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Aver Bakteri Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin
Biyofilm Olusumunu Engelleme Etkisi
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Amag: Bu calismada Gram negatif bakterileri besin olarak
kullanan Gram-negatif avct bir bakteri olan Bdellovibrio
bacteriovorus hiicre Oziitiiniin, aktif camur bakterilerinin
olusturdugu biyofilm tabakay: temizleme ve biyofilm olusu-
munu engelleme etkisi incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Farkli pH, sicaklik ve mineral konsant-
rasyonlarimin B. bacteriovorus’un aktivitesine olan etkisi
incelenmigtir. B. bacteriovorus hiicre oziitiiniin attksu bak-
terilerine ait biyofilm olusumunu engelleme etkisi 96 kuyu-
cuklu polisitren plakalar kullanilarak kristal viyole yonte-
miyle Olgiilmiistiir. B. bacteriovorus’un hiicre oziitiiniin
filtrasyon membrant iizerinde olusan biyofilm tabakay:
temizleme etkisi olii uclu reaktor sistemi kullanilarak ol¢iil-
miistiir.

Bulgular: 8-8.8 pH, 29.5°C sicaklik ve 5 mM CaCl,,
0.1 mM MgCl, mineral konsantrasyonlarinin
B. bacteriovorus aktivitesi icin optimum oldugu bulun-
mustur. B. bacteriovorus hiicre oziitiiniin ¢camur bakterile-
rine ait biyofilm olusumunu engelleme etkisi %39 olarak
olgiilmiistiir. Atiksu filtrasyonunda kullanilmis membran
iizerinde birikmis olan biyofilm tabaka B. bacterio-
vorus hiicre 0ziitii ile ytkanmis ve bu uygulamanin memb-
ran performansina etkisi olgiilmiistiir. Tamponla yikanan
kontrol membranina kiyasla B. bacteriovorus hiicre Oziitii
ile ytkanan membran akisinda 1244 L.m?.sa!’lik iyilesme
gozlemlenmigtir.

Sonuc: Litik enzimlere sahip olan B. bacteriovorus hiicre
oziitiiniin farkli materyaller iizerinde istenmeyen biyofilm
olusumunu engelleyebilecegi gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: Bdellovibrio bacteriovorus, biyofilm
giderimi, litik enzimler

ABSTRACT

Biofilm Inhibition Effect of Cell Extracts of Bdellovibrio
bacteriovorus, a Predator Bacterium

Objective: In this study, cell extract of Bdellovibrio
bacteriovorus, a Gram-negative predator bacterium that
feeds on other gram negative bacteria was investigated for
its potential for eradicating or inhibiting biofilm formation
by active wastewater bacteria.

Material and Methods: The effect of several pH,
temperature and mineral concentrations on the activity of
B. bacteriovorus was investigated. The inhibition effect of
B. bacteriovorus cell extract on biofilm formation by
wastewater bacteria was measured by crystal violet method
using 96 well polystrene plates. Cleaning effect of cell
extracts of B. bacteriovorus on biofilm layer formed on
filtration membrane was measured by using fouled
membrane and dead- end reactor system.

Results: It was found that 8-8.8 pH, 29.5°C temperature
and mineral concentrations of 5 mM CaCl,, 0.1 mM MgCl,
are optimum for B. bacteriovorus to acquire highest
activity. The effect of B. bacteriovorus cell extract to inhibit
the biofilm formation by sludge bacteria was measured to
be 39%. When the biofilm layer accumulated on the surface
of filtration membrane used for wastewater filtration was
cleaned by B. bacteriovorus cell extract, an improvement of
1244 Lm?sa’ was observed in the flux of membrane as
compared to the control that was cleaned by buffer.

Conclusion: The results show that B. bacteriovorus cell
extract which is rich in lytic enzymes can be used for
inhibition or cleaning of undesired biofilm layer formed on
different surfaces.

