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OZET

Mikrobiyel tutunma temelli biyoteknolojik uygulamalar birgok alanda yaygin
kullanilmasina karsin biyofilm olusumunun ¢evre, endistriyel uygulamalar ve canli
saghgina negatif etkiler yarattigi durumlar da bulunmaktadir. Atiksu aritiminda ise
biyofilm olusumu filtrasyonla aritimda kullanilan membranlarin tikanmasina
dolayisiyla kullanim émudirlerinin kisalmasina neden olmaktadir. Biyofilm olusumunun
onlenmesi amaciyla fiziksel, kimyasal veya biyolojik c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda Gram (-) bakterileri besin olarak kullanan Gram
(-) avecr bir bakteri olan Bdellovibrio bacteriovorus’un aktif camur bakterilerinin
olusturdugu biyofilm tabakayr giderme potansiyeli arastirilmistir. Canli B.
bacteriovorus hiicrelerinin yanisira litik enzimler iceren hiicre 6zitlerinin de biyofilm
giderme etkisi incelenmigstir. Farkh pH, sicaklik ve mineral konsantrasyonu, farkli
besiyerleri denenmis, 8-8.8 pH, 29.5°C sicaklik ve 5mM CaClz, 0,21mM MgCl; mineral
konsantrasyonlarinin B. bacteriovorus’un yiksek aktivitesi icin optimum oldugu
bulunmustur. Biyofilm giderme etkisi ise 6ncelikle E. coli hiicrelerinin olusturdugu
biyofilm (zerinde denenmistir. 96 kuyucuklu polisitren plakalarda olusturulan
biyofilm tabaka Uzerine B. bacteriovorus hicre kiltlri eklenmis ve inkiibasyondan
sonra kalan biyofilm kalinhgini krsital violet yontemiyle o&lglilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda B. bacteriovorus hucrelerinin E. coli biyofilmini %66, B.
bacteriovorus’un camur bakterileri tarafindan (gercek atiksu kullanilarak) olusturulan
biyofilmi ise %22.2 oraninda giderdigi tespit edilmistir. Hlcre 6zitlinin ¢amur
bakterileri tarafindan olusturulan biyofilmi inhibisyon etkisi %39 olarak ol¢tlmistdr.
Son olarak atiksu aritiminda kullanilan membran (zerinde birikmis olan biyofilm
tabaka B. bacteriovorus hiicre 6zuti ile yikanmis ve bu uygulamanin membran
performansina etkisi 6lctlmistir. Tamponla yikanan kontrol membranina kiyasla B.
bacteriovorus ile yikanan membranda 12.44 L/m2.h’lik iyilesme akida
gozlemlenmistir. Sonuglar B. bacteriovorus’un aktif camur bakterilerinin membran
ylzeylerinde olusturdugu biyofilm tabakanin gideriminde kullanim potansiyeli
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bdellovibrio bacteriovorus, Biyofilm Giderimi, Biyofilm Olusumu.



SUMMARY

Although biotechnological applications based on microbial attachment are
commonly used in many fields, formation of biofilm creates negatives effects on the
environment, industrial applications and health of the living organisms. In treatment
of wastewater, the formation of biofilm on membrane surface causes fouling of the
membrane and decreases membrane lifetime. A variety of physical, chemical, and
biological methods are being used to prevent the formation of biofilm. The potential
of Bdellovibrio bacteriovorus to remove the biofilm layer formed by active sludge
bacteria is investigated in this thesis study. The effect of cell extracts that contain lytic
enzymes as well as the effect of living B. bacteriovorus cells on removal of biofilm is
investigated. In this study effect of pH’s, temperatures and mineral concentrations
are tested, and it was found that 8-8.8 pH, 29.5°C temperature and mineral
concentrations of 5mM CaCl2, 0,1mM MgCI2 are optimum for B. bacteriovorus to
acquire a high activity. Effect of B. bacteriovorus on removal of biofilm was firstly
tried on the biofilm that was formed by E. coli cells. Cell culture of B. bacteriovorus
was added on biofilm layers that are made on 96-well polystyrene plates, and the
thickness of the biofilm layer remained after incubation was determined with crystal
violet method. According to the results of the study, it was determined that B.
bacteriovorus cells remove the E. coli biofilm at a ratio %66, and the biofilm formed
(using real wastewater) by sludge bacteria at a ratio of %22.2. The effect of cell
extract to inhibit the biofilm formed by sludge bacteria was measured to be %39.
Finally, the biofilm layer, which accumulated on the membrane surface was used for
wastewater filtration, was washed B. bacteriovorus cell extract, and the effect of this
application on the performance of membrane was measured. Membrane washed B.
bacteriovorus, 12 L/m?.h improvement was observed in flux as compared the control
membrane. The results show that B. bacteriovorus has a potential of being used in
the removal of biofilm layer formed by active slduge bacteria formed on membrane

surfaces.

Key Words: Bdellovibrio bacteriovorus, Biofilm Removal, Biofilm Formation.
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1. GIRIS

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve igerigi

Evsel ve endustriyel atiksu desarjlari ve kontamine olmus ylizey sulari su
kaynaklarinda sakincali etkiler yaratmaktadir. Atiksu aritimi igin kullanilan fiziko-
kimyasal ve mikrobiyel aritimi iceren ¢ok sayida teknoloji vardir [Topare et al., 2011].
Bu teknolojler arasinda en vyenisi sayilabilecek Membran biyorekator (MBR)
teknolojisi membran prosesleri ve suspanse biyoreaktorleri birlestiren bir teknolojidir
ve glinimizde atiksu aritimi igin tercih edilmektedir [Malaeb et al., 2013]. Yiiksek
askida kati madde konsantrasyonlarinda isletilen MBR’da membran ylzeyi atiksu ile
temas ettiginde partikiller ve bakteri hlicreleri membran ylizeyinde birikmeye baslar.
Bu kirlenme (fouling) ve biyofilm olsumu mikroorganizmalarin giderimini saglayan
ikinci bir bariyer olmakla beraber akiyi ve mebranin gegirgenligini azaltir [Hirani et al.,
2014].

MBR sistemlerinde kirlenme sirekli membranin temizlenmesini veya
degistirilmesini gerektirdigi icin isletim maliyetini ylkseltmektedir [Chang and Kim,
2005]. Membranin 6mrini uzatmak ve maliyeti diistirmek igin kirlenme probleminin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Kirlenme membranin c¢esidinden ve c¢amur
parametrelerinden etkilenmektedir. Kirlenmenin gideriminde fiziksel ve kimyasal
yontemler kullaniilmaktadir. Bakterisidal Grlnlerin  kullanimini iceren vyerinde
temizleme yontemi de uygulanabilmektedir. Ancak bu yerinde temizleme islemi
membran ylzeyindeki biyokitleyi tamamen giderememektedir [Armstrong et al.,
2009]. Quorum sensing (QS) mekanizmasinin inhibisyonu, litik enzim kullanimi gibi
bircok biyolojik temizleme yontemi giinlimizde arastirma asamasindadir.

Gram (-) bir bakteri olan Bdellovibrio bacteriovorus B. bacteriovorus
Aeromonas, Citrobacter,  Enterobacter,  Escherichia, Klebsiella,  Proteus,
Pseudomonas, Salmonella gibi bircok bakterinin  olusturdugu biyofilmi
temizleyebilmektedir [Dashiff et al., 2011]. Bu bakterilerin ¢ogu atiksularda da
bulunmakta ve membran yilizeyine yapisarak kirlenmesine sebep olmaktadirlar.
Ayrica membran yiizeyini kolonize eden bakterielrin cogunun Proteobakteriler olarak

bilinen Gram (-) bakteri tirleri olduklari rapor edilmistir [Zhang et al., 2008]. B.



bacteriovorus’nun biyofilm giderme 6zelligi nedeniyle biyofilmin sorun yarattigi cesitli
alanlarda uygulama potansiyeli bulunmaktadir [Nunez et al., 2005]. Ancak, MBR’da
olusan biyofilm cok cesitli bakteriyel tirler icermektedir ve glinimiize kadar atik
¢amurun olusturdugu Kkirliligin veya biyofilmin B. bacteriovorus kullanilarak
giderimine iligskin bir ¢calisma yapilmamistir.

Bu tez kapsaminda Gram (-) bakterileri tiiketme 6zelliligine sahip avci bir bakteri
olan gram negatif B. bacteriovorus’un aktivitesinin artirilmasi igin ortam kosullarinin
optimize edilmesi ve aktif ¢amur bakterilerinin olusturdugu biyofilm tabaka
Uzerindeki etkisinin artirilmasi amaglanmistir. Bu sayede atiksu aritiminda kullanilan
membranlarin ylzeyinde olusan ve tikanmaya neden olan bakteriyel biyofilm
tabakanin azaltilmasi ve membranin daha uzun sure tikanmadan kullaniimasi
saglanacaktir. Aktivitesi yliksek B. bacteriovorus kultirinin daha etkili olacagi

beklenmektedir.



2. BIYOFILM

Biyofilmler, bir ylizeye yapisarak kendi Urettikleri polimerik jelsi bir tabaka
icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu bir yapi olarak tanimlanabilir.
Bu jelsi tabaka, bakteri hicreleri tarafindan (retilen terminolojide “hicre
disi polimerik yap1”,  “ekzopolisakarit” ya da  “ekzopolimer (EPS)”  adi
verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir. Biyofilm canh hicrelerde veya cansiz
yuzeylerde olusabilir. Biyofilm igindeki mikroorganizmalar tek bir mikroorganizma
tlrd veya birgok farkli mikroorganizma tiirliniin bir araya gelmesiyle de olusabilir.
Nem miktarindaki artis ve besin maddelerinin ortamda olmasi biyofilm olusumunu
arttirmaktadir. Biyofilmlerin olusumuna ve olgunlasmasina bakteri susu [Borucki et
al., 2003], [Chae and Schraft, 2000], ylzey 6zellikleri, pH, besin miktari, sicakhk
[Donlan, 2002] gibi gesitli ¢cevresel etmenler etkili olmaktadir. Biyofilm olusturma
mikroorganizmalara dezenfektanlardan, bakterileri yiyerek beslenen canlilardan,
virislerden ve pH dalgalanmalarindan koruma gibi bircok avantaj sunmaktadir

[Costerton and Stewart, 2001].

2.1. Biyofilm Yapisi

Biyofilm kimelerinin %97 lik kismi sudan meydana gelmektedir. Diger
bilesenler ise; %1-2 EPS %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2
nikleik asit, lipit, fosfolipitlerdir. Fakat bu oranlar ortamda bulunan mikroorganizma
tirine, fizyolojik nitelikleri, blyliime ortami tabiatina, genel fiziksel 6zelliklere bagh
olarak degisiklik gostermektedir [Allison, 2003]. Biyofilm yapisinin 6érnek gosterimi
Sekil 2.1’de verilmistir [Monroe, 2007].

Biyofilm hiicrelerinin ylizeye tutunmasina polisakkaritler, proteinler, DNA ve
ekstraselller martriks yardimci olmaktadir. Ylizeye tutunanan bakteriler 6ncelikle
mikrokolonileri, mikrokoloniler de geliserek ve vyayilarak biyofilm katmanlarini
olusturmaktadir. EPS saligilanmasi donlistimsiiz biyofilm olusumu icin gereklidir ve bu
biyofilm kiitlesine bir isarettir. Olgun bir biyofilm kimesinin %75-90‘nini EPS

meydana getirmektedir [Padera, 2006].



Sekil 2.1: Biyofilm yapisi.

EPS’nin miktari ve icerigi degisik mikroorganizmalarda, degisik cevre sartlarinda
ve biyofilm olsumunun her bir evresinde farkhlik sergileyebilmektedir. Bakterinin
zemine tutunma tabiati EPS’nin kimyasal bilesimini etkileyen en onemli sebeptir.
Ornegin polianyonik bir polisakkarit olan tironik asitin ortamda bulunmasi canhlardaki
EPS’nin anyonik ozelligini fazlalastirarak kalsiyum ve magnezyum iyonlarina benzer
sekilde divalent katyonlarla etkilesime girmesine ve bu sekilde katyonik alanlarda
biyofilm vyapilarinda tutunma performansinin artmasina neden olmaktadir
[Sutherland, 2001]. Asidik polisakkarirtlerin disinda proteinler, nikleik asitler ve
lipitler de katyonik alanlara tutunmada 6nem arz etmektedir.

Bakterinin baglandigi alanin iyon vyikinidn yanisira mikroorganizmanin
cesidinin, biyofilmin olustugu cevredeki nitrojen, oksijen, besin miktari, pH ve sicaklik
gibi c¢evresel etmenlerin ve biyofilm asamalarinin da EPS’nin niceligine ve
muhteviyatina tesir ettigi bilinmektedir. Bu hal biyofilm yapilarinin degisebilir ve
etkin olduklarina delil sunmaktadir [Mayer et al., 1999].

