Bakteri Sayisi.

ve Ana Besiyerinin

(izelge 3. 3. Besiyerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile B.subtilis'in

Mililitresindeki

Uygulanan Gl¢(Watt) [|B.subtilis'in|jAna siva besiye—
Uygulanan Stire(15 sn)||I. Mikrodalga|lnin ml'sindeki

B.subtilis'in||Ana sivil besiyer—

II Mikrodalga||inin ml'sindeki

uygulamas1 ||bakteri sayisi uygulamasai koloni say1s1,
koloni sayisi|(tane/ml) xl koloni sayisil||(tane/ml) x10
KONTROL " 393 lf 3,93 393 3,93
55 245 2,4 k 200 2,00
110 248 2,48 348 3,48
165 R 215 | 2,15
220 343 3,43 221 2,21
=
3 275 323 | 3.2 300 3,00
330 340 “ 3.4 325 “ 3,25
—-
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cizelge 3. 4, Besiyerinde Yapilan Mikrodalga Uygulamasi ile E.coli'nin
Koloni Sayilari ve Ana Besiyerinin Mililitresindeki
Bakteri Sayisi.

#
Uygulanan Gic(Watt) E. coli'nin |[Ana sivi besiye—|| E. coli'nin ||[Ana sivi besiyer—
Uygulanan Sire(15 sn)|(I. Mikrodalgaflrinin ml'sindeki)|II.Mikredalgallinin  ml'sindeki
uygulamasi (|bakteri sayisa uygulamasi koloni sayisig
koloni sayisi||(tane/ml) x10® |lkoloni sayisi||(tane/ml)  x10
| .
[~ KONTROL 40 4 40 4,0 "
r -
55 32 3,2 61 6,1
110 97 9,7 107 10,7
165 4l 4,1 79 7.9
==
220 55 5,9 60 6,0
_—
275 23 2.33 35 3.5
330 50 5 137 [ 13,7 I
34

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

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

SICAKLIK (°C) say1sl sindeki bakteri say1s1
(tane/ml) %10
20 " 310 3,10
37 393 3,93

30 635 6,35
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cizelge 3.6. Lam Uzerinde 15 Saniye ile Farkli Dozlarda Mikrodalga
Radrasyonuna Tabii Tutulan B.subtiliz wve E.coli Esit
Miktardaki Bakteri Sayilarina Bagli Olarak Cozinir
Protein Miktarlari.

Uygulanan Gii¢ Protein miktari (mg/ml)
(Watt) 0
Uygulanan Sire B.subtilis E.coli
(15 sn) (1.33x10" tane/ml) (1.2x10° tane/ml)
KONTROL 3,00 4.00
55 3,09 l 3,89
110 2,98 3,95
165 3,01 | 4,08
-
220 3,11 4.10
275 2,95 3,78
330 3,02 " 4,05

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

Uygulanan Giig Protein Miktar: (mg/ml)

(Watt) e
Uyqulanan Siire|B.subtilis I.uygujB.subtilis II.uyguF E.coli I*uygulam E.colj IIsuygulm
(15 8n)  [lama 2,4x107t./nl1f lama 2x107t./nl 2,3x10°t. /ml 3,5x107t . /ml

(2.4x10" tane/nl) (2.3x10 tane/n)

KONTROL 2,50 5.50

55 2,68 2.32 6,90 6,70
110 3,19 2,89 9,50 5.64
165 1.4 2.59 5.48 §.48
220 2,83 2,63 5.1 515
275 2,68 2,12 4,43 4,83
330 3,36 3.00 5,69 6,36
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Cizelge 3. 8. 20, 37 ve 50°C'de Uretilen B.subtilis'in C&zinlir
Protein Miktarlari
Protein m:ktar: (mg/ml)
SICAKLIK (°C) (3,1.10%tane/ml)
" 20 1,18
37 3.23
50 3,12
Cizelge 3. 9. 15 Saniye Slire ile Degisik Dozlarda Mikrodalga Sonucu Mikrodalga
Firin icinde Olusan Ortalama Ve Maksimum mV ve Ona Karsilik gelen
Sicaklik Degeri
NOT: Deney sirasinda oda sicakligi 37°C bu sicakliga eklenmistir.
Uygulanan Gig¢,Watt ||[Ortalama mV Sicaklik Maksimum mV Sicaklik
Siire (15 sn) Degerleri (") Degerleri ("C)
“ 0.1 39.5 17.9 472.4
110 0.3 44.5 4.3 1083.6
165 0.3 44.5 g5 134.3
220 0.4 47 26.2 || 677.8
275 0.4 47 8.3 || 204.2
330 || 0.6 52 14.3 “ 0.2 |