Keywrds: Bdellovibrio bacteriovorus, biofilm inhibition,
Iytic enzymes

GIRIS

Biyofilmler, kendi iirettikleri polimerik jelsi bir
tabaka sayesinde bir yiizeye tutunarak yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu yapi olarak

tanimlanabilir. Bu jelsi tabaka, bakteri hiicreleri
tarafindan tiretilen, “hiicre dis1 polimerik yap1”,
“ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer (EPS)”
olarak adlandirilan polisakkarit bazli bir ag yapi-
sidir. Biyofilm kiimelerinin %97°lik kism1 sudan
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meydana gelmektedir. Diger bilesenler ise %1-2
EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger
proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipit-
lerdirV. Biyofilm hiicrelerinin yiizeye tutunma-
sina polisakkaritler, proteinler, DNA ve ekstra-
seliiler martriks yardimci olmaktadir. Biyofilmler
baz1 biyoteknolojik uygulamalarda yararli olma-
sina karsin bircok teknolojide sorun yaratan
istenmeyen bir olusumdur. Atiksu aritim tekno-
lojilerinin baz1 uygulamalarinda biyofilm olusu-
muna gereksinim duyulsa da biyomateryaller,
gemi govdeleri, membranlar, su borular1 gibi
yapilar iizerinde olusan biyofilm tabaka hem
saglik hem de ekonomik acidan sorun olustur-
maktadir. Insan viicudunda kataterler, kontakt
lens, protez kalp kapakciklar1 ve kalp pilleri,
rahim i¢i arag, bobrek tast akciger dokusu gibi
canli ve cansiz cofu alanda biyofilmlere
rastlanilmaktadir®. Arastirmalar nozokomiyal
enfeksiyonlarin ortalama %65’ine mikroorga-
nizmalarin olusturdugu biyofilmlerin neden
oldugunu ve bu durumun tedavi masraflarinin
artmasimna neden oldugunu gostermektedir®.
Biyofilm olusumunun sorun yaratti§1 durumlar-
dan biri de membran biyoreaktorlerde kullanilan
membranlarin yiizeyinde olusan biyofilm taba-
kanin yarattig1 kirlenmeye bagh tikanma (fou-
ling) sorunudur. Membran biyoreaktér (MBR)
teknolojisi aktif ¢camurdaki biyolojik parcalan-
ma prosesi ile direkt olarak kati-s1vi ayrimi igle-
mini membran filtrasyonu kullanarak birlestiren
bir teknolojidir. MBR sistemi mikro veya ultra-
filtrasyon membran teknolojilerinin kullanimiy-
la (por biiyiikliigii 0.05-0.4 ym arasinda degisen)
bakteri floklarmin ve askidaki katilarin fiziksel
olarak biyoreaktorde kalmasini saglar. Bu uygu-
lama sirasinda membranlarin yiizeyinde biriken
kat1 partikiiller ve mikroorganizmalarin olugtur-
dugu biyofilm tabaka zamanla membranin tikan-
masina neden olmaktadir.

Son yillarda, membranlarin temizlenmesi i¢in
kullanilan cesitli fiziksel ve kimyasal uygulama-
larin yani sira yeni yaklagimlar da gelistirilmek-
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tedir. Titresimli elektriksel alanlar; diisiik voltaj
(-0.5 ile 5 volt arasinda) elektriksel uyarimlarin
uygulanmasi, fiziksel ve kimyasal yilizey modifi-
kasyonlari, nitrik oksit kullanimi, yeni yakla-
simlar arasinda sayilabilir®. Biyofilm giderimi
amaciyla a biyolojik yontemlerin de temizleme
potansiyeli aragtirilmaktadir. Quorum sensing
mekanizmasinin inhibisyonu, EPS’nin enzima-
tik bozulmasi, bakteri hiicre duvarinin enzimatik
olarak parcalanmasi ve bakterileri parcalayan
bakteriyofajlarin kullanilmasina dayali uygula-
malar bu yontemler arasinda sayilabilir®.

Bdellovibrio bacteriovorus Gram negatif bakte-
rilerle beslenen avci bir bakteridir ve bakteriyel
popiilasyonlarin dengesini sagladig1 i¢in 6zellik-
le ¢evre acisindan onemli bir bakteri cinsidir.
Daha Once yapilan ¢aligsmalarda
B. bacteriovorus’un pargalama aktivitesi ¢ogun-
Iugu patojenik olan bir¢ok Gram negatif bakteri
tizerinde gosterilmistir®. Bu patojenler tarafin-
dan olugturulan biyofilmlerin de B. bacteriovorus
tarafindan bagarili bir sekilde parcalandigi rapor
edilmistir.

Bdellovibrio bacteriovorus yalnizca canli degil
ayrica Olii hiicreleri de parcalarlar®. Stolp et al.
® B. bacteriovorus’un Salmonella, Escherichia
coli, Proteus, Pseudomonas, Serretia gibi Gram
negatif bakterileri tiikettigini gostermistir.