Distk ve yuksek sicaklk, tuzun yiksek niceliklerde bulunmasi gibi birgok
durumda EPS'nin belli basl spesifik konfiglirasyonlarda bulanabildigi ortaya

konmustur. Bu spesifik konfiglirasyonlar incelendiginde biribirine i¢ ice gegmis heliks



yapilarinin olusumuna c¢okca rastlanmistir. Bu heliks yapilari meydana getiren
baglarin tlirlinln biyofilm yapilarinin elastikiyetini veya stabil olmasinda mihim rol
oynadigi diustinilmektedir [Sutherland, 2001].

Bunun yani sira birden fazla tlriin beraber meydana getirdigi biyofilm
yapilarinin gevresel stres sartlarina tek bir tir tarafindan olusturulmus biyofilm
yapilarina kiyasla daha stabil oldugu Lactobacillus plantarum ve Listeria
monocytogenes Ustlinde yapilan arastirmalar ortaya cikarmistir [Van der Veen and
Abee, 2011].

EPS Uretebilen mikroorganizmlarin diinya ylzeyinde bilinen
mikroorganizmalarin %99’undan fazla oldugu bilinmektedir. Degisik matrikslere

baslangi¢ tutunmasina yardim etmek EPS’nin en édnemli islevidir. EPS ayrica:

e Hicreye gerekli olan besinleri,eser miktardaki organik bilesikleri,iyonlari
baglamak ve ortmadaki besinin tamamen tikenmesi durumunda bakterilerin
kendilerinin veya biyofilm icinde bulunan diger tirlerin salgiladigi EPS
tabakasini parcalayarak beslenme gayesiyle kullanmalarini  saglama
[Christensen, 1989],

o Hicreleri fizksel olarak, parcalanmaya, pH degisikliklerine, biositlere,
antibiyotiklere, toksik agir metallerin meyadan getriecegi zararlara karsi
muhafaza [Ophir and Gutnick, 1994],

e Birtakim patojenik hallerde konak canlinin makrofajlarinin baglanmasi ve
antikorlarinin penetrasyonuna karsi muhafaza [Douglas, 2003],

e Biyofilm icinde varolan hiicrelerinin hiicrelerarasi porlarini besleyerek hiicreleri

birlikte tutma gibi fonksiyonlara sahiptir [Vu et al., 2009].

Biyofilmler, hiicre disi DNA (eDNA), hiicre disi polisakkaritler, amiloid fiberler,
biyofilm ile baglantili proteinler (BAP), cesitli enzimler (DNAazlar, proteazlar, hiicre
disi polisakkaritleri yikan enzimler vb.) gibi bir cok biyopolimeri yapisinda
bulundurmaktadir. Biyofilm icinde olan bu sindirim enzimlerinin biyofilmlerin

ortamda yayilabilmesine dnemli katkilarinin oldugu varsayilmaktadir.



2.2. Biyofilm Olusum Basamaklari

Biyofilm olusumu fiziksel, kimyasal ve biyolojik slrecgelerin birbirini takip
etmesiyle olusmaktadir. Biyofilm  katmaninin  olusmasindaki ilk asama
mikroorganizmalarin ylizeye yaklasmasidir [Van Loosdrecht et al., 1990]. Fakat
bundan 6ncelikle zeminin tutunmaya elverigli bir yapisinin bulunmasi gerekmektedir.
Bu slirecte suda bulunan partikiiller organik ve/veya inorganik molekiller zemine
yapisarak ince bir tabaka meydana getirerek mikrobiyal biyofilm olusumu icin zemini
elverisli hale getirmektedir (Sekil 2.2). Bu tabaka zeminin niteliklerini farkhlastirarak
mikrobiyal tutunmayi kolaylagmasini saglamaktadir [Simdes et al., 2010]. Tutunma
icin zeminle yeterli aralik olustugunda (yaklasik 1nm) mikroorganizamlar hidrofobik
ve elektrostatik etkilesimler, hidrojen ve Van der waals baglarinin kuvveti, asit-baz
etkilesimi ve sterik etkilesimler araciligiyla zemine dokunmadan spesifik olmayan bir
sekilde baglanmaktadirlar. Primer tutunmanin olusmasi i¢in hidrofobik etkilesimler
oldukca 6nemli bir yer teskil etmektedir. Ayrica ylizey cesidi, besin miktari, su akis

hizi, sicaklik pH da ylizeye baglanma da 6nem arz eder.
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Sekil 2.2: Biyofilm olusum basamaklari.

Primer tutunma donidsimli ve donlsimsiiz olarak ikiye ayrilmaktadir.
Bakterilerin bir kismi, ylizeye geri dontsimli (reversible) olarak baglanirken diger bir
kismi da ortamda bulunan besinleri kullanarak blylyip, EPS salgilayarak geri
donlsimsiiz olarak (irreversible) baglanirlar[Costerton and Stewart, 2001], [Donlan,

2002]. EPS olusturarak geri donlsliimsiiz olarak baglanan bakteriler primer



kolonizasyonu olustururlar. Olusan bu yapi mikrokoloni olarak isimlendirilmektedir
ve mikrokoloniler biyofilmin en kiigik yapi tasidir. Primer kolonilerin Urettigi EPS
katmani yeni mikroorganizamalar igin baglanma zemini olusturarak sekonder
kolonizasyon gergeklesmektedir. Bu sekilde biyofilm tepeleri olusmaktadir. Sekonder
koloniler, primer kolonilerin metabolik artiklarindan beslenmektedirler. Sonug olarak
farkh turleri icinde barindiran metabolik faaliyetlerini birarada gergeklestirerek
yasamaya adapte olmus olgun biyofilm 6beklerini olusturmaktadir. Mikrokoloniler
icersinde besinlerin aktarimi ve atik maddelerin atiimindan sorumlu su kanallari
bulunmaktadir. Olgun biyofimlerden zamanla ayrilan mikrokoloniler bazi etmenlerin
katkisiyla degisik baglanma ylzeylerine tasinabilmektedir. Bunun sonucun da yeni

biyofilm tepeleri olusumu meydana gelmektedir [Schachter, 2003].

2.3. Biyofilm Olusumu ile Quorum Sensing Haberlesme
Sistemi iliskisi

Bakterilerin yasamlarini izole poplilasyonlar olarak strdiirmedikleri, farklilasan
cevre sartlarina uyum saglamak icin kompleks hiicreler arasi iletisim mekanizmalari
kullanarak topluluklar seklinde varliklarini sirdirdikleri bilinmektedir. Bu iletisim
mekanizmasi QS seklinde isimlendirilmektedir. Farkh  bakteri tlrlerinde
biyoluminesens, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon gibi tirli fizyolojik muameleler
ile hayvan, bitki ve balik patojenleri araciliglyla meydana gelen virulens faktorlerinin
Uretimi bu iletisim mekanizmasiyla denetlenmektedir. Biyolojik proseslerden olan
biyofilm Uretimi de bu mekanizma ile denetlenmektedir [Waters and Bassler, 2005].

Genel olarak baktigimizda QS sistemi hicre disi isaretlesmeler vasitasiyla
faaliyet gostermektedir [Morikawa, 2006]. Bu sinyaller bakteriler tarafindan lokal
dagilimlarini yorumlamak gayesi icin kullanilmakdir. Bu sinyaller elverisli yogunluga
geldiginde organize bir geri bildirim sistemi calistirilarak hiicre popiilasyonundaki
fenotiplerin hizlica artmasi saglanmaktadir [Labbate et al., 2004].

QS mekanizmasi sinyal molekdilleri gram-negatif bakterilerde acil homoserin
lakton (AHL), Gram-posizitf bakterilerde ise ufak peptitler ve iki grupta da bulunabilen
‘autoinducer-2’ (Al-2) diye isimlendirilen tirli gruplardan meydana gelmektedir.

Uretilen bu molekiiller hiicre disina salglanirlar ve burda yigilirlar. Difiizyon, atim



pompalari veya 6zglin tastyicilar vasitasiyla hiicre zarindan gecmeleri saglanmaktadir.
Yeterince sinyal olustugunda ekspresyondan sorumlu gen uyarilarak gerekli Girtinler
meydana getirebilmektedir [Lazazzera and Grossman, 1998], [Hentzer et al., 2003].

QS mekanizmasinin molekillerini hiicresel metobolitlerden farkh kilan baslica
etmenler; 6zel sartlar varliginda salgilanmalari, hiicre disinda birikmeleri ve spesifik
reseptorlerce bilinmeleri, molekil miktari belli bir degere eristiginde tasarlanan bir
cevabin meydana gelmesi seklinde agiklanabilir. Birtakim QS mekanizmasi molekdlleri
bir tiire ait olabiliyorken bazi molekiiller de bir ¢cok bakteri tarafindan uretilebilmekte
ve zaman zaman 06zdes sinyal molekilu iki degisik bakteri araciligiyla kullanildiginda
bibirlerinin virulans etkenlerin uretilmesine etki edebilmektedir.

EPS salgilanarak biyofilm olusumu ve sirdirilebilirligi icin hiicre disi sinyaller
onemli rol oynamaktadir [Labbate et al., 2004]. Duisiik molekil agirhgina sahip hiicre
sinyal molekillerinin hiicreler arasi intikaline olanak saglayan ve hiicreler arasinda
etkilesimi fazlallastirmaya yardimci EPS*nin lifli ve gbzenekli yapisi, hiicre sinyal

molekdillerinin aksiyon derecesini fazlalastirabilmektedir.

2.4. Biyofilmlerin Endiistiryel Onemleri

2.4.1. Yararl Biyofilm islevleri

Mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm dogada bulunan ve insanoglu icin
saglik tehditi olusturucak bircok maddeyi inhibe edebilmektedir. Yer alti sularinin
kirlenmesinin onlenmesi, kullanilmayan petrol yataklarinin biyofilm tabakasiyla
kaplanmasiyla cevreye verebilecekleri tehdidin dnlenmesi biyofilmin bu islevine
ornek gosterilebilir. Ayrica biyofilm olusum mekanizmasindan endistride ve tipta

cesitli amaclar icin yararlaniimaktadir.

e Temizlik maddeleri, kozmetik Griinleri icin kimyasal katki maddeleri veya gida,
ilaclarda kullanilmakta olan katki maddesi olarak saflastirilmis EPS Griinlerinden
faydalanilmaktadir. EPS icerigi antijenik Ozellik tasiyan patojenik biyofilmler
saflastirilarak  sebep olduklari enfeksiyonlari 6nlemede asi  olarak

kullaniimaktadirlar.



e Mikroorganizmalar vasitasiyla maden cevherlerinden metallerin geri elde
edilmesi islemi olan biyolig isleminde biyofilmler kullanilmaktadir.

e Bitki koklerine tutunan biyofilmler bazi tarimsal bitkilere besin saglamalari
nedeniyle tarimsal liretimimin artmasina olanak saglamaktadir [Hall-Stoodley et

al., 2004].

2.4.2. Zararh Biyofilm islevleri

Cesitli  ylzeylerde olusan Dbiyofilmler sistemin saghkh ¢alismasini
engelleyebilecegi gibi saglik agisindan da risk olusturabilir. Endistriyel Gretimde de
¢ogu zaman Urinlerde bulasmalara ve bozulmalara, Giretimde kullanilan sistemlerin
hasar gérmesine ve buna bagli olarak liretimde azalmalara, enerji maliyetlerinde artisa
sebeb olabilmektedir [Elhariry, 2008]. Biyofilm olusumu su borularinin tikanmasi,
tarimsal urilnlerin tehlikeye girmesi, medikal implantlarin kontamine olmasi gibi
problemlere neden olabilir [Vo, 2010b]. Su borularinda olusan bakteriyel biyofilm
nedeniyle suyun kalitesi bozulabilmektedir.

Istenmeyen biyofilm olusumunun etkili oldugu teknolojilerden biri de Membran

biyoreaktor (MBR) teknolojisidir.

2.4.3. Biyofilm Olusumunun Kontrolii Ve Engellenmesi

Biyofilmler bircok proses (cevresel kirleticilerin biyolojik ayrismasi ya da insan
vicudu icinde olusan mikrobiyal denge) icin cok 6nemli olmasina ragmen gida,
biyomedikal, ¢cevresel ve endustriyel alanlarda istenmeyen ciddi problemlere yol
acmaktadirlar. Bazi proseslerde biyofilm olusumu kamu sagligini tehdit eden cevre
sorunlarina, Uretim ekipman ve bakim maliyetlerinin artmasi gibi etkilere sebep
olabilmektedir. Biyofilm kontrolii icin kullanilan glincel yontemlerin bazi kisitlamalari
bulunmaktadir. Yiksek maliyet, ylizeyden biyofilmi gidermede vyeterince etkili
olamama, ve direncli mikroorganizmalarin olusmasina neden olma bu kisitlamalar
arasinda sayilabilir. istenmeyen biyofilm kontrolii genellikle biyosit ve yiizey aktif
maddeleri gibi antimikrobiyal 06zeliklere sahip kimyasal durinlerin kullanimini
icermektedir. Bu driinler cevreye zararli olabilecegi icin  disik miktarlarda

kullanilmalar gerekmektedir. Ayrica simdiye kadar kullanilan biyosidal rinlerin



mikroorganizmalar lzerinde tamamen etkili olmadigi gorilmistir. Buna ek olarak
mikroorganizmalar bu Urlinlere karsi direng gelistirebilmektedir. Son on yildir etkili
dezenfektan Urinlerinin olusturdugu yan drinlerin ciddi halk saghgl ve cevre
sorunlari olusturabilecegine dair ikilemler olusmustur [Ferreira et al., 2010]. Biyofilm
kontroliinde yasanilan bu sorunlar nedeniyle yeni yaklasimlar gelistirilmektedir.