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

9 1
—
E
—
= D= —— = O
E 4 = "-—-ﬂ-——-.-—----o""-"—- “""-u‘ .--4#"—0
Nt o-"
| T
]
-
o 3 *r—"’o_\o—_—?/‘\ﬂ__’—o
| E
| =
{ L
Q
r 2t
| 1
|

‘ 55 10 166 220 275 330
Uygulanan quc (watt)

s/
~Sekil 3.1. Lam lzerine yayilmis B.subtilis wve E.coli lzerine
mikrodalga uygulanmasi sonucu gdzlnidr protein miktara

degisimi

47
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1B.Subtilis 1. Uygulama
——————— :B.Subtilis  2.Uygulama

Protein mikiari {mg/ml)

0 55 10 165 220 275 330

Uygulanan glc (watt)

v
- %ekil 3.2. Mikrodalganin B.subtilis’in cdzlnlr proteinleri lUzerine

etkisi



{E.Cali 1.Uygulama
——————— ‘E Coli 2. Uygulama

Protein miktart (mg/ml)

0 55 10 165 250 275 330
Uygulanan gic (watt )

Sekil 3.3. Mikrodalganin E.coli Kis susu’nun cézidndr proteinleri

tUzerine etkisi

49



Protein miktari (mg/ml)

0 10 20 30 40 50
Sicek ik (°C)

“Sekil 3.4. Sicakliga bagli olarak B.subtilis’in gézlinidr protein

miktarlar:

=0



Resim 3.1.

B.subtilis’in

blyltilmis)

Mikroskoptaki

Gordntlsd

(1360 kez

al



Resim

Resim

#

o, A
e

3. '3.

oo Mmoo OoOw 3=

S K S5 W 110W 165W 220W 275W 330W

Lam Uzerinde Degisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
B. subtilis’in Esit Miktarda Froteine (0.11 mg/ml) Gire
Verilmis CozUunldr Proteinlerinin Elektroforez Bantlari.

-

A |
A NI
c -
C
X
F-.
G .

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

Lam Uzerinde Degisik Dozlarda PMikrodalga Uygulanmis
E.coli Kjp sugsunun Esgit Miktarda Froteine (0.204
mg/ml) Gore Verilmis Cozlnur Froteinlerinin
Elektroforez Bantlara

: Standart proteinler

i Kontral
A: Si1gir Albimini (&66.000 Daltpn)

: Yumurta Albimini (45.000 Dalton)

: Gliseraldehit 3—-fosfat dehidrojenaz(346.000 Dalton)

: Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton)
E: Tripsinojen (24.000 Dalton)
: Tripsin inhibitdr (20.100 Dalton)
: o — Lakt Albimin (14.200 Dalton)
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[ S S oy Lo Y e O - B -

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

Resim 3.4. Besiyeri Ortaminda Degisik Daozlarda Mikrodalga Uygulanmisg

Resim 3.3.

(I‘

Mikrodalga Uygulamasi) B. subtilis’in Esit Miktarda

Froteine (0.134 mg/ml) Gore Verilmic Cozunir
Froteinlerinin Elektroforez Bantlara

) M moom X

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

Besiyeri Ortaminda Degigik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
(Il.Mikrodalga Uygulamasi) B.subtilis?in Esit Miktarda
Froteine (0.106 mg/ml) Gore Verilmis Cozunur
Proteinlerinin Elektroforez bBantlari

S
Ks
Az
B:
Cs
D:
&z
F3
G:

Standart proteinler

Kontrol

S1gir Alblimini (&46.000 Dalton)

Yumurta Alblimini (45.000 Daltan)

Gliseraldehit 3I-fosfat dehidrojenaz (324.000 Dalton)
Karbonik Anhidraz (29.000 Daltaon)

Tripsinojen (24.000 Daltan)

Tripsin inhibitir (20.100 Dalton)

% — Lakt AlbUmin (14.200 Dalton)
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=

oD m Mmoo o

K S5W 110W 165 W 220 W 275M 330K

»