Bdellovibrio bacteriovorus’un dislerde perio-
dontitis hastalifina neden olan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans’1 pargaladigi ve olug-
turdugu biyofilm tabakayr bozdugu rapor
edilmistir®. Alcaligenes, Campylobacter, Erwinia,
Escherichia, Helicobacter, Pseudomonas,
Legionella, Shigella tiirleri ve Helicobacter
pylori bakterisinin B. bacteriovorus tarafindan
parcalandigi Markelova"? tarafindan gosteril-
mistir. Bukonudacaligmalaribulunan Markelova,
bu bakterinin biyokontrol ajani olarak kullanim
potansiyeli iizerinde durmustur. B. bacteriovorus
istila sirasinda av olan hiicrenin yapisinda
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onemli degisikliklere neden olur. Bu degisiklik-
lerin hepsi tam olarak bilinmemektedir.

Avct hiicre avinin dis zarii ve peptidoglikan
tabakay1 6ncelikle yapiy1 parcalamadan modi-
fiye eder, modifikasyonda glikanazlar, dease-
tilazlar, peptidazlar ve lipopolisakkaridazlar
rol oynar!1?, Modifikasyon ve saldir1 istila
edilen hiicrenin geklini ve diger karakteristik
ozelliklerini degistirir ve hiicre yuvarlaklasip
sismeye baglar'®. B. bacteriovorus avin ig
zarini da modifiye eder, boylece degredatif
enzimlerin ve parcalanmig materyallerin av ve
avcl sitoplazmasi arasindaki transferi sagla-
nlr(14»]7)‘

Bdellovibrio bacteriovorus’un avini 6ldiirmek
icin proteaz ve nukleaz gibi ekstraseliiler enzim-
ler salgiladiklart bilinmektedir"®. Penetrasyon
mekanizmasini detayli inceleyen Burnham et
al."® konake1 veya av olan hiicrenin pargalana-
bilmesi i¢in hem fiziksel hem de enzimatik akti-
vitenin iglevinin oldugunu belirtmislerdir.

Aktif B. bacteriovorus Kkiiltiirii ve ayn1 zamanda
kiiltiir supernantinin (¢oktiirme veya filtrasyonla
hiicrelerden arindirilmig) bir alg tiiri olan
Oscillatoria  hiicrelerini  parcalayabildigi
Burnham et al." tarafindan yapilan ¢aligmalar-
da gosterilmistir. Bu par¢alanmaya biiyiik olcii-
de B. bacteriovorus’un salgiladigi enzimler
neden olmaktadir. Parcalanmay1 sitoplazmik
hiicre iceriginin kaybi ve hiicre duvarinin ¢oziin-
mesi takip etmektedir.

Bu calismada, B. bacteriovorus hiicre i¢i enzim-
lerine sahip olan hiicre 6ziitiiniin biyofilm olusu-
munu engelleme potansiyeli arastirilmisgtir.
Filtrasyon membrani yiizeyinde olusan biyofilm
tabakanin ¢oziinmesine olan etkisi 6lii u¢lu reak-
tor sisteminde yapilan membran aki ¢aligmalari
ile gosterilmistir.

GEREC ve YONTEM
Kullanilan Mikroorganizmalarm Uretimi

Escherichia coli S17 ve B. bacteriovorus
Nottingham Universitesi (Ingiltere) 6gretim
tiyesi Dr. Liz Sockett’ten saglanmistir. E. coli
S17, B. bacteriovorus’un iiretimi icin av bakte-
ri olarak kullanilmistir. Hiicreler nutrient agar
[NA (maya oziitii 3 g/L, pepton 5 g/L, NaCl 5
g/L, agar 15 g/L)] lizerinde iiretilip saklanmugtir.
E. coli hiicreleri bir giin 6nceden NA’a ekilmig-
tir. Daha sonra hiicreler toplanarak HM tampo-
nuna (10 mM Hepes, 0.1 mM MgCl,, I mM
CaCl, pH:7.2), OD, absorbans degeri 0.3-0.4
olacak sekilde eklenmistir. Onceden iiretilmis
olan B. bacteriovorus hiicreleri bu karisima
eklenmigtir. Hiicreler 29°C’de 180 rpm’de ¢al-
kalanarak 2-3 giin inkiibasyona birakilmis,
absorbans degerindeki azalma (0.1-0.05 civari-
na diisiis) B. bacteriovorus hiicrelerinin E. coli
hiicrelerini  parcaladigin1  gostermektedir.
Hazirlanan her yeni kiiltiir ile birlikte bir kontrol
kiltlirii de baglatilmistir. Kontrol kiiltiiriine ayn1
miktarda E. coli eklenmistir ancak
B. bacteriovorus yerine ayni hacimde tampon
eklenmistir. B. bacteriovorus’un hiicre pargala-
ma aktivitesi denklem 1’de gosterildigi sekilde
hesaplanmustir.