Asagida bu yeni teknolojilere érnekler verilmistir:

o Titresimli elektriksel alanlar; diisik voltaj (-0.5 ile 5 volt arasinda) elektriksel
uyarimlarin uygulanmasi P.aeruginosa’nin biyofilm gelisimini engelledigi Perez-
Roa ve digerleri tarafindan 2006 yilinda gosterilmistir.

o Fiziksel ve kimyasal ylzey modifikasyonlari; Tim malzemeler hava, nem yada
farkl cevresel kosullara maruz kaldigi i¢in bakteriyel kontaminasyonla karsi
karsiya kalmaktadir. Spesifik olarak katyonik yan zincir ile polimetaktrilat
tlrevinin uygulamasi ile gergeklestirilen ylizey modifikasyonu sayesinde
antimikrobiyel ve hidroliz sonucu kirlenmeme 6zelligini bir arada bulunduran
bir kaplama teknolojisi gelistirilmistir. Cheng ve arkadaslari (2008) kaplamanin
hidroliz oraninin ayarlanmasiyla bu teknolojinin viicuda vyerlestirilen tibbi
cihazlara uyarlanabilecegini bildirmistir [Cheng et al., 2008].

e P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilm nitrik oksit tarafindan
uzaklastirildigl belirlenmistir [Romeo, 2006]. Nitrik oksitin etkinligi Gram (+)
patojenlerde de gorilmistir. Nitrit kaynakh stres, Staphylococcus aureus ve S.
epidermidis’in hiicrelerarasi yapiskan polisakkarit sentezini azalttigi icin
biyofilm olusumunu da azaltmaktadir. Nitrit oksit stpUriicilerin (scavengers)
biyofilm olusumunu indirgedigi gorilmis ve Staphylococcus aureus igin aktif
molekil olarak belirlenmistir [Schlag et al., 2007].

e Biyolojik yontemler; Bakteriyofajlar ve biyofilm iliskisiyle ilgili yapilan
calismalar, bakteriyofajlarin enfekte olmus biyofilm hiicrelerini ve EPS
tabakasini parcalayabildigini gostermistir [Doolittle et al., 1995]. Bakteriyel
biyofilmler ile bakteriyofajlar arasindaki etkilesimi izlemek icin floresan ve
kromojenik problar kullanilmaktadir [Hughes et al., 1998].

e Glukoz oksidazin biyofilm tizerinde diger enzimlerle birlikte kullanildiginda etkili

oldugu bildirilmistir [Johansen et al., 1997]. Johonsen ve arkadaslari tarafindan
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yapilan ¢alismada polisakkarit hidroliz enziminin biyofilm tabakasini parcaladigi
fakat 6nemli bir bakterisidal etkisinin olmadigi gosterilmistir.

Lu ve digerleri, biyofilm pargalayici enzimler ekleyerek yeni bakteriyofajlar
tasarlamiglardir ve bu enzimtaik bakteriyofaj stratejisinin enzim etkinligi
olmayan bakteriyofajlara gore daha cok biyofilm giderimi gerceklestirdigini
gostermislerdir [Lu and Collins, 2007].

Bazi bakteriler P. aeruginosa de dahil olmak lizere 6nemli miktarda hicre disi
DNA (eDNA) salgilamaktadir. eDNA biyofilm stabilitesi icin énemli bir isleve
sahiptir. Yapilan ¢alismalarda DNase | eklenmesi biyofilmin dagilmasina neden
oldugu gorulmdistir; DNase | uygulamasi P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
akcigerde olusturdugu kistik fibroz (CF) tedavisinde de kullaniimaktadir. eDNA
kesfinin P. aeruginosa enfeksiyonlarinda biyofilmi azaltmak igin vyararl

oldugunu duslindiirmektedir [Whitchurch et al., 2002].
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3. MEMBRAN BIiYOREAKTORLER VE MEMBRAN
KIRLENMELERI

Biyofilm olusumunun etkili oldugu teknolojilerden biri olan MBR teknolojisi
aktif camurdaki biyolojik parcalanma prosesi ile direk olarak kati-sivi ayrimi islemini
membran filtrasyonu kullanarak birlestiren bir teknolojidir. Su aritimi ve diger ayirma
proseslerinde yayginlikla tercih edilmektedir. MBR sistemi mikro veya ultrafiltrasyon
membran teknolojilerinin kullanimiyla (por buyiklGgi 0.05-0.4 um arasinda degisen)
bakteri floklarinin ve tim askidaki katilarin fiziksel olarak biyoreaktérde kalmasini
saglar. Bu ylizden MBR konvansiyonel aritim sistemlerine kiyasla bir ¢ok avantaja
sahiptir. ilk MBR ¢camur bekleme siirelerinin (SRT) 100 giin kadar oldugu ve karisim
sivisindaki askida kati miktarinin (MLSS) 30 g/l oldugu kosullarda cahsirken,
glinimuzdeki uygulamalar daha distik SRT (10-20 giin) ile daha kolay idare edilebilen
bir MLSS (10-15 g/L) eldesi saglar. Bu yeni isletim kosullari sayesinde MBR’lerdeki
kirlenme problemi azalmaya baslamis ve membranin daha az temizlenmesi sayesinde
sistemin bakimi kolaylasmistir.

Biyoreaktorde SRT (solid retention time, camur bekleme siresi: F/M orani)
biyomas 06zelligini degistiren en 6nemli parametrelerden biridir, ve kirlenmeyi
etkileyen en oOnemli parametredir. Yiksek SRT da calistirilmasi MLSS
konsantrasyonunu artirir ancak bu her zaman membranin daha g¢abuk tikanacagi
anlamina gelmez. Tam tersine ¢cok diistik SRT da ¢alismak (2 gin gibi, F/M orani 2.4
gK0i/gMLVSS/giin, MLSS 7.8-6.9 g/l) membrani daha cabuk tikayabilir. Dolayisyla en
uygun F/M oranini 0.5 olarak belirlenmistir. Cok diisik SRT da membranin daha ¢abuk
tikanmasinin sebebi ise diisiik besin varliginda fazla EPS Uretimine baglanmistir [Le-
Clech et al., 2006].

Gunlimuzde daha siki atik kontrolli, membran fiyatlarindaki diisiis ve suyun
tekrar kullanimina yonelik girisimler nedeniyle MBR belediye ve endistriyel
uygulamalarda atiksu aritimi icin yayginlikla kullanilmaktadirlar. Ancak membranin
kirlenmesi (membrane fouling) (Sekil 3.1) MBR’lerin hizli ticarilesmesinin 6niine
gecen bir engellerdir. Membran biyoreaktoérlerdeki fouling problemi membranlarin
porlarinin tikanmasi veya membran Uzerinde ¢camur yigilmasindan kaynaklanan akis

azalmasi veya transmembran basincinin artmasina baglanabilir. Kirlenmis
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membanlarin temizlenmesi veya degistiriimesi isletim maliyetini ylkselten bir
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Sekil 3.1: Membran Tikanmasi.

Membranlarin kirlenme probleminin 6niline gecmek icin bircok yontem
denenmistir. Dasuk akisla isletim, membranin modifikasyonu, geri yikama, kimyasal
temizleme ve iri baloncuklu havalandirma bu yontemler arasinda sayilabilir. Ancak
membran ylzeyindeki biyofouling biyolojik sistemin dogasi geregi kacinilmazdir
[Mafirad et al., 2011]. Tikanmis membranlarin sik sik temizlenmesi ve degistirilmesi
proses maliyetinin yikselmesine neden olmaktadir. Membran kirlenmesinin 6niine
gecmek amaciyla simdiye degin bircok calisma yapilmistir.

Lee and Yeon biyofilmin neden oldugu biyolojik kirlenmenin (biofouling)
inhibisyonu igin gelistirmis olduklari teknigin patentini almislardir. Bu teknikte QS
mekanizmasini bozan bir enzim tasiyan bir manyetik tasiyici ile reaktér enzim aktivite

kaybi ve inaktivasyonu olmadan stabil bir sekilde isletilmistir [Lee and Yeon, 2011].

3.1. Membran Kirlenmesinin Azaltiimasi

Membran kirlenmesinin 6nline gegmek amaciyla farkli temizleme yéntemleri
uygulanir, bunlardan en yaygin kullanilanlarindan biri olan geri yikama membrani geri

doénistmli olarak tikayan materyallerin temizlenmesi ve membranin rahatlatilmasi
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icin etkin bir yontemdir. Ancak geri dénistimsiz kirlenmeler oldukga geri yikama
yetersiz kalmaktadir. Membrana geri donlslimsliz yapisan bu maddelerden
kurtulmak amaciyla kimyasal ajanlarla glinlik yikama, kimyasal miktarinin artirildigi
haftalik veya aylik yikamalar yapilir. Organik maddeler igin sodium hipoklorit
inorganikler igin ise sitrik asit en yaygin kullanilan kimyasal temizleme ajanlaridir.
Membranin kirlenmesini onlemek veya azaltmak amaciyla degisik stratejiler
uygulanmaktadir. Ornegin membranin yapisinin  kimyasal modifikasyonlarla
degistiriimesi ve membranin daha hidrofilik hale getirilmesi (oksijen veya nitrojen
gruplari eklenmesiyle) veya TiO; nanopartikillerinin eklenmesiyle filtrasyon yeterliligi
artinlmis membranlar tGretmek mimkin olmustur (kirlenme nedeniyle gelisen aki
disist azaltilmistir). Diger c¢oziimler ise havalandirmanin ve akis hizinin
ayarlanmasidir. Bir gok MBR hizli kirlenmeyi 6nlemek amaciyla disiik akis hizlarinda
cahistinlmaktadir. Biyomas 6zelligi koagulant veya flokulant eklenerek degistirilebilir.
Alum, ferric klorid veya zeolit eklenerek floklarin membrana yapismamasi saglanabilir

[Le-Clech et al., 2006].

3.2. Membran Kirlenmesini Geciktirmeye Yonelik Biyolojik
Yontemler

Kullanilan geleneksel metodlar (6rnegin yilizeyin modifikasyonu, isletim
parametrelerinin kontroli, dizenli fiziksel ve kimyasal yikama gibi) fiziko-kimyasal
prensiplere dayalidir ve enerji isteyen islemlerdir. Ginlimizde mikrobiyel yapismanin
ve kirlenmenin engellenmesi amaciyla ¢esitli biyolojik yontemler de gelistirilmektedir.
Xiong ve Liu (2010) derlemesinde bu biyolojik yontemleri detayl olarak aciklamistir.
Bu yontemler QS mekanizmasinin inhibisyonu, nitrik oksit kullanimi, EPS’'nin
enzimatik bozulmasi, bakteri hiicre duvarinin enzimatik olarak pargalanmasi ve
bakterileri parcalayan bazi virlslerin kullaniimasina dayali yontemler seklinde
siralanabilir [Xiong and Liu, 2010]. Bu biyolojik yontemler arasinda bu tez
kapsamindaki uygulamaya en yakin yontem bakteriyofaj kullanimidir. Bakteriyofaj
kullanimi Goldman tarafindan 2009 yilinda calisilmistir. Bu calismada steril edilmis
atiksu 6rnegine Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter johnsonii ve Bacillus subtilis

bakterileri tek baslarina veya kombine halde ekilmistir. Bakteriyofaj varken ve yokken
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yapilan ultrafiltrasyonda bakterileri parcalayan bakteriyofajlarin  membran
gecirgenligini 2.5 kat arttigl saptanmistir [Goldman et al., 2009]. Bakteriyofajlarin en
onemli dezavantajlarindan biri konakgilarinin gok spesifik olmasidir. Etkin bir lizis igin
bircok fajin Uretilip ortama eklenmesi gerekmektedir.

Bakteriyofaj yerine B. bacteriovorus bakterisinin kullanimi daha avantajli bir
yontem gibi gériinmektedir. Clinkl bu bakteriler 6l bakterilerle bile beslenebilirler
ve gram negatif cogu bakteriyi parcalayabilirler. B. bacteriovorus bir cok gram negatif
bakteriyi av olarak kullanabilmektedir. Ayrica, bu avci bakterinin av olarak segtigi
bakterilerin biyofilmdeki konsantrasyonlarinin da azalmasini sagladigi gortlmustir

[Dashiff et al., 2011].
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4. BDELLOVIBRIO BACTERIOVORUS

B. bacteriovorus 1962 yilinda Stolp ve Petzhold tarafindan kesfedilmistir. Isik
mikroskobu altinda kiicik, oldukca hareketli ve spiral sekilli hiicreler gdzlemislerdir
[Stolp, 1973]. B. bacteriovorus gram negatif bakterilerle beslenen 0,2-0,5 um X 0,5-
2,5 um boyutlarinda Gram (-) kiglk bir bakteridir [Ruby, 1992]. B. bacteriovorus
mezofilik bir bakterirdir. Optiumum biyime sicakligi 28°C-30°C’dir. Bazi deniz suslari
6°C’de ve 37°C lzerindeki sicakhklarda da blyuyebilir.