Resim 3.6. Besiyeri Ortaminda Degisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmig
(I.Mikrodalga uygulamasi)E.coli Ki2 susunun Egit rMiktarda
Proteine (0.220 mg/ml) Gore Verilmisg Cozunur
FProteinlerinin Elektroforez Bantlar:

m Mmoo oW =

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

Resim 3.7. Besiyeri Ortaminda Defisik Dozlarda Mikrodalga Uygulanmis
(IT.Mikrodalga wuygulamasi) E.coli Kin susunun Esit
Miktarda Proteine (0.174 mg/ml) Giore Verilmis Cozlnudr

L Froteinlerinin Elektroforez Bantlari

S: Standart proteinler

K: Kontrol

A: Si1gir Albidmini (&46.000 Dalton)

B: Yumurta Albdmini (45.000 Dalton)

C: Bliseraldehit ZI=-fosfat dehidraojenaz (346.000 Dalton)
D: Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton)

E: Tripsinojen (24.000 Dalton)

F: Tripsin inhibitdr (20.100 Dalton)

G: o = Lakt Albimin (14.200 Dalton)
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S 209C 379Cc 500¢

(=P ] MmO

Resim 3.8. 20, 37 ve S50°C de Uretilen B.subtilis’in Esit Miktarda
Proteine (0.064 mg/ml) Gire Verilmis Cozunur
Proteinlerinin Elektroforez Bantlara

S: Standart proteinler

A: Sigir Alblimini (&46.000 Dalton)
B: Yumurta Albldmini (45.000 Dalton)
: Bliseraldehit I—-Ffosfat dehidrojenaz (34&.000 Dalton)
D: Karbonik Anhidraz (2%2.000 Dalton)
Tripsinojen (24.000 Dalton)
Tripsin innhibitir (20.100 Dalton)
@ ~ Lakt Alblimin (14.200 Dalton)

ot
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Elektroforez Kabi ve BGic Kaynaga
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ILngLER I: B.subtilis”in Teshisi 1c¢in Hazirlanan
Bile‘_‘;imi
1.1 Kanli Agar Besiyeri
Bacto Agar ...... 17gr.
Fepton asseesas 10gr.
NaCl ST | = | o
Et ozdtd cnsens DG
Kan sanasne 100Ml.
BafF sU = Gewess 1000ml.
1.2. Hareket Besiyeri
Fepton Wkinaaee w2 Fe
Et Oziita ;seeavss 1a8 gr.
= e I 2.5 grs
Agar 5w dmetaeie afl gy
Saf su omapmapin o0 mli
I.%. Nutrient Broth (Kati) Besiyeri
Peptan . wommmom e o P
Ef Ut ecewannes S OF.
Agar sraaE e e
Saft su i pawwwes OGO mls
I.4. Nutrient Broth (5ivi) Besiyeri
Fepton & M eae B g
Et Gzitl szssswus 3 grs
Saf su @ B FO0E mls
I.5. Nigasta Agar Besiyeri
Et §20t0 wewasnen > GFa
Feptan SRS = i - | o
Cozunlur nisasta.. 4 gr.
Agar i e 19 GFa
Sa¥ 8l s aawadaa 1000 ml.
I.46. Jelatin Agar Besiyeri
dJelatin eespwsas 2 GFs
B ozUbE emw s waie 1.5 gr.
Fepton . h A et G
Agar wommeuns Lo GFs
Saf su sanuweas 1000 ml.
1.7. Kazein Agar Besiyeri
Sodyum kazeinat .. 2 gr.
Glikaoz wia w wsiaeiww b G-
MgS0,4 PRI 0 197 o | o
KoHFOg4 waw e wasae 02 gra
FeS0g4 sasnssesss Eser miktarda
Agar i emwew e gra
Baf su Wi e & seees 2000 Ml

57

Besiyerlerinin



1.8. Yagli Agar Besiyeri

Bt A3kl wenevsa ww lad grs
Fepton e ek d e 2.9 gra
Agar Seanad s be Teo G
Tereyaldl ceoeeeenss S gr.

Saf su swmmes pae JOOE ml.

1.92. Amonyum Medyum (A) Besiyeri

(NH4) 2504 seeeuva « 10 gr.
K=HPO4 sesnsasa V.5 gr.
rgS0O4 siwims s e ww Q92D gra
Fe50y4 esswasaa 0.05 gr.
MgCOo= conman ee 2.5 gr.
Saf su crsvaana 900 ml.