Denklem 1: Bdellovibrio bacteriovorus’un hiicre
parcalama aktivitesinin hesaplanmast

, kontrol B.bacteriovorus
( % B. bacterivorus ) (biyokmlesi)t'( biyokiitlesi )

. o= x 100
hiicre par¢alama aktivitesi (bil;?)[l](tu’rt?rlesi)t

Sicaklik, pH ve Mineral konsantrasyonlarmin

B. bacteriovorus aktivitesine etKisi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicrelerinin av hiic-
relerini parcalamalari icin uygun kosullarin sap-
tanmas1 amaciyla, inkiibasyon sicakligi, besiyeri
pH’s1 ve MgCl, ve CaCl, minerallerinin kon-
santrasyonlar1 degistirilmistir. Hiicrelerin olagan
kosullarda {iretildigi HM tamponu 10 mM
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Hepes, 0.1 mM MgCl,, 1 mM CaCl, igermekte-
dir ve pH 7.2°dir. MgCl, konsantrasyonu 0.001-1
mM arasinda degisen bes farkli konsantrasyon-
da ve CaCl, konsantrasyonu 0.1-10 mM arasin-
da degisen bes farkli konsantrasyonda, ayrica
pH 7-8.8 arasinda degisen 7 farkli pH degerinde
HM tamponlar1 hazirlanmistir. B. bacteriovorus
ve av hiicre E. coli “Kullanilan Mikroorganiz-
malarin Uretimi” baghg1 altinda verildigi sekilde
besiyerlerine ekilerek iiretim gerceklestirilmis-
tir. Sicaklik deneyi icin HM tampon icerigi
degistirilmeden inkiibator sicakligr 26°C, 29°C,
32°C, 35°C olacak sekilde ayarlanarak hiicreler
tiretilmiglerdir. Deney sonunda B. bacteriovorus
aktivitesi Denklem 1’de verildigi gibi hesaplan-
migtir.

Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin
Hazirlanmasi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 0ziitiiniin
1982’de von Stein ve ark.?" tarafindan kullani-
lan prosediir modifiye edilerek hazirlanmigtir. B.
bacteriovorus kiiltiirii 0.45 pum porlu steril filtre-
den gecirilmis E. coli hiicreleri uzaklagtirildik-
tan sonra 7000 rpm’de 20 dk c¢oktiiriilmiistiir.
Pellette toplanan hiicreler PBS tamponunda
(pH: 7.2; 1X' NaCI 8 g/LL, KCI 0.2 g/L., Na,HPO,
1.44 ¢/L, KH,PO, 0.24 g/L) ¢oziildiikten sonra
90 W giice ayarlanmigs sonik hiicre parcalayici
homojenizator (Hielsher, Almanya) araciligiyla
buzda tutularak parcalanmistir (1 dk. homojeni-
zasyon, 1 dk. buzda bekletme, 30 yineleme).
Parcalanmig hiicre solusyonu 10000 rpm’de 10
dk. coktiiriilerek hiicre kalintilarinin ¢okmesi
saglanmistir. Enzimlerce zengin supernatant
kismu -30°C’de saklanmusgtir.

Bdellovibrio bacteriovorus’un
Olusumunu Engelleme Etkisi

Biyofilm

Aktif camur tankindan alinan numunenin beher
icinde 5 dk. ¢cokmesi beklenmigtir. Daha sonra
tistteki supernatant almmigtir. 190 ul superna-