B. bacteriovorus avinin periplazmasina girer ve avin binyesinde bulunan
metabolitleri besin maddesi olarak kullanirak ¢ogalirlar. Bu bakteriler biyuk bir
genaoma sahiptirler (3,8 Mb); diger bakterileri konakg¢i olarak kullanmalarina ve
boyut olarak kiicliik olmalarina karsin baska parazitik bakteriler gibi genlerini
kaybetmemislerdir. B. bacteriovorus parazitik olmaktan ¢ok avci gibi davranir ve 15
dk icinde avini 6ldirdr, uzun sire avin icinde yasamini sirdiirmez. Konakgiya bagimli
(HD:host dependent), ve bagimsiz (HI: host independent) formlari olabilir, 6zellikle
zengin besin sartlarinda HI formda bulunabilirler.

B. bacteriovorus yasam donglsu iki fazlidir. Serbest ylizme saldiri asamasi ve
bliyime fazi olarak adlandirilmaktadir. Serbest ylizme saldiri asamasinda B.
bacteriovorus etrafta Gram(-) bir bakteri bulmak icin ylizer [Rittenberg and Hespell,
1975]. Dogru hedefle karsilastigi zaman B. bacteriovorus av hiicresine yapisir ve av
hiicre periplazmasinin icinde ¢ogalmaya baslar. Av hiicresi ve icinde blylyen B.
bacteriovorus bdelloplasti olusturur. B. bacteriovorus av hiicre igerisindeki besinleri
kullanarak bliyime ve bolinmesini gerceklestirir. Av hicresindeki besinlerin
tikenmesi sonucunda bdelloplast pargalanir ve ¢ogalan yeni B. bacteriovorus yeni

dongiler baslatmak tzere cevreye salinirlar [Vo, 2010a].

4.1. B. bacteriovorus Yasam Dongiisli

B. bacteriovorus’un yasam donglisi (Sekil 4.1) iki fazdan olusmaktadir. Bu

fazlar; saldiri ve biylme fazi olarak adlandiriilmaktadir.
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Sekil 4.1: B. bacteriovorus Yasam Donguisu.

4.1.1. Saldiri Fazi

Saldiri asamasinda B. bacteriovorus av belirlemek igin etrafta yuzer.
Thomashow ve Rittenberg, (1985) B. bacteriovorus’ un komplike ve kararkteristik bir
flagellaya sahip oldugunu go6zlemlemislerdir. Bu flagellalar bircok proteinden
meydana gelmektedir. Thomashow ve Rittenberg B. bacteriovorus flagellasinin alti
farkl flagella filament proteinine sahip oldugunu bulmustur. Fakat sadece bir tane
flagella tutunma, hareketlilik ve avlanma icin gereklidir. Bu 6zellik B. bacteriovorus
¢ok hizh hareket etmesini ve gerektiginide flagelladan vazgecgebilmesini
saglamaktadir [Lambert et al., 2006]. B. bacteriovorus’un bir hiicreye yapistiginda
avini tanimak i¢in kisa bir stresi oldugu goriilmektedir[Shilo, 1969]. B. bacteriovorus
dogru hiicreye baglanmadigini (Gram pozitif bakteri) birka¢ saniye icinde farkina
varabilir. Hlcre ylizeyinden ayrilir ve yiizerek ordan uzaklasir. B. bacteriovorus Gram
negatif bir bakteriyle karsilastiginda ise saldiri girisimine baslamaktadir. Bu sireg
genellikle 5-10 dakika sirmektedir. B. bacteriovorus’un flagellasi distiikten sonra
penetrasyon kutubu Ustinde ekspresyonu gerceklesen pilus benzeri elyaf yapisi
kullanarak hiicre ylizeyine yapistigl 6ne slrtlmustur.

B. bacteriovorus ve av hiicresinin arasindaki carpisma dis membranin
dizlesmesiile sonuclanir. Avina siki baglanmasi sonucunda av hiicresinin hiicre duvari

zayiflar. Ozmotik kuvvetlere duyarl olan duvar av hiicresi iginde siskin bir alan
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olusturur [Abram et al., 1974]. B. bacteriovorus av hiicresi icine girdiginde av hiicre
duvarindaki bosluk kapatilir. Bu noktadan sonra B. bacteriovorus biyime fazina

gecmeye hazirdir [Thomashow and Rittenberg, 1978].

4.1.2. Buyume Fazi

B. bacteriovorus periplazma iginde hicrelerinin goglamasini hazirimak lzere
biiyiime fazinin ilk 30 dakikasini kullanir. ilk yapilan ¢alismalarda B. bacteriovorus av
hicresinde membran ile hiicre duvari arasindaki tim alani kaplamasina gerek
olmadigi belirtilmistir [Scherff et al., 1966].

Avci B. bacteriovorus peptidoglikan yapidaki kimyasal modifikasyon sonucunda
av hicrelerinde toplanmaya baslar. B. bacteriovorus‘un av hiicresi icindeki boyutu
icinde bulundugu yasam donglsliniin evresine baglidir. Av hiicresinin besinlerini
tamamen kullanan B. bacteriovorus orijinal boyutuna en fazla 3-4 saatte ulasir [Starr
and Baigent, 1966]. Av hiicresi icinde uzun siire kalirsa B. bacteriovorus daha fazla
biyliyebilmektedir. istatiksel olarak tek bir E. coli av hiicresinden 3-6 arasinda B.
bacteriovorus hiicresi meydana gelmektedir. Daha biylk av hiicrelerinden daha fazla
B. bacteriovorus uretilir. Biylime fazinin 45. dakikasinda B. bacteriovorus DNA
replikasyonunu baslatir. B. bacteriovorus kendi biyosentezi ve Ulremesi icin av
hicresinin  makromolekdllerini  kullanir. Av hicresinin  DNA’sini kesmek igin
endoniikleaz ve egzoniikleaz salgidigini Matin ve Rittenberg (1972) gézlemlemistir. B.
bacteriovorus genom replikasyonu tamamlanana kadar av hicresinin
deoksiribontkleotidleri B. bacteriovorus tarafindan kendi DNA’si icine dahil edilir. Bu
noktada av hicresinin stoplazmasi ¢ok daginik ve ciddi bir sekilde hasar gérmustiir.
Av molekiillerinin bozulmasiyla birlikte, avcl hicre ATP sentezi, uzun lifli hiicre
Uretimi ve hiicrenin bollinmesiyle pek ¢ok sayida yeni hiicre olusumu ayni anda
meydana gelmektedir. Olusan yeni hiicreler flagellari olusana ve av hiicresi icindeki
tim besinler tiikenene kadar av hiicresinde kalir. Son olarak bdelloplast pargalanir ve
olusan hiicreler cevreye dagilir. Yeni hiicreler serbest ylizme ve saldiri fazi haline

gecerek yeni hedeflerini istila etmek icin hazirdirlar [Varon and Shilo, 1968].
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4.2. Konakgi-Bagimsiz (HI: Host independent) B.
bacteriovorus

B. bacteriovorus konakglya bagiml (HD: host dependent) yasam tarzi
sergilemesine ragmen, konakgiya bagimsiz (HI: host independent) yasam tarzi da
gosterebilmektedir. Konakgiya bagimli B. bacteriovorus icin yiksek av yogunlugu
gerektirirken konakgiya bagimsiz B. bacteriovorus igin ortamda yuksek besin miktari
gereklidir ve konakgiya bagimli B. bacteriovorus’ a gore on kat daha fazla bliytyebilir
[Cotter and Thomashow, 1992].

B. bacteriovorus ¢ogunlukla avci yasam tarzina kilitli durumdadir ve HI fazinda

fazla bulunmaz [Sockett, 2008].

4.3. B.bacteriovorus Litik Enzimleri

B. bacteriovorus istila sirasinda av olan hiicrenin yapisinda énemli degisikliklere
neden olur. Bu degisikliklerin hepsi tam olarak bilinmemektedir. Avci hiicre avinin dis
zarinl ve peptidoglikan tabakayr oncelikle yaplyl parcalamadan modifiye eder,
modifikasyonda glikanazlar, deasetilazlar, peptidazlar ve lipopolisakkaridazlar rol
oynar [Rittenberg and Hespell, 1975], [Ruby, 1992]. Modifikasyon ve saldiri istila
edilen hicrenin seklini ve diger karakteristik Ozelliklerini degistirir ve hiicre
yuvarlaklasip sismeye baslar [Tudor et al., 1990]. B. bacteriovorus avin i¢ zarini da
modifiye eder, boylece degredatif enzimlerin ve parcalanmis materyallerin av ve avci
sitoplazmasi arasindaki transferi saglanir [Pritchard et al., 1975], [Rittenberg and
Langley, 1975], [Saier, 1994], [NUfez et al., 2003]. B. bacteriovorus‘un avini 6ldirmek
icin proteaz ve nukleaz gibi ekstraseliiler enzimler salgiladiklari bilinmektedir [Saier,
1994]. Penetrasyon mekanizmasini detayli inceleyen Burnham, Hashimoto ve Conti
(1968), konakg¢i veya av olan hiicrenin parcalanabilmesi icin hem fiziksel hem de
enzimatik aktivitenin islevinin oldugunu belirtmislerdir. Aktif B. bacteriovorus kiltlr(
ve ayni zamanda kiltir supernantinin (¢coktlirme veya filtrasyonla hiicrelerden
arindirilmis) bir alg ttrd olan Oscillatoria hicrelerini parcalayabildigi Burnham
tarafindan 1977 yilinda yapilan calismalarda gosterilmistir. Bu parcalanmaya biylik

Olclide B. bacteriovorus’un salgiladigl enzimler sebep olmaktadir. Parcalanmayi
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sitoplazmik hiicre iceriginin kaybi ve hiicre duvarinin ¢éziinmesi takip etmektedir
[Burnham et al., 1968].

Teropatik amagla gelistirilen membranlarin antimikrobiyel ve enzimatik etkiye
sahip olmalari istenen bir 6zelliktir. Bu tip materyallerin fabrikasyonu antimikrobiyel
maddeler ve enzimlerin polimerin yapisina immobilizasyonu ile saglanabilir. Ancak
polimer sistemi ve immobilizasyon protokolu bu biyolojik aktiviteyi etki eden 6nemli
bir parametredir. Yudonova et al., (2000) pordz yapiya sahip Proteaz C enzimi iceren
polivinil alkol film membran gelistirmislerdir. Biyolojik olarak aktif madde igeren film
ylzeylerinin gelistirilmesi sirasinda kullanilan maddelerin biyolojik aktiviteye zarar

vermeyecek sekilde fabrikasyonunun ¢cok dnemli olduguna da dikkat cekmislerdir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Kullanilan Mikroorganizmalarin Uretimi

E. coli S17 ve B. bacteriovorus Nothingam Universitesi 6gretim Uyesi Liz
Sockett’ten temin edilmistir. E.coli S17, B. bacteriovorus’ un Uretimi icin av bakteri
olarak kullanilmistir. Hiicreler Nutrient agar (maya 6zt 3 g/L, pepton 5 g/L, NaCl 5
g/L, agar 15 g/L) tizerinde Uretilip saklanmistir.

E. coli hicreleri bir giin 6nceden NA (Nutrient Agar)’a ekildi. Daha sonra
hicreler toplanarak HM tamponuna (10mM Hepes, 0,1mM MgCl,, 1mM CaCl;
pH:7.2), ODeoo absorbans degeri 0.3-0.4 olacak sekilde eklenir. Onceden iiretilmis
olan B. bacteriovorus hiicreleri bu karisima eklenir. Hiicreler 29° C'de 180 rpmde
calkalanarak 2-3 gilin inkiibasyona birakilir, absorbans degerindeki azalma (0.1-0.05
civarina dislts) B. bacteriovorus hicrelerinin E.coli hiicrelerini pargaladigini
gostermistir. Hazirlanan her yeni kiltir ile birlikte bir kontrol kiiltlirt de baslatiimistir.
Kontrol kultiriine ayni miktarda E. coli eklenir ancak B. bacteriovorus yerine ayni

hacimde tampon eklenmistir.

( kontrol ) _ (B. bacteriovorus)
_ biyokiitlesi biyokiitlesi £ 100 (5.1)
( kontrol )

biyokiitlesi

(% B.bacterivorus )
hiicre pargalamasi

Burada t, zaman (glin); biyokiitle ise kuru hicre agirligini (mg) ifade etmektedir.