1.10.5ukrozlu Besiyeri
Sukroz sewnsness Q.0 Gr.
Tripkdnld saweswsss 1 GFs
Er dZUEll svsweswss = gts
Brom krezol moru.. 0.4 gr.
BaF sUuU  savaua waw 100 ml.

I.11.Xylozlu Besiyeri
Xyloz e m memsn  Dad (G
Tripton sececaewnnss 1 gr.
Et 02UEL wessaseas 5 Qs
Brom krezol moru.. Q.4 gr.
Saf su wew weeses 100 mla

I.12.lLaktozlu Besiyeri
Laktnz wassassnawe Oud QP
Tripton seassissan 1 gFa
Et ozt ,asasassa = Or.
Brom krezol moru.. 0.4 gr.
Saf Sl ecanreanwea 100 ml

I.13.61likozlu Besiyeri
BIAKOZ seswasawew Dad gFi
Tripton seeseasdss 1 gr.
Et BzUtl aveewuasad o Gy
Brom krezal moru.. 0.4 gr.
Saf su ssmansnsa 100 ml.

I.14.Manitol besiyeri
Monitol salt agar .. 11.1 gr.
Saf su ... seanss 1000 ml.

o8



1.15.Eliknzlu Anaerobik Agar Besiyeri

Glikoz ssennanannn 2 G
Fepton sassanssana & GF.
Et 02Ut « smewwwenes 2 GFs
Agar SRETIECI 1 o | o
Saf su caamnaesasas 1000m1.

1.16.8itratli Besiyeri
NaC1l PG addeRaEE e D
MgS0g4 iddiaaseese Q2 gra
NHa4H2FO4 ccecaaaa.. 1 gr.
KH=FO 4 sasansnnsn 1 Qre
Sodyum sitrat ..... S gr.
EBaf @GU  swepasannl 1000 ml.

I1.17.Saburo Dextroz Besiyeri
Saburo dextroz ..... &5 gr.
CaF GU s ecvncnnnenn 100 ml.

I1.18.Sadyum Azxidli Besiyeri
Pepton wuweessasus i B gra
Et OzULH sovamas ae 5 = Ora
Sodyum AzZid .. eeewaa Q.2 O
AGar' wewsaseamenanwes Lo GFs
SEF Bl ewwwowe wimamonu vaw 1000 nl.
I.19.Litnmuslu sut Resiyeri
BUL LU e walameees 100 gr.
Litmus  eoww e wwasss we 0.73 gr.
Bat B  sewes aswe e SO0 mY.

I.20.50dyum klaoriirlid Besiyeri
PEPTEON ancewesomsie o G
Et SZUEH weawe wawe N = {
NaBl | eeswess & ava e s bR G
Saf Sl sussaswwwasas 100 mla
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ILQVELER i1. B.subtilis’in
Indikatbrler ve Reaktiflerin Bilesimi.

(1.1~

11.2.

.

II.

11.4.

II.5.

Il.6.

A5 (&

Metilen Mavisi Boyasa

&0
Teghisi 1Icgin Hazirlanan Boyalar,

Metilen mavigl ...... 1.5 gr.
Alkol (%Z95) snsssa 100 ml.

Jansiyen Moru Boyasa

Jansiyen mord ...... 9 gr.
Alkol (%495) powoummn 100 il

Fuksin Boyasa

Bazik fuksin weanwe S GFs
Alkol (£95)  wewwaes 100 ml.

Brom Krezol MMoru (BCP)

Brom krezol moru ..... 0.4 gr.
NabDH (N/20) smsns 158 ml.
Saf su wiwrews  Dow e 0l

(pH renk degisim araligi pH

Iyoddr (Lugol}) Reaktifi
Iyot Aveaewe sa 1 OFa
K1 ¥ At i 2 gra
Sa¥ SU weswsssaa 00 ml,

HC1l.HgCln Reaktifi

HgClo sevenane ea 1.3 gr.
HC1l (derisik) ... 20 ml.
Saf SU cewewenss 100 Mla

Nessler Reaktifi

KE  acvdwns s swes S0 gr.
Hgllo sawwsacsss B grs
KOH(Z50) cecswes 400 ml,

Saf 85U ecesnswess 1000 ml.