32

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):29-37

tant, 40 ul B. bacteriovorus hiicre oziitii olacak
sekilde birbirine karigtirilarak 96 kuyucuklu
polisitren plakalara eklenmistir. Kontrol kuyu-
cuklarina B. bacteriovorus hiicre oziitii yerine
40 ul tampon ilave edilmistir. Deney 30°C‘de 3
saat inkiibasyona birakilarak gerceklestirilmistir.
Ug saat sonunda 2 kez ¢esme suyuyla yikanan
plaklar kurutulduktan sonra plakalarda olusan
biyofilm miktar1 kristal viyolet yontemi ile
Ol¢iilmiistiir®. Kuyucuklarda kalan biyofilm
%1°lik krsital violet ile 5 dk. boyanmustir. 2 kez
cesme suyuyla yikanip fazla olan kristal violet
ortamdan uzaklastirilmistir. Son olarak 70:30
ethanol:aseton karigimi plakalara eklenip 30 dk.
beklenmistir. Spektrofotometrede OD,,, nm’de
absorbans degerleri alinarak biyofilm kalinlig1
hesaplanmustir.

Bdellovibrio bacteriovorus Hiicre Oztiiniin
Membran Kirlenmesini Giderme Etkisinin
Oli Uclu Reaktor Sistemi Kullamilarak
Incelenmesi

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 0ziitiiniin
membrane ylizeyinde olusan biyofilmi giderme
etkisi Olii Uclu Basingli Reaktor Sistemi ve
mikro filtrasyon polietersiilfon (PES) (gdzenek
biiyiikliigi 0.05 mm) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
Evsel aritim tesisinden alinan ikincil atiksu labo-
ratuvara getirilerek 10 L’lik havalandirmali
kesikli reaktorde sentetik atiksu (mg/L: glukoz,
650; pepton, 50; iire, 100; (NH, 2SO,, 50;
KH,PO,, 50; K,HPO,, 5; NaHCO,, 100; eser
elementler gerekli miktarlarda eklenmistir.) kul-
lanilarak her giin beslenmistir. Atik suyun askida
kat1 madde orani 3.000 mg/L partikiil boyutu ise
80-97 um olarak olciilmiistiir. Besleme hacmi ve
zamani atik suyun camur bekleme siiresi (SRT)
20 giin hidrolik bekleme siiresi (HRT) 48 saat
olacak sekilde ayarlanmistir. Deneylerde
Sterlitech Corporation Dead-End membran sis-
tem (Model HP4750, ABD) kullanilmistir (Sekil
1)@, Tam karigimli hiicrenin toplam hacmi 300
mL, kullanilabilen membran alani ise 14.6
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S.ekil 1. Sterlitech Olii U¢lu Reaktor Sisteminin sematik goste-
rimi.

cm?’dir. Membran Olii Uglu Reaktdr hiicrenin
tas filtresi ilizerine yerlestirilmistir. Hiicreye
basing, regiilatorlii hortumla baglanti yapilarak
saglanmistir. Atik suyu membrandan filtre etmek
icin kullanilan siirticii kuvvet 1.5 bar basingtaki
azot gazidir.

Atik suyun homojenligini Olii Uglu Reaktor sis-
teminde saglayabilmek igin hiicre manyetik
karigtirict lizerine yerlestirilmistir. Filtrasyon
stiresince 500 rpm’de karistirilmistir. Filtrasyon
sonunda siiziintli akisi agsagida verilen denklem
(2) ile hesaplanmustir.

Denklem 2: Siiziintii akis1 hesaplanmasi
] = AV/AXAt

e dV= belirli zaman periyodunda toplanan
stiziintii hacmi (L)

e At=zaman (sa)

e A= kullanilan membran alani (m?)

e J=aki (L.m2sa')

Kontrol i¢in bir ve deney i¢in bir olmak iizere
toplam iki membran kullandmustir. B. bacteriovorus
hiicre oziitii ile (veya kontol i¢in tampon ile)
temizleme islemi icin Olii Uclu Reaktor
Sisteminde kullanilan membranin yiizeyinde
olusan kek tabakasi siyrilmistir. Membran
B. bacteriovorus hiicre 0ziitii ile oda sicakligin-

da 100 rpm’de 3 saat boyunca inkiibasyonda
birakilmistir. Kontrol membrani olarak kullani-
lan ikinci membran ise ayni kosullarda tampon-
da inkubasyona birakilmistir. Membranlar bir
sonraki filtrasyonda kullanilmiglardir.

Temizleme iglemi sonrasinda membranlardan
yine camur filtrasyonu yapilip ve yine temizle-
me islemi uygulanmustir. {1k filtrasyon temizle-
me islemi 6ncesi yapilmustir. Ilk filtrasyon say1l-
madig1 taktirde temizleme ve ardindan filtrasyon
islemi bes kez yinelenmistir.