5.2. Besiyeri Ve Ortam Kosullarinin B. bacteriovorus
Aktivitesine Etkisi

B. bacteriovorus aktivitesine etkisi olabilcek ortam kosullari asagidaki gibi

belirlenip uygun deney setleri hazilanmistir.

e Av Hicre (E.coli) Konsantrasyonu; NA Uzerindeki E.coli hiicreleri toplanarak
konsantrasyonlari sirasiyla ODggo 0.17, 0.50, 0.65, 0.76 olacak sekilde HM

tamponunda ¢6zdirilmustir. Her bir konsantrasyon igin ayni miktarda B.
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bacteriovorus asi olarak eklenmistir. Her bir konsantrasyon icin kontrol kiilt(ir{
de baslatilmistir. Hiicreler 29° C'de 180 rpmde calkalanarak inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun 3. giinii ve 5. giiniin de ODeoo ‘de absorbans
degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

Av Hiicre (E.coli) Yasi; Uretilen E.coli hiicreleri 1 giin, 4 giin, 8 giin ve 20 giin
oda sicakliginda bekletildikten sonra her bir petriden ayri ayri E.coli hiicreleri
toplanmistir. ODeoo‘de absorbansi 0,27 olacak sekilde HM tamponuna
eklenmigtir. Her bir konsantrasyon igin ayni B. bacteriovorus asisi eklenmistir.
B. bacteriovorus asi kulturi 1/10 oraninda eklenmistir. Her bir konsantrasyon
icin kontrol kiltlri de baslatilmistir. Kontrollere B. bacteriovorus asi kiltlri
miktari kadar HM tamponu eklenmistir. Hicreler 29° C' de 180 rpmde
calkalanarak inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 1, 2 ve 3. giiniinde ODegoo
‘de absorbans degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

B. bacteriovorus Hiicre Yasi; E.coli S17 hicreleri bir glin 6nceden NA'ya
ekilmistir. Hicreler petriden alinarak ODeoo ‘de absorbansi 0,27 olacak sekilde
HM tamponuna eklenmistir. Bu sekilde yedi numune hazirlanmistir. Alti tane
numune farkli yaslara sahip B. bacteriovorus asi kiltirleri (3 saat, 1 giin, 2 gln,
8 guin, 15 glin, 35 glin) icermistir. B. bacteriovorus as! kilturleri 1/10 oraninda
eklenmistir. Kontrole B. bacteriovorus asi kiltiri oraninda HM tamponu
eklenmistir. Hicreler 29° C' de 180 rpmde calkalanarak inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyonun 1, 2 ve 3. giiniinde spektrofotmetrede ODgoo ‘de
absorbans degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

Farkli Tamponlar; Av hiicre (E.coli) konsantrasyonu ODggo 0.26-0.28 arasinda
olacak sekilde Tris tamponu (0,05M 0,02M MgCl, 0,015M CaCl;), HM tamponu
(0,01M 0,21mM MgCl, 1mM CaCl, ), Pbs tamponu (0.01M 0,1mM MgCl,, 1ImM
CaClz) ve Nutrient Broth (NB) NB/10, NB/30, NB/50 (0,1mM MgCl,, imM CaCl,
) icine eklenmistir. Kultir yasi 3 glin olan B. bacteriovorus 1/10 orani olacak
sekilde eklenmistir. Her biri icin kontrol de baslatilmistir. Kontroller B.
bacteriovorus iceremeyen ancak av bakterisi iceren tamponlardir. Kilturler 29°

C’ de 180 rpmde calkalanarak inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 1, 2 ve
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3. gliniinde ODsgo ‘de absorbans degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi
hesaplanmistir.

Farkli Mineral Konsantrasyonlari; B. bacteriovorus Uretiminde kullanilan HM
tamponun icerdigi minerallerden MgCl, (0,1mM) konsantrasyonu sabit
tutularak, CaCl, konsantrasyonu sirasiyla 10mM, 5mM, 0,1mM, 0,01mM olucak
sekilde tampon c¢ozeltiler hazirlanmistir. Ayrica CaCl; (1mM) konsantrasyonu
sabit tutularak, MgCl, konsantrasyonu sirasiyla 1mM, 0,5mM, 0,1mM, 0,01mM,
0,001mM olacak sekilde tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu tamponlara av
hiicresi ve B. bacteriovorus gerekli oranlarda eklenmis ve kiiltiirler 29° C’' de 180
romde calkalanarak inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 1, 2, 3 ve 4.
glintinde spektrofotometrede ODeoo ‘de absorbans degerleri okunmustur ve B.
bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

Sicaklik; 5.1 Kullanilan Mikroorganizmalarin Uretimi basliginda verildigi gibi av
hicre (E.coliy HM tamponuna eklenmistir. 3 glnlik B. bacteriovorus asi
kiltiriden eklendikten sonra inklibasyon sicakhgi sirasiyla 26°C, 29°C, 32°C,
35°C olacak seklide ayarlanmistir. inkiibasyonun 3 ve 5. giiniinde ODgoo ‘de
absorbans degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

pH; B. bacteriovorus hiicrelerinin iretiminde kullanilan HM tamponun pH’si ilk
Oonce 6.5, 7.2, 7.5, 8.0 olucak sekilde hazirlanmistir ve av ve avci bakteri ekimi
yapildiktan sonra inklibasyonun 1, 2, ve 3. glini ODeoo ‘de absorbans degerleri
okunup B.bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

B. bacteriovorus Asisinin  Av Hucrelerinden (E.Coli) Temizlenmesi; B.
bacteriovorus hicrelerini tGretmek icin kullanilan B. bacteriovorus asi kiiltir(
0.45 um, 1.2um por c¢apina sahip filterelerden gecirilmistir. Bir glin dnceden
ekilen av hiicresi (E.coli) konsantrasyonu ODggo 0.27-0.28 olacak sekilde HM
tamponuna eklenmistir. B. bacteriovorus asi kiltlrl olarak kultiir yast 3 glin
olan filtrelerden gecirdigimiz kultirler ve filtreden gecirmedigimiz kultir
eklenmistir. inkiibasyonun 5. saati, 1., 2. ve 3. giinii ODego ‘de absorbans

degerleri okunup B. bacteriovorus aktivitesi hesaplanmistir.

Asagida besiyeri ve ortam kosullari deneyleri Tablo 5.1’de gosterilmistir.
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Tablo 5.1: Besi yeri ve ortam kosullarinin B. bacteriovorus aktivisine etkisini

arastirmak icin yapilan deneyler.

Deney | E.coli E.coli | B.bacteriovorus | Tampon | Mineral Sicakhk pH Filtrasyon
seti Konsantrasyonu | yasi kaltar yasl Konstrasyonu (°C)
(ODso0o) (Gun) | (Gun) (mM)
1. 0,17 1 3 HM 0,1 MgCl, 29 7,2 -
0,50 1 CaCly
0,65
0,76
2. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl, 29 7,2 -
4 1 CaCl;
8
20
3. 0,26-0,30 1 3 saat HM 0,1 MgCl, 29 7,2 -
1 1 CaCl,
2
8
15
35
4. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl, 29 7,2 -
Tris 1 caCl,
Pbs
NB/10
NB/30
NB/50
5. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl 29 7,2 -
10 CaCl,
5 CaCl,
0,1 CaCl
0,01 CaCl,
6. 0,26-0,30 1 3 HM 1 CaCly 29 7,2 -
0,5 MgCl,
0,1 MgCl,
0,01 MgCl,
0,001 MgCl,
7. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl, 26 7,2 -
1 CaCl, 29
32
35
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Tablo 5.1: Devam.

8. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl, 29 6,5

1 CaCl, 7,2

7,5

8,0

8,6

8,8

9. 0,26-0,30 1 3 HM 0,1 MgCl, 29 7,2
1 CaCl, 1,2um
0,45um

5.3. B. bacteriovorus Hiicrelerinin ve B. bacteriovorus Hiicre
Oziitiiniin Biyofilm Giderimine Etkisi

Laboratuvarda stabil hale getirilmis aktif camur tankindan alinan numune 5 dk
bekletildikten sonra supernatant kismi biyofilm olusturmak amaciyla kullanilmistir. E.
coli biyofilm olusumu icin 24 saatlik E. coli kiltiirt kullanilmistir. Bu numunelerden
230ul alinarak 96 kuyucuklu polistiren plakalara eklenmistir. Biyofilm olusumu igin (3
saat - 3 glin arasinda degisen sirelerde) 30°C'de inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra kuyucuklar su ile iki kez yikandiktan sonra kalan biyofilm tabakanin Gzerine B.
bacteriovorus veya B. bacteriovorus hiicre 6zitl eklenmistir. Kontrol olarak ise HM
tamponu eklenerek 30°C de degisik sirelerde bekletilmistir. Bu sekilde bekletilen
kuyucuklar 6nce gesme suyuyla 2 kere yikanmistir, kurutulduktan sonra %1’lik kristal
violet ¢ozeltisi (1ml kristal violet, 99ml distile su) ile tekrar yikanmistir. 5 dakika kristal
violette bekletildikten sonra kuyucuklar c¢esme suyuyla 2 kere yikanarak
kurutulmustur. icine 70:30 etanol:aseton karisimi eklenmistir. 20-30 dk beklendikten

sonra 570 nm’de absorbans degerleri okunmustur.

5.3.1. B. bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin Hazirlanmasi

B. bacteriovorus hiicre kiltiri 0.45 um porlu steril filtreden gegirilip E.coli
hiicreleri uzaklastirildiktan sonra 7000 rpm de 20 dk c¢oktirilmustir. Pellette
toplanan htcreler PBS tamponunda (pH: 7.2 1X NaCl 8g/L, KCI 0.2g/L, Na;HPO4
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1.44g/L, KH,POs 0.24g/L) c¢oOzuldikten sonra homojenizator aracihglyla buzda
tutularak parcalanmistir. Parcalanmis hiicre solusyonu 10000 rpm’de 10 dakika
coktirilerek hiicre kalintilari dibe ¢dkmesi saglanmistir. Enzimlerce zengin

sipernatant kismi -30 °C’de saklanmustir.

5.4. B. bacteriovorus’un Biyofilm Olusumunu Engelleme
Etkisi

Camur beher icinde 5 dakika c¢cokmesi beklenmistir. Daha sonra Ustteki
supernatant alinmis ve 190ul supernatant, 40 ul B.Bacteriovorus hiicre 0ziiti
birbirine karistirilarak 96 kuyucuklu polisitren plakalara eklenmistir. Deney 30°C ve
37°C ‘de 3 saat inklbasyona birakilarak gerceklestirilmistir. 3 saat sonunda 2 kez
cesme suyuyla yikanan plaklar kurutulduktan sonra plakalarda olusan biyofilm %1’lik
krsital violet ile 5 dakika boyanmistir. 2 kez cesme suyuyla yikanip fazla olan krsital
violet ortamdan uzaklastirilmistir. Son olarak 70:30 ethanol:aseton karisimi plakalara

eklenip 30 dakika beklenmistir. Spektrofotometrede ODs7;o nm’de absorbans

degerleri okunmustur.

5.5. B. bacteriovorus Hiicre Oztiiniin Membran Kirlenmesini
Giderme Etkisinin Dead End Sistemi Kullanilarak incelenmesi

Deneylerde Sterlitech Corporation dead-end membran sistem (model HP4750,
USA) kullaniimistir (Sekil 5.1). Tam karisimh hicrenin toplam hacmi 300 mL,
kullanilabilen membran alani ise 14,6 cm?dir. Membran Dead-End hiicrenin tas
filtresi Gzerine yerlestirilir. Hiicreye basing, regilatorli hortumla baglanti yapilarak
saglanir. Atiksuyu membrandan filtre etmek ig¢in kullanilan sirici kuvvet 1.5 bar

basinctaki azot gazidir.
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Sekil 5.1: Sterlitech Dead-end sistem dlizenegi.

Atik suyun homojenligini Dead end hiicresinde saglayabilmek icin hicre
manyetik karistirici (izerine vyerlestirilmistir. Filtrasyon siresince 500 rpm’de
karistirlmigtir.  Filtrasyon sonunda slzintlu akisi asagida verilen denklem ile

hesaplanmistir.

] =V/AX At (5.2)

Burada V, belirli zaman periyodunda toplanan miktar (L); At, zaman (sa); A,
kullanilan membran alani (m?); J ise aki (L/m?.sa) degerlerini gbstermektedir.

Dead-End hiicresinde kullanilan membranin ylizeyinde olusan kek tabakasi
siyrilmistir. Membran B. bacteriovorus hiicre 6zitu ile oda sicakhiginda 100 rpm’de 3
saat boyunca inklbasyonda birakilmistir. Kontrol membrani olarak kullanilan ikinci
membran ise ayni kosullarda saf suda inkubasyona birakilmistir.

Temizleme islemi sonrasinda membranlardan tekrar camur filtrasyonu yapilip
ve tekrar temizleme islemi uygulanmistir. Bu islem toplam 3 filtrasyondan

olusmustur.
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5.6. Atiksu Beslenmesi

Atiksu aritim tesisinden getirilen atik su atiksu 6zelliklerini stabil tutabilmek
amaciyla camur yasi 10 giin olacak sekilde sentetik atik su ile her giin beslenmistir.
Sentetik atiksu; 650 mg/L glukoz, 50 mg/L pepton, 100 mg/L ure, 50 mg/L amonyum
sulfat (NH4)2504, 50 mg/L KH2PO4, 5 mg/L K2HPO4, 100 mg/L NaHCOs, 10 mg/L CaCly,
50 mg/L MgS04.7H,0, 50 mg/L NaCl, 10 mg/L KCI, 0,1 mg/L CuSO4.5H,0, 10 mg/L
FeCl3.6H,0, 0,25 mg/L ZnCl;, 0,45 mg/L CoCl,.6H.0, 7 mg/L MnS04.7H,0

icermektedir.