5.2°de sari, pH &4.87da mor)
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tL AVELER III: Protein Miktar tayini icin Kullanilan Reaktifin

Hazirlanmasi

1IfI. 1. Folin Ciocalteu Reaktifinin (FCR) Reaktifinin Hazirlanigs:
500 ml’lik Bir balon jojeye 500 gr Nas WOg4. 2H0, 12,5 gr Naz MoOg4.
2H20,350 ml saf su, 23 ml ZB571lik Hz FD4, S50 ml derisik HC1 ve 10
saat slreyle vyavas bir sekilde geri sogutucu altinda kaynatilir. 75
gr Li2804, 235 ml saf su ve bir kag¢ damla Bro ilave edilir. Bromun
asirisinl tutmak igin sofgutucusuz olarak 13 al kaynatilaip,

sogutulur.500 ml seyreltilir.

ITI. 2. Alkalin Cézeltisinin Hazirlanisi

%4 Nao COz, 7Z2 CuS04, %4 Na-K Tartarat (Hacimce ;3 100 : 1:1 oraninda)



&2
ILp.vELER IV. Cermik Belkishatun Termal Kaplicasinin Ozellikleri
yeri: Diyarbakir iline bagli Cermik ilcesindedir. Kaplica mahalinin
Yuksekligi L00 metredir.
Kisa tarihgesi: Cermik kaplicasi, tarihi kaplicalarimizdan olup,
gelguklular zamaninda igletilmigtir. Mevcut. tarini havuzlar
gelguklulardan kalmadir.
Konaklama tesisleri: Kaplicadaki mubtelif konaklama tesislerinin
toplam yatak kapasitesi 2200 kadardir.
Tedavi tesisleri: Dicle Universitesi Fizik tedavi ve Rehabilitasyon
merkezi iki adet umumi havuzdan ibarettir.
Yardimci tesisler: Bir gazino ve lokantalar bulunmaktadir.
Sifali suyun grubu: Sodyumlu, bikarbonatla, klordrlu, sulfatla,
iyotlu, bromirld, klUkiUrtlid.
Sifali suyun teknik vasiflari: Cermik kaplicas:i kaynaklarinin
sicakliklara:y B2°C, radyoaktiviteleri 10 eman,pH degerleri ise 7.3
dir.
Endikasyon (Sifa niteligi):
Banyo tedavisi ile: Romatizmalar, nevrit, polinevrit, gocuk felcgleri
ve kadin hastaliklarinda ayrica serpintileme ile de,dermatozlar ile
solunum yolu hastaliklari igin tavsive edilmektedir.
Ulagsim durumu: Kaplica, cermik ilgesine 3 Km wuzakliklardadir.Sezon
slresince kaplicaya Cermik’ten devamli gekilde karayolu tasit
araclar: islemektedir.
Enformasyon(Danisman): Her tiurll bilgi ve rezervasyon icin Cermik

Belediyesine miracaat edilebilir.
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OzZET

Bu c¢alismamizda Cermik Belkishatun termal kaplicalarindan
soyutlayarak teghis ettigimiz termotoleran B.subtilis ve Ankara
Hifzisihha Enstitlsinden temin edilen Mezofil E.coli Kjs susunun
cozunur proteinleri dzerine mikrodalganin (2450 MHz2) etkisi
incelenmeye calisilmigtair.

Caligmanin birinci agamasinda, bakteriler besiyersiz ortamda,
Lam Gzerinde 15 sn sudre ile 55, 110,145, 220, 275 ve 330 watt glcglik
mikrodalgaya tabi tutuldu. Daha sonra cdzidnur plazma protein miktar
tayini yapilip, proteinlerinin elektroforez bantlari incelenmistir.

Ikinci asamada, Nutrient Broth(MNB) besiyerinde bakterilere 195
sn sure 1ile 55, 110, 165, 220, 275 wve 330 watt mikrodalga
uygulanmigtir. Mikrodalga uygulanmig bakterilere ikinci kez ayni doz
ve ayni slrede mikrodalga uygulanip, cozlnur plazma protein miktar
tayini yapilmis ve praoteinlerinin elektroforez bantlara
incelenmistir.

Ayrica mikrodalga etkisiyle termal etkiyl karsilastirmak uUzere
bakteriler 20, 27 ve 50°C de Uretilip protein miktar tayini yapilmig
_ve elektroforez bantlari incelenmeye calisilmistir.

B.subtilis ve E.coli Kio susunun ¢ozunur protein miktarlarinin
kantitatif tayini ile elde edilen sonuclar ve elektroforez bant
profilleri mikrodalganin termal etkisinin yaninda termal olmayan ve

mutasyona yol acan etkisinin oldufju saptanmistir.
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