BULGULAR

Bdellovibrio bacteriovorus hiicre i¢i litik enzim-
lerinin biyofilm giderimine olan etkisini incele-
meden Once hiicrelerinin aktivitelerini etkileyen
fiziksel ve kimyasal parametreler incelenmistir.
Bu amagla sicaklik, pH ve mineral konsantras-
yonlarinin B. bacteriovorus aktivitesine olan
etkilerine bakilmistir. Farkl sicakliklarda (26°C,
29°C, 32°C, 35°C) iiretilen B. bacteriovorus
kiiltiirlerinde 35°C’de 3 giinliik yapilan inkiibas-
yonda diger sicakliklara kiyasla %15’lik bir artig
goriilmiistiir ancak 35°C’de av olarak kulla-
nilan E. coli hiicrelerinin kendi kendine parga-
lanma orani daha yiiksek oldugu icin deneylere
29°C’de devam edilmistir.

Mineral konsantrasyonlarinin B. bacteriovorus
aktivitesine etkisini gérmek amaciyla CaCl, (10
mM, 5 mM, 1 mM, 0.1 mM) ve MgCl, (1 mM, 5
mM, 0.1 mM, 001 mM, 0.001 mM) mineralleri
belirtildigi sekilde eklenmistir. CaCl, ve MgCl,’nin
HM tamponunda kullanilan konsantrasyonlari
sirastyla 1 mM ve 0.1 mM’dir. Her iki mineralin
test edilen konsantrasyonlarin aktiviteye garpici bir
etkisi olmamasina kargin, 5 mM CaCl, nin yiiksek
aktivite icin optimum oldugu sOylenebilir.
MgCl,’nin ise inkiibasyonun ilk iki giiniinde yiik-
sek konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu 4 giin-
lik inkiibasyonda ise 0.001 mM MgCl, 'nin daha
verimli aktivite sagladigi belirlenmisgtir (Sekil 2).
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M 10 mM CaCl,
B 1 mM CaCl,
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B 1 mM MgCl,
H0.1 mM MgCl,
90 - M0.0010 mM MgCl,

¥ 0.5 mM MgCl,
M 0.0 mM MgCl,

% B. bacteriovorus AKtivitesi

B 1 2 3 4

Zaman (giin)

Sekil 2. HM tamponunda farkl CaCl, ve MgCl,’nin konsantrasyonlarinin Bdellovibrio bacteriovorus aktivitesine etkisi.

A) MgCl, (0,1 mM) CaCl,’nin farkh konsantrasyonlari.
B) CaCl, (1 mM) MgCl, farkh konsantrasyonlari.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

30 ~

% B. bacteriovorus AKtivitesi

20 o

A 1 2 3 4
Zaman (giin)

90 ~ B75 W8.12 m864 M88

80 -~

60

% B. bacteriovorus Aktivitesi
i
S

B 1 2 3

Zaman (giin)

Sekil 3. pH’1n Bdellovibrio bacteriovorus’un aktivitesine etkisi (A) 6.5-8 pH arahgy; (B) 7.5-8.8 pH arahg.

pH 6.5-8.8 arasinda farkli pH’lara sahip kiiltiir-
lerde B. bacteriovorus’un pH 8-8.6 arasindaki
degerlerde daha yiiksek aktivite gosterdigi belir-
lenmigtir (Sekil 3). Enzimlerin aktivitelerini
etkileyen en 6nemli parametreler ortam pH’s1 ve
sicakliktir. Mezofilik bakteriler 30-37°C de yiik-
sek aktivite gostermektedirler. Enzimlerin yiik-
sek aktivite gosterdigi dolayisiyla bakterilerin
de optimum iireme gosterdigi pH degeri ise
genellikle notr pH degeri olan 7 civaridir. Ancak
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B. bacteriovorus’un pH 8 civarinda daha yiiksek
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 1 ve Sekil 4’te B. bacteriovorus hiicre
Oziitiiniin 96 kuyucuklu plakalarda aktif ¢camur
biyofilminin olusumunu inhibe etme etkisi gos-
terilmigtir. Sekilde B. bacteriovorus eklenen
kuyucuklarda aktif camur bakterilerinin olugtur-
dugu biyofilm miktarinin hiicre 6ziitii eklenme-
yen kontrol kuyucuklarima kiyasla daha diisiik