5.7. Atiksu Parametrelerinin Olg¢iimii

5.7.1. AKM Ol¢iimii

Uygun havalandirmasi yapilmis camur homojen olucak sekilde karistirilmistir.
Onceden desikatérde nemini almak icin beklettigimiz 0,45 po capina sahip filtre
kullanilarak 10 ml numune siziilmistiir. Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) dl¢iimi igin
stzinth kullanimistir. Filtre kagidi Uzerinde kalan kalinti 105 °C de 1 saat
bekletilmistir bu slire sonunda filtre kagidi tartilmisitr. Tartim degerinden filtre
kagidinin bos agirlik degeri c¢ikartilarak AKM miktari hesaplanmistir. AKM hesabi
esitlik (5.3)'de gosterilmistir.

mgy _son tartim-ilk tartim (mg)
Hesaplama (T) =

5.3
stiziilen hacim (L) 53]

5.7.2. KOIi Ol¢iimii

Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) tayini akm sonucu elde edttigimiz siiziint
kullanilarak yapilmistir. KOi>400 oldugunu tahmin ettigimiz numunelere muhakkak
seyreltme yapilmistir.

iki cam tipe 2,5 mL numune (2x2,5mL), diger ikisine 2,5 mL saf su (2x2.5mL)
eklenmistir. Tuplerin her birisine 1.5 mL parcalama ¢ozeltisi (potasyum dikromat ),
3,5 mL silfirik asit reaktifi eklenir ve kapaklari sikica kapatiimistir. Daha sonra tiipler

150 °C’ de 2 saat termoreaktére konulmustur. iki saat sonra alinan numuneler oda
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sicakligina sogutulmustur. Tlpler titrasyonun kolay yapilmasi icin cam beherlere
bosaltilmistir. icerisine 0,10 mL (2 damla) ferroin indikatérii ilave edilmistir.
Standardize edilmis 0.025 M demir amonyum silfat (FAS) ile titre edilirken
karistinllmistir. Mavi-yesilden kirmizimsi kahveye dondigi an eklenen FAS miktari not

edilir. KOI hesaplamasi esitlik (5.4)’de gdsterilmistir.

(5.4)

. /m A —B).M.8000
KOI (—g) _(a-B
L mL numune

Denklemde A, sahit icin kullanilan FAS (mL); B, Numune igin kullanilan FAS (mL);
M, FAS’ in molaritesi (0,025 M) ve 8000 ise oksijenin miliequivalent agirhg x 1000

mL/L olarak belirtilmistir.

5.8. Cokeltide ve Suiziintiide Karbonhidrat ve Protein Tayini
(EPS ve SMP Analizi)

5 mL ¢amur numunesi alinmistir, 4000 rpm’de 4 C°de 10 dakika santrifiij
yapiimistir. Ustte kalan sivi ayri bir tiipte SMP analizi icin ayrilmistir. Kalan ¢okelti saf
suyla eski hacmine tamamlanip ve vortex cihazi kullanilarak karistiriimistir ve tzerine
% 37’lik formaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 1 saat 4 C°de bekletilir. 1 saatin sonunda
1N’lik 500 pL NaOH ¢ozeltisi eklenmistir ve 3 saat daha 4 C°de bekletilmistir. 13200
rom’de 4 C°de 20 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiij sonunda Ustte kalan sivi EPS

analizi igin kullaniimistir.

5.8.1. Protein Analizi

UV cihazinin sifirlanmasi icin 2 adet cam tiip icine 1’er mL saf su eklenmistir ve
sonraki adimlarda numunelere uygulanan bitin islemler bu tliplere de uygulanmuistir.
2’ser adet cam tipe 1’er mL SMP ve EPS numunelerinden konulmustur. Her bir tlpe
1400 plL Lowry c¢ozeltisi eklenmistir. 20 dakika karanlikta bekletilmistir. 15. dakikada
Folin karisimi hazirlanmaya baslanmistir. 20. dakikanin sonunda her bir tipe 200 uL
Folin karisimindan eklenmstir. 30 dakika karanlkta bekletilmistir. 30 dakika sonunda

UV cihazinda 660 nm’de absorbanslari 6l¢lilmustiir. Daha 6nce yapilmis olan
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kalibrasyon grafigindeki absorbans degerlerinden numunenin icinde bulunan protein

miktari tayin edilmistir.

5.8.2. Karbonhidrat Analizi

UV cihazinin sifirlanmasi igin 2 adet cam tlip igine 1’er mL saf su eklenmistir ve
sonraki adimlarda numunelere uygulanan bitlin islemler bu tiiplere de uygulanmustir.
2’ser adet cam tiipe 1’er mL SMP ve EPS numunelerinden konulur. Her bir tipe
%80’lik Fenol ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra her bir tlipe derisik stlfiirik asit (H2SOa)
eklenir. 15 dakika bekletilmistir. Son 5 dakikada sogumasi icin su dolu bir beherin igine
konulmustur. 15 dakika sonunda UV cihazinda 490 nm’de absorbanslari dlgilmustr.
Daha once vyapilmis olan kalibrasyon grafigindeki absorbans degerlerinden

numunenin iginde bulunan protein miktari tayin edilmistir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1. B. bacteriovorus Hiicrelerinin Uretimi

B. bacteriovorus hiicreleri E. coli S17 hiicrelerinin bulundugu besiyerine ekilerek
2-3 giin 29-30 °C’de 180 rpm calkalama hizinda inkiibasyona birakilmistir. Oncelikle
iki farkli besiyeri denenmistir. ilki 1/10 seyreltilmis nutrient broth (NB 0,8 g/L, pH:7.2,
0.002M CaCly, 0.003M MgCl; ), ikincisi ise HM (10mM 0,1mM MgCl>, 1mM CacCl,)
tamponudur. Kontrol (B.bacteriovorus hiicresi icermeyen) Sekil 6.1.a) da ve
ortamdaki E.coli hicrelerinin B. bacteriovorus tarafindan pargalanmasi sonucu
kiltirde olusan seffaflasma Sekil 6.1.b)" de gorilmektedir. Daha sonra bu kultiir B.
bacteriovorus iceren asi kaynagl olarak kullaniimistir. Isik mikroskopu ile yapilan
incelemede B. bacteriovorus hiicreleri boyut olarak E.coli hiicrelerine kiyasla daha
kiictik, virgil seklinde ve oldukca hareketli, hizli yon degistiren hicreler olarak
gozlemlenmislerdir (Sekil 6.2).

B. bacteriovorus aktivitesindeki artis membranlarin  daha verimli
temizlenmesini saglayacagi icin aktivite optimizasyonuna 6nem verilmistir. Bu ylizden
oncelikle B. bacteriovorus aktivitesinin optimizasyonu icin sicaklik, pH, asi yasi ve

mineral konsantrasyonlari gibi bazi parametrelerin etkisi incelenmistir.

Sekil 6.1: B. bacteriovorus’un E. coli hiicrelerini parcalamasi a) B. bacteriovorus
icermeyen (kontrol), b) B. bacteriovorus igeren E. coli kiltir.
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» E coli

» Bdeliovibrio

Sekil 6.2: B. bacteriovorus hiicrelerinin 1sik mikroskopu altindaki gortinim.

6.2. Besiyeri Ve Ortam Kosullarinin B. Bacteriovorus
Aktivitesine Etkisi

6.2.1. Av hiicre (E.coli) Konsantrasyonu Etkisi

Baglangigcta eklenen E coli hiicre konsantrasyonunun B. bacteriovorus
aktivitesine etkisini géormek amaciyla 5 farkli tlrbiditeye sahip E. coli kiltlr
hazirlanmis ve B. bacteriovorus ekimi yapilmistir (Sekil 6.3). E. coli yogunlugu arttikca
B. bacteriovorus hiicrelerinin E. coli hiicrelerini parcalama aktivitesi de artmistir. Her
E. coli hiicresini belirli sayida B. bacteriovorus infekte edebildigi icin bu sonug
beklenen bir sonuctur. Ancak B. bacteriovorus aktivitesinin bir belirteci olan
seffaflasma cok yogun E. coli kiltirlerinde gbzle anlasilamamaktadir. Bu nedenle
bundan sonraki deneylerde asilama icin 0.3-0.4 absorbans degerlerinde E. coli iceren

HM tamponu kullanilmistir.
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70 -

60 -
m3.gln

B 5. gun
40 -+

20 ~

10 -

% Bdellovibrio Bacteriovorus Aktivitesi

0,17 Abs 0,50 Abs 0,65 Abs 0,76 Abs
Baslangi¢ Absorbansi

Sekil 6.3: Av hiicresi (E.coli) konsantrasyonun B.Bacteriovorus aktivitesine etkisi.

6.2.2. Av Hiicre (E.coli) Yasi Etkisi

1, 4, 8 ve 20 glin 6nceden Uretilmis E. coli hiicreleri B. bacteriovorus kiltirine
av olarak eklenmistir. E. coli hiicrelerinin ¢ok taze ve ¢ok yash olmasinin aktiviteyi
disardagi, bir haftahk E.coli agar kiltirinin (ekildikten sonra bir hafta oda
sicakliginda bekletilmis E. coli agar kiltlr() B. bacteriovorus tarafindan daha kolay
parcalanabildigi gorilmustir (Sekil 6.4). Yash hiicrelerin besin degerinin disik olmasi
cok genc hiicrelerin ise ylzeylerindeki ekzopolisakkarit tabakanin daha aktif olmasi B.

bacteriovorus’un bu hiicreler tGzerindeki aktivitesinin diisiik olmasinin nedeni olabilir.

60 -
D
3
s 0
X
<< 40 -
3
§ 30 4 W 1ginlik E.coli
,g M 4 glnlik E.coli
L 20 -
*g m 8 giinliik E.coli
@ 4
< 10 M 20 giinltk E.coli
N 0 -

24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 6.4: Av hiicre(E.coli) yasinin B. bacteriovorus aktivitesine etkisi.

33



6.2.3. B. bacteriovorus Asi Yasinin Etkisi

B. bacteriovorus asi yasinin ¢ok yasli olmadigi slirece 6nemli olmadigi
soylenebilir. Ancak 35 glnlik kilturden yapilan asilamada aktivite disuktir. Kisa
slirede ylksek aktivite elde etmek icin 1-2 glinllik B. bacteriovorus kiltirinden ekim
yapilmasi uygun goériinmektedir. Inkiibasyonun 3. giiniinde 8 ginlik B.
bacteriovorus’un asi olarak kullanildig kiltirde aktivite diger asi yaslarina kiyasla

daha yuksektir (Sekil 6.5).

70 - M B. bacteriovorus

(3saatlik)

60 -

M B. bacteriovorus
(1ginliik)

M B. bacteriovorus
(2ginliik)

M B. bacteriovorus
(8glinliik)

M B. bacteriovorus
(15 glinlak)

% B. bacteriovorus Aktivitesi

1 2 3 m B. bacteriovorus
(35gunliik)

Zaman (Giin)

Sekil 6.5: B. bacteriovorus asi yasinin B. bacteriovorus aktivitesine etkisi.

6.2.4. Farkli Besiyeri Tamponlarinin B. bacteriovorus Aktivitesine Etkisi

Farkli besiyeri tamponlarinin aktivitesi kiyaslandiginda ise Tris ve PBS
tamponlarinin inklibasyonun ilk li¢ glinlinde normalde kullanilan HM tamponundan
daha elverisli oldugu gorialmistir. Bu deney dort kez (iki farkh deney ile)
tekrarlanmistir. ilk denemede Tris tamponunun ¢ok iyi sonuglar veridgi tespit
edilmistir (Sekil 6.6.a) ikinci denemede ise PBS ve 1/50 NB ortamlarinin da tris kadar
elverisli oldugu sonucuna varilmistir. Ancak 6. gliinde HM tamponu hari¢ tim
besiyerlerinde aktivite dismistir (Sekil 6.6.b). Aktivitede goriilen azalmanin nedeni
avci bakteri icermeyen kontrol besiyerinde de hiicrelerin parcalanmaya baslamasi ve

bulanikhgin azalmasidir (% aktivite hesaplari her deneyin kontrolii referans alinarak
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yapilmaktadir). Buna gore uzun inkiibasyon sirelerinde B. bacteriovorus aktivitesinin

belirlenebilmesi icin HM tamponu daha elverisli bir ortam oldugu séylenebilir.

100 -~
3
s
£ m NB/10
<
3 m NB/30
o
% ® NB/50
3 W Tris
Q
o m PBS
X
B HM
1 2 3
a) Zaman (gln)
70 -
60 -
3
E 50 -
< H NB/30
< .
< 40
N m NB/50
S 30 - )
kS W Tris
2
S 20 - m PBS
Q
o 10 - B HM
X
0 -
1 2 3 6
-10 -
b) Zaman (Gun)

Sekil 6.6: Farkl tamponlarin B. bacteriovorus aktivitesine etkisi a) 1-3 gln
inklibasyon, b) 1-6 glin inklibasyon.