M. Ozkan ve H. Yilmaz, Avct Bakteri ile Biyofilm Inhibisyonu

30°C

B. bacteriovorus hiicre Oziitii

Kontrol

B. bacteriovorus hiicre Oziitii

Kontrol

Sekil 4. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre 6ziitiiniin atiksu bak-
terilerinin olusturdugu biyofilm olusumunu engelleme etkisi.

oldugu goriilmektedir. B. bacteriovorus hiicre
oziitti litik enzimler de dahil olmak iizere farkl
proteinler icermektedir. Bu enzim ve proteinle-
rin hiicrelerin plakanin duvarlarina tutunmasina
engel olarak veya hiicreleri parcalayarak biyo-
film olusumunu engelliyor olabilecegi diisiiniil-
mektedir.

1000

100 —

J (L.m2sa?)

O X<

D
D R X x
> % X +
O D k>R +

D i 0

B> O PEBOK

o b

O
O

Sekil 5’te MPOO5 membrani ile yapilan filtras-
yonlara ait aki degerleri goriilmektedir. Tk aki
degerleri (J1) membran hiicre 6ziitii ile yikanma-
dan onceki aki degeridir. B. bacteriovorus hiicre
oziitii ile yikanan membranin kararli aki degerle-
rinin ortalamasi (Jk2-Jk6 ortalamasi) 57.4 L.m™.
sa! iken, kontrol membranlarmim bu bes filtras-
yona ait kararli aki ortalamasi1 46 L.m™.sa"! olarak
hesaplanmustir. B. bacteriovorus hiicre 6ziitiinde
bulunan enzimlerin membran yiizeyindeki biyo-
film tabakay1 zayiflatarak membranin gézenekle-
rinin daha ge¢ tikanmasina yardimci oldugu
dolayisiyla membranin kullanim 6mriinii uzattigi
sonucuna varilmistir. Ancak membranlardan daha
fazla sayida atik su filtrasyonu yapildiginda
membran yiizeyi geri doniisiimsiiz olarak kirlene-
cektir. Bu durumda B. bacteriovorus hiicre 0ziitii
ile yikama islemi yetersiz kalacagindan membra-
nin zaman zaman geri yikama veya kimyasal
islemlerle temizlenmesi gerekmektedir.
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Sekil 5. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre dziitiiniin membran filtrasyonuna etkisi.
(HO: Hiicre oziitii ile temizlenen membran, KNT: Kontrol membran, Jk: Kararh aki degerleri)

Tablo 1. Bdellovibrio bacteriovorus hiicre oziitiiniin atik su bakterilerinin olusturdugu biyofilm olusumunu engelleme etkisi.

Biyofilm miktar1 (OD,,) Biyofilm miktar1 (OD,, ) inhibisyon etkisi (%) inhibisyon etkisi (%)
30°C 37°C 30°C 37°C
Atiksu + Bdellovibrio bacteriovorus 0.894+0.13 0.853+0.120
hiicre 6ziitii 39.34 32.36
Atiksu + Tampon (Kontrol) 1.474+0.065 1.261+0.078
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TARTISMA

Cesitli yiizeylerde bakterilerin olusturdugu biyo-
film ¢cogu zaman sorunlara neden olmakta ve
giderimi i¢in maliyeti yliksek prosesler gereke-
bilmektedir. Biyofilmin olusmamas1 veya gide-
rimi icin fiziksel veya kimyasal ¢esitli yontemler
uygulanmaktadir. Bu yontemler rutin olarak kul-
lanilmasina ragmen, biyolojik ¢6ziimler hélen
gelisme asamasinda sayilabilir. Bakteriyel biyo-
film tabakanin temizlenmesinde Qurum sensing
mekanizmasinin engellenmesi, cesitli litik
enzimlerin kullanimi yogunlukla ¢alisilan konu-
lar arasindadir.