6.2.5. Mineral Konsantrasyonlarinin B. bacteriovorus Aktivitesine Etkisi

CaCl, ve MgCl2’nin HM tamponunda kullanilan konsantrasyonlari sirasiyla 1 mM
ve 0,1 mM’dir. Sekil 6.7.a)’da MgCl’nin konsantrasyonu sabit tutularak farkh
konsantrasyonlarda CaCl, ¢ozeltisi kullanilmistir.  Sekil 6.7.b)’'de CaCly’nin

konsantrasyonu sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda MgCl, c¢Ozeltisi
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kullanilmistir. 5 mM CaCly’nin aktivite icin optimum oldugu, MgCly'nin ise
inkGibasyonun ilk iki glintinde yiiksek konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu 4 glinliik

inkiibasyonda ise 0,001 mM MgCl,’'nin daha verimli aktivite sagladigi tespit edilmistir.

80 -

H 10mM CaCl2
H 5mM CaCl2
m1mM CaCl2
H0,1mM CaCl2
H 0,01mM CaCl2

% B. bacteriovorus Aktivitesi

1 2 3 4
Zaman (gin)

Q
—

80 -

B 1mM MgCl2
H0,5mM MgCI2
m0,1mM MgCI2
m0,01mM MgCI2
H0,001mM MgCI2

% B. bacteriovorus Aktivitesi

1 2 3 4
b) Zaman (giin)

Sekil 6.7: HM tamponunda farkl CaCl, ve MgCly'nin konsantrasyonlarinin B.
bacteriovorus aktivitesine etkisi a) MgCl, (0,1mM) CaCl; ‘nin farkli konsantrasyonari,
b) CaCl, (1ImM) MgCl, farkh konsantrasyonlari.

6.2.6. Sicakhigin Etkisi

Farkli sicakliklarda Uretilen B. bacteriovorus kiiltiirelerinde 35°C de yapilan
inkiibasyonda diger sicakliklara kiyasla az da olsa daha yliksek aktivite elde edilmistir.

Ancak inklibasyon siresi uzatildiginda yiksek sicaklikta B. bacterovorus icermeyen E.
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coli kilturindeki hiicreler de parcalanmistir ve bu absorbansin diismesine neden
olmustur. Kontrole kiyasla hesaplanan % aktivitelere bakildiginda 35°C'de 5. giin

aktivitesinde diisus gdzlenmistir (Sekil 6.8).

80
70
60
50
40

m3.glin

30
B 5.gln

20

10

% B. bacteriovorus Aktivitesi

26°C 29°C 32°C 35°C
Sicaklik

Sekil 6.8: Sicakhgin B. bacteriovorus aktivitesine etkisi.

6.2.7. pH'In Etkisi

pH 6,5-8,6 arasinda farkli pHlara sahip kiltlirlerde B. bacteriovorus’ un 8
Uzerindeki pH degerinde daha yiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 6.9.a),
Sekil 6.9.b) Enzimlerin aktivitelerini etkileyen en 6nemli parametreler ortam pH si ve
sicakliktir. Mezofilik bakteriler 30-37°C de vyiksek aktivite gostermektedirler.
Enzimlerin yiksek aktivite gosterdigi dolayisiyla bakterilerin de optimum {ireme
gosterdigi pH degeri ise genellikle nétr pH degeri olan 7 civaridir. Ancak B.

bacteriovorus’un pH 8 civarinda daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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70 -
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50 - m6,5
40 - m72
30 - w75

20 ~ m3

% B. bacteriovorus Aktivitesi

10 -

Zaman (Glin)

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

m75
m8,12
m 8,64

m3838
20 A

% B. bacteriovorus Aktivitesi

10 ~

1 2 3

b) Zaman(Gun)

Sekil 6.9: pH'In B. bacteriovorus 'un aktivitesine etkisi a) 6,5-8 pH araligi, b) 7,5-8,8
pH aralig.

6.2.8. B.bacteriovorus Kiiltiiriiniin Filtrasyonunun Etkisi

B. bacteriovorus kiltirinde bulunan av bakteri kalintilari agi kalitesini
dislirmekte ve aktivite hesaplanmasinda yanlis sonuglar alinmasina neden
olabilmektedir. Kiltir filtre edilerek kalan av hiicrelerden temizlenmis ve proseslerde
bu sekilde kullaniimistir. B. bacteriovorus kiltirinin farkh por blyikligline sahip
filtrelerden gegirilmesi inklibasyon siresine bagh olarak farkli sonuglar
dogurmaktadir. En yliksek aktiviteyi inkiibasyonun Uglinci giininde 0.45 um por

blylkligine sahip filtreden suzllen kiltir gostermistir (Sekil 6.10). Grafikte
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gosterilen 0. 45 um, 1.2 um filtreden gecirilmis B. bacteriovorus kiltirl ve filtre
edlmemis B. bacteriovorus kiltlriini ifade etmektedir). B. bacteriovorus asisinin
suzllmesi E. coli hiicre kalintilarini ve kontaminasyonlari elimine etttigi icin daha

ylksek aktivite gostermesine neden olmus olabilir.

80 -
70 -
60 -
50 -
40 - M Filtre Edilmemis
30 - H1.2um

20 - 0.45um

. l|
0' T T

5. Saat 1. glin 2. gun 3. gln

% B.bacteriovorus Aktivitesi

Zaman (GUn)

Sekil 6.10: B. bacteriovorus kiltlrinn filtrasyonunun B. bacteriovorus aktivitesine
etkisi.

6.3. B. bacteriovorus Hiicrelerinin Biyofilm Giderimine Etkisi

B. bacteriovorus‘un membran ylzeyinde etki gosterebilmesi icin ylizeydeki
biyofilm tabakayi temizleyebilmesi gerekmektedir. MBR g¢alismalarina ge¢meden
once B. bacteriovorus hiicrelerinin bu aktiviteleri dncelikle cam lamlar veya polivinil
plakalar kullanilarak gézlemlenmeye calisilmistir. Cam lamlarda biyofilm miktari
saglikli bir sekilde Oolcilememistir. Ayni anda bircok parametrenin etkisine
bakilabilmesi ve ayni zamanda biyofilm kalinhginin saglikh belirlenebilmesi agisindan
96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. ilk biyofilm calismalarinda polivinil plakalar
kullanilmis ancak bu materyal ile alinan sonugclarda tutarsizliklar gézlenmistir. Son
olarak deneyler polistiren plakalar kullanilarak tekrar edilmistir. Deneyler 30 °C’ de
gerceklestirilmistir. Bazi deneylerde kuyucuklara B. bacteriovorus ve gamur ayni anda
eklenerek birkag giin sonunda biyofilm olusumuna bakilmis bazi deneylerde ise 6nce
biyofilm olsturulmus daha sonra kuyucuklar yikanarak B. bacteriovorus eklenmis ve

olusan biyofilm tabakanin B. bacteriovorus tarafindan giderimi Olg¢lilmustir. B.
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bacteriovorus kiltariinin E. coli icerip icermemesi, sliziilen B. bacteriovorus
kiltirindeki B. bacteriovorus hiicre miktari gibi parametreler kuyucuklarda olusan
biyofilm tabakanin kalinhgini etkilemektedir.

Oncelikle camur miktarinin biyofilm olusumuna etkisine bakilmistir. Kuyucuga
eklenen ¢gamur yogunlugu arttikga olusan biyofilmin kalinliginin da arttig ve buna
bagli olarak da ODs70 nm’de okunan kristal violet renginin koyulastig1 gorilmektedir.

Sekil 6.11 'da kuyucuklardaki renk farki gorilmektedir.

Camur miktar (pl) Biyofilm Kalinhgi (ODsx)
25 «— 1,004
50 D 1,225
75 — 1,469
100 «— 1,573
125 D E— 3,376
150 «— 2,875
175 — 2,026

Sekil 6.11: Aktif camur miktarinin biyofilm olusumuna etkisi.

B. bacteriovorus’un biyofilm ¢6zme etkisi 6ncelikle E. coli kiltira kullanilarak
test edilmistir. Bu deneyde 6ncelikle E. coli sivi besiyerinde Uretilmis ve hiicreler
yikandiktan sonra HM tamponunda ¢ozilmis ve kuyucuklara eklenmistir. Fakli
surelerde ve farkh E. coli yogunluklari ile olugsan biyofilm miktari Sekil 6.12’de
gorilmektedir. Bu deney sonuglari bize kullanilan plakalar ile saglkli biyofilm

Olgimleri alinabilecegini gbstermektedir.
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OD:2

0oD:1

0D:0,5
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Sekil 6.12: E. coli’'nin yogunluk ve inkiibasyon siresinin biyofilm kalinligina etkisi.

Tablo 6.1’de E.coli yogunlugunun ve inkibasyon siiresinin biyofilm kalinligina

olan etkisi spektrofotometrede ol¢lilen absorbans degerleri ile verilmistir.

Tablo 6.1: E.coli'nin yogunluk ve inklibasyon siresinin biyofilm kalinhgina etkisi.

_ s @€ | o272 |2 =27 D 7
S s £ 8 | £ &8 |3 £ &8 |_ £ &%
= 8 = = 8 = =2 g =5 =2 o0 = =2
Qo a £ 2 a £ S a £ S s 0 S}
c |2 £8 |2 €48 |2 £ 8 |5 £ 4
E S8 E|5%GF | 3E:|TEi
10,245 +0,006 | 0,189 +0,0005 | 0,139 +0,004 | 0,080 +0,002
0,377 +0,081 | 0,172 £ 0,001 | 0,148 +0,0002 | 0,070 +0,002
0,363+0,046 | 0,190 +0,010 | 0,186 +0,022 | 0,096 +0,019

B. bacteriovorus varliginin biyofilm olusumuna etkisini incelemek amaciyla
farkli hacimlerde B. bacterovorus kiiltlri ve aktif camura karistirilmis ve kuyucuklara
eklenmistir ve 5 glin sonunda olusan biyofilm tabakanin yogunlugu 6lgtlmustir. Bu
deney sonucunda B. bacteriovorus’un aktif gamura eklenmesinin biyofilm olusumuna
karsi bir etkisinin olmadigi gérilmustir. 5 giin inkiibasyon siiresinin biyofilm olusumu
icin fazla olabilecegi ve biyofilm tabaka kalinlastiginda B. bacteriovorus hiicrelerinin
etkisinin gorulemiyor olabilecegi distinllerek sonraki deneylerde biyofilm olusumu
icin 1 glin veya 3 saatlik inklibasyonlar yapilmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda ayrica B.

bacteriovorus kultirinin filtre edilmemesinin daha tutarli sonuglar alinmasi
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acisindan gerekli oldugu gorilmistir. Kiltirde bulunan E. coli kalintilari B.
bacterovorus’ un aktivitesini maskelemekte hatta kiltlr siizilmediginde daha kalin
bir biyofilm ile karsi karsiya kalinmaktadir. Bu g¢ikarimlara iliskin deneyler 96
kuyucuklu plakalarda yapilan biyofilm deneylerinden elde edilmistir. B. bacteriovorus
hiicrelerinin biyofilm olusturup olusturmadiklari 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak
test edilmistir. Asagidaki sonuglara gore (Sekil 6.13 ve Sekil 6.14’de sunulan deneyler
ayri zamanlarda baslatildigi icin ayri grafikler halinde verilmistir.) B. bacteriovorus
kiiltlirt hic filtre edilmeden kullanildiginda 16. saat ve 22. saat sonunda kalin bir
biyofilm olusturabilmektedir. 6. saatte bile kontrole kiyasla bir miktar biyofilm
olusumu gozlenmistir. B. bacteriovorus kultirinde pargalanmis E. coli kalintilari da
oldugu icin biyofilm olusumu hizlh olmaktadir. Bu nedenle B. bacteriovorus kultir
filtre edilmeden membran temizlemek amaci igin kullanilmamalidir. 1.2 um ve 0.45
um por biyuklugiine sahip filtrelerden suziilen kiltlr 16 ve 22. saatlerde kaydadeger
bir biyofilm olusturmamistir, ancak 2. ve 3. glinlerde biyofilm olusumu goézlenmistir.
Bu durumda membranlarin filtre edilmis B. bacteriovorus kiltiiriinde bile ¢gok uzun

sureler bekletilmemesi gerekmektedir.

1,22
R 1,02 -
o M Filtre Edilmemis
O
- 0,82 -+
& H1.2um
% 0,62 - 0.45um
E H Kontrol
= 0,42 -
G
o
=
@ 0,22 -

0,02 A

3 6 16 22
Zaman (Saat)

Sekil 6.13: B. bacteriovorus’ un biyofilm olusturma kapasitesi (3-22 saat).
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Sekil 6.14: B. bacteriovorus’ un biyofilm olusturma kapasitesi (1-4 giin).

Sekil 6.15’da E. coli tarafindan olusturulan biyofilmin B. bacteriovorus ile ne

derece giderildigi gorilmektedir.

7 gunlik
\ — B.bacteriovorus

kultGra

3 gunlik
|\ — B.bacteriovorus

kultlrt

.~ ¢+ — Kontrol

Sekil 6.15: B. bacteriovorus ile E. coli biyofilminin giderimi.