Bu caligmada, Gram negatif bakterileri besin
olarak kullanan avci bir bakteri tiirii olan
B. bacteriovorus hiicre 0ziitliniin atiksu bakteri-
lerinin biyofilm olugumunu engelleme etkisi
arastirllmistir. Ayrica bu hiicre 6ziitiiniin memb-
ran yiizeyinde olugan biyofilm tabakay: temizle-
me etkisi incelenmistir. Avci bir bakteri tiirii olan
B. bacteriovorus Gram negatif bakteriler ile bes-
lenerek yasamini siirdiiriir. Bakteryiel populas-
yonu dengede tuttugundan cevre acisindan
onemli bir bakteridir. B. bacteriovorus’un parga-
lama aktivtesinin patojenik Gram negatif bakte-
riler iizerinde etkili oldugu yapilan caligmalar
sonucu ortaya konmustur®. Bu caligma kapsa-
minda ilk 6nce B. bacteriovorus’un ¢ogalmasi
icin gerekli optimum kosullar aragtirilmigtir.
B. bacteriovorus iiretimi i¢in kullanilan besiyer-
leri genellikle Nunez et al."” 2003 yilinda yap-
mis oldugu ¢alismada belirlendigi sekilde uygu-
lanmaktadir. Bu calismada, sicaklik, pH, mineral
konsantrasyonu etkisi test edilmis ve 35°C’nin,
8-8.5 aras1 pH degerinin aktivite icin daha uygun
oldugu goriilmiistiir.

Doksan alt1 kuyucuklu plakalarda B. bacteriovorus
hiicre oziitii atiksu bakteri kiiltiiriine karigtirildi-
ginda biyofilm olugumunu %39 oraninda engel-
ledigi belirlenmistir. B. bacteriovorus’un digler-
de periodontitis hastaligina neden olan A.
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actinomycetemcomitans’1 pargaladigi ve olug-
turdugu biyofilm tabakay1 bozdugu daha 6nceki
caligmalarda rapor edilmistir®. Alcaligenes,
Campylobacter,  Erwinia,  Escherichia,
Helicobacter, Pseudomonas, Legionella, Shigella
tiirleri ve H. pylori bakterisinin Bdellovibrio
tarafindan  parcalandigr 2010  yilinda
Markelova'? tarafindan gosterilmistir. Bu konu-
da bircok caligmasi bulunan Markelova bu bak-
terinin biyokontrol ajani olarak kullanim potan-

siyeli lizerinde durmustur.

MBR sistemleri bakteri floklarin1 ve askida
kalan maddeleri fiziksel olarak tiimiiyle tutu-
gundan konvansiyonel aritima gore daha avan-
tajlidir. Ancak, MBR kirlenmesi (membrane
fouling) bu sistemin ticarilesmesini zorlastir-
maktadir. Kirlenmis membanlarin temizlenmesi
veya degistirilmesi isletim maliyetini ylikselten
bir faktordiir. Kullanilan geleneksel temizleme
metodlart (6rnegin, ylizeyin modifikasyonu,
igletim parametrelerinin kontrolii, diizenli fiziksel
ve kimyasal yikama gibi) fiziko-kimyasal pren-
siplere dayalidir ve enerji isteyen iglemlerdir.

Literatiir arastirildiginda membran ylizeyinde
tikanmalara neden olan biyofilmi B. bacteriovorus
ile giderilebilme potansiyeli ile ilgili cok az
sayida calisma bulunmaktadir. B. bacteriovorus
hiicre kiiltiirtintin aktif camur bakterilerinin olus-
turdugu biyofilm tabakayi temizleme etkisi
oldugu daha onceki c¢alismamizda gosteril-
mistir®. Bu ¢aligmada ise hiicreler toplanmig ve
biyofilm giderimi amaciyla hiicre oziitii kulla-
nilmistir. B. bacteriovorus’un av hiicreleri par-
calamaki¢in birgok aktiflitik enzime sahiptir':'2.
2013 yilinda Kim et al.*® B. bacteriovorus™un E. coli
hiicrelerinn membrane yiizeyinde olusturdugu
kirlenmeyi temizledigini rapor etmiglerdir.

Bu calisma kapsaminda atik su aritimi sirasinda
MPO05 membran yiizeyinde olusan biyofilm
tabaka B. bacteriovorus hiicre 6ziitii kullanilarak
temizlenmis ve akida kontrole kiyasla %?24.8
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oraninda iyilesme goriilmiistiir. B. bacteriovorus
cok cesitli konakg1 profiline sahip virutik 6zellik
gosteren bir bakteridir. Bu 6zelligi nedeniyle
cesitli alanlarda patojen gideriminde veya isten-
meyen biyofilm tabakanin gideriminde kullani-
mina iligkin arastirmalar devam etmektedir.
Yapilan arastirmalardan alinan pozitif sonuglar
bu avci bakterinin etkisi her gecen giin azalan
antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek dogal bir
alternatif olabilecegini gostermektedir.
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