Bu deneyde E. coli ODe0o=0.5 yogunlukta kullanilmis ve sadece 1 gilin biyofilm
olusturulmustur. Kuyucuklar yikandiktan sonra kalan biyofilm tabakanin {izerine B.
bacteriovorus eklenmis ve 3 ve 6 saat beklendikten sonra biyofilm yogunlugu

Olctilmustlr. Sekilden de gorildagi gibi son iki sira (kontrol: tampon eklenmis

43



kuyucuklar) daha koyu renk olmasina karsin B. bacteriovorus eklenmis kuyucuklarin

rengi daha aciktir (ODs7= 0,25 civari) . Ozellikle 3. giinlik yani daha taze B.

bacteriovorus kullanildiginda sonug daha basarilidir; ODsz0= 0,0695 (Tablo 6.2).

Tablo 6.2: B. bacteriovorus ile E. coli biyofilminin giderimi.

inkiibasyon Biyofilm Biyofilm Biyofilm % %
Siiresi Miktari Miktari Miktari Biyofilm | Biyofilm
(Saat) (ODs70) (ODs70) (ODs70) Miktari Miktari
Kontrol B. b. B. b. B. b. B. b.
(3 guinliik) (7gunlik) | (3gunlik) | (7gunluk)
3 0,254+0,210 | 0,0835+0,005 | 0,156+0,183 67.12 38.58
5 0,238+0,180 | 0,0695+0,008 | 0,081+0,141 70.80 65.60

B. bacteriovorus’un E. coli ve bazi patojenik bakterilerin olusturdugu biyofilmi

giderdigine iliskin literatlirde bilgiler mevcuttur [Dashiff et al., 2011]. B.
bacteriovorus’un atiksu aritiminda kullanilan aktif camur bakterilerinin olusturdugu
biyofilm Gzerindeki aktivitesi ilk kez bu tez calismasi kapsaminda incelenmistir. Avci
bakteri B. bacteriovorus’un ¢amur bakterilerinin olusturdugu biyofilm lzerinde de
etkili oldugu 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak gosterilmistir. Bu deneyde camurdaki
bliylk partikiiller 5 dakika beng (zerinde bekletilerek ¢oktirildikten sonra
¢6kmemis mikroorganizmalari iceren sivi kisim plakanin kuyucuklarina eklenmistir. 1
gln inklbasyondan sonra kuyucuklarda olusan biyofilm (zerine B. bacteriovorus
solisyonu eklenmis ve 3 saat bekletilmistir. Asagidaki tabloda (Tablo 6.3) B.
bacteriovorus  solusyonunda bekleyen biyofilmin  yogunlugunun azaldigl
gorilmektedir, kontrol biyofiimde absorbans 0,742 iken B. bacteriovorus ile

temizlenen biyofilmde yogunluk daha disuktir (0,577).
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Tablo 6.3: B. bacteriovorus’un atiksu bakterileri tarafindan olusturulan biyofilmi
giderme etkisi.

Biyofilm Miktari B. bacteriovorus tarafindan
(ODs70) biyofilm giderimi (%)
Kontrol 0,742
22.2
B. bacteriovorus 0,577

Kuyucuklarin fotografi Sekil 6.16 ‘da gosterilmistir. B. bacteriovorus’un aktif
¢amur mikroorganizmalari tarafindan olusturulan biyofilm UGzerindeki etkisi E. coli
biyofilmi izerindeki etkisine kiyasla daha disuktir. Aktif gamurun kompleks yapisi,
aktif ¢amurda bulunan mikroorganizmalarin gesitliligi ve salgiladiklari yapiskan

maddeler ve camur partikilleri biyofilmin yapisini etkilemektedir.

——=> B. bacteriovorus

Kontrol

Sekil 6.16: B. bacteriovorus’un atiksu bakterileri tarafindan olusturulan biyofilmi
giderme etkisi.

Atiksu yogunlugunun, atiksudaki protein ve karbonhidrat miktarinin biyofilm
olusumuna ve B. bacteriovorus aktivitesine etkisi asagidaki tablolarda gériilmektedir.
Tablo 6.4’te farkli tarihlerde reaktorden alinan atiksu numunelerinin 6zellikleri
listelenmistir. Atiksulardan birinin digerine goére protein ve karbonhidrat EPS

(ekstrahticresel polimerik maddeler) miktarinin daha yiksek oldugu gorilmektedir.

Tablo 6.4: Biyofilm olusumunda kullanilan atiksuyun kimyasal 6zellikleri.

Atiksu AKM KOi | PROTEIN(mg/L) | K.HIDRAT(mg/L)
EPS Yogunlugu | (mg/L) | (mg/L) | SMP | EPS SMP EPS

Yiiksek 4590 | 60,4 45 | 168.6 | 4,12 | 178,65

Diisiik 3960 | 97,6 | 13,26 | 82,18 7,3 136,9
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Bu atiksular kullanilarak olusturulan biyofilmlerin B. bacteriovorus ile

giderimleri ise Tablo 6.5 ve Tablo 6.6’da verilmistir.

Tablo 6.5: Yiiksek EPS’ye sahip atiksu biyofilminin B. bacteriovorus ile giderimi.

c 49
S = c s 3 _
2 A5 £ £ s & s X
g 2 S RO B |8 78 2 7 &

n o v o o © o
g 3 ESRIEER|E SR [
g S S S ] 2 3 £
= 1) ) & o
< >
1/10 seyreltilmis 0,207 0,136

-0,48 24,02

1/10 Kontrol 0,206 0,179
Seyreltilmemis 1,321 1,101
Seyreltilmemis 1,450 1,202 8,9 8,4
Kontrol

EPS miktari ylksek olan atiksuyun daha fazla biyofilm olusturdugu gézlenmistir
(Tablo 6.5 ve Tablo 6.6). Bu atiksuyu 1/10 oraninda seyreltilmesiyle olusturulan
biyofilmin B. bacteriovorus ile giderim veriminin ise 37 °C'de %24 oldugu goérulmustir
(Tablo 6.5). EPS miktari daha disiik ancak SMP (¢ozlinir mikrobiyel maddeler) miktari
daha yiksek olan atiksu ile yapilan deneyde 30 °C’'de B. bacteriovorus'nun
seyreltilmemis arik olusturulan biyofilmi daha etkili temizledigi gozlemlenmistir,
aktivite %11 olarak hesaplanmistir. Atiksu bakterileri tarafindan olusturulan biyofilm
deneyleri 30 °C’de bir kag kez tekrar edilmis ve her deney sonucunda seyreltilmemis
atiksu bakterileri ile olusturulan biyofilmin B. bacteriovorus tarafindan daha basarili
sekilde temizlendigi gorulmaistir. Atiksu seyreltilerek biyofilm olusturuldugunda B.
bacteriovorus aktivitesinin gorilememesinin nedeni inkiibasyon sirasinda B.
bacteriovorus tarafindan da bir miktar biyofilm olusmasi ve bu olusan biyofilm

tabakanin B. bacteriovorus biyofilm giderme kapasitesini maskelemesi olabilir.

46



Tablo 6.6: Dlstk EPS’ye sahip atiksu biyofilminin B. bacteriovorus ile giderimi.
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1/40 0,218 0,159
seyreltilmis -0,13 -3,25
1/40 Kontrol 0,192 0,154
1/20 0,250 0,249
seyreltilmis 4,58 -5,50
1/20 Kontrol 0,262 0,236
Seyreltilmemis 0,841 0,819
11,75 0,72
Seyreltilmemis 0,953 0,825
Kontrol

B. bacteriovorus hicrelerinin atiksu bakterilerinin  olusturdugu biyofilm

tabakay! giderme etkisine iliskin deney tekrar edilmis ve asagidaki sonuclar elde

edilmistir (Tablo 6.7). B. bacteriovorus 30° C'de daha yuksek aktivite gostermistir ve

seyreltilmemis atiksu ile olusturulan biyofilmi %18,24 oraninda azaltmistir.

Tablo 6.7: B. bacteriovorus tarafindan atiksu bakterilerinin olusturdugu biyofilminin

giderimi.
= = 3 3
C —_— —_—
£ 3 = £ - |E - s & g &
3 & 2 S R O3S g OUI8 B YL B L
=t 5 8 e 8 2l 8|8 £ 9§ £ R
g » 3 £ O ™| & ™| 8 2 @8 = @
R Y= ~ Y= ~ o + S +
g8 > = > > S 2 i
[~ @ @ o«
S [til i 0,807+0,03 | 0,885%0,01
cyretimemis ' ' ' : 18,24 6,45
Seyreltilmemis Kontrol | 0,987+0,04 | 0,946%0,02
1/10 seyreltilmis 0,227+0,02 | 0,233+0,01
1/10 seyreltilmis 0,248+0,02 | 0,261+0,03 8,47 10,73
Kontrol
1/20 seyreltilmis 0,189+0,03 | 0,224+0,01
1/20 seyreltilmis 0,208+0,01 | 0,213+0,01 9,13 -5,16
Kontrol
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Yapilan deneyler sonucunda B. bacteriovorus’un atiksu aritiminda olusan
biyofilm tabakayi temizleme potansiyelinin oldugu ancak bu aktivitesnin atiksuyun

EPS miktarina baglh oldugu gorilmdistdr.

6.4. B. bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin Biyofilm Giderimine
Etkisi

Hicre 6zutleri materyal ve metod kisminda anlatildig sekilde hazirlanmistir.
Hicre 6zutu litik enzimler igerdigi igin biyofilm gideriminde ve membran temizliginde
kullanilabilecegi distunidlmistir. Deney oOncelikle 96 kuyucuklu plakalarda
gerceklestirilmistir. Absorbansi 0.5 olan E. coli kiltiiri ile 1 glin boyunca biyofilm
olusturulmus ve daha sonra kuyucuklara B. bacteriovorus hiicre 6ziutlu eklenmistir. 18
saat ve 24 saat sirelik inklibasyondan sonra biyofilm kalinhgi élgiImustir (Tablo 6.8).

Sekil 6.17’de de gorildigi gibi enzim ile temizlenmeye ¢alisilan kuyucuklarda
oldukga kalin bir biyofilm tabaka olustugu gorilmistir. Bu deney sonucundan oziitte
bulunan proteinlerin biyofilm olusumuna katki yaptigi anlasiimaktadir. inkiibasyon
surelerinin 3 ve 6 saate indirilmesi hiicre 6zitlinlin olusturdugu biyofilm tabakanin

kalinligini azaltmasina karsin biyofilm giderimi gézlenmemistir.

Tablo 6.8: B. bacteriovorus hiicre 6zitlnln atiksu bakterileri tarafindan olusturulan
biyofilm giderimine etkisi.

inkiibasyon siiresi Biyofilm Miktari B. bacteriovorus
(ODs70) Aktivitesi (%)
Hiicre 6zutd (18 saat) 0,345
-205
Kontrol (18 saat) 0,113
Hiicre 6zith (24 saat) 0,392
-168
Kontrol (24 saat) 0,146
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Hicre 6zt

Kontrol

Sekil 6.17: B. bacteriovorus hiicre 6zutinin aktif camur bakterilerinin olusturdugu
biyofilm giderimine etkisi.

Olusan biyofilmin hiicre o6zutleri ile temizlenememesi lizerine hiicre 0Ozliti
biyofilm olusumu sirasinda ortama eklenmesinin etkisi arastirilmistir. E. coli hiicreleri
biyofilm olusturmak amaciyla kuyucuklara eklenirken B. bacteriovorus hiicre 6zitleri
de eklenmistir. Farkli yaslardaki B. bacteriovorus kiltir 6zitin ile yapilan deneyde
taze B. bacteriovorus kiltirinden elde edilen enzimlerin daha yiksek aktivite
gosterdigi gortlmustur.

Tablo 6.9 ve Sekil 6.18'de B. bacteriovorus hiicre 6ziitliniin 96 kuyucuklu

plakalarda aktif camur biyofilminin olusumunu inhibe etme etkisi gosterilmistir.

Tablo 6.9: B. bacteirovorus hiicre 6zitlnln atiksu bakterilerinin olustudugu biyofilm
olusumunu engelleme etkisi.

3 3 Z |2
£ — £ 3] 3]
= R ¢ = g 9 S v 5 v
ESR|ESH 28z h
o o 2 2
& 2 c §E R
Seyreltilmemis 0,894+0,130 | 0,853+0,121
(190ul atiksu, 40ul
39,34 | 32,36
B.b. hiicre 06ziitl)
Kontrol 1,47410,065 1,261+0,078

B. bacteriovorus hiicre 6zt litik enzimler de dahil olmak tzere farkli proteinler

icermektedir. Bu enzim ve proteinler hicrelerin plakanin duvarlarina tutunmasina
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engel olarak veya hicreleri parcalayarak biyofilm olusumunu engelliyor olabilir.
Ancak Tablo 6.8’de elde edilen sonuglara bakildiginda hiicre 6zitiiniin olusmus olan

biyofilmin gideriminde etki gdstermemistir.

B.bacteriovorus hiicre
ozutu

Kontrol
B.bacteriovorus hiicre
ozata

Kontrol

Sekil 6.18: B. bacteriovorus hiicre 6zitln(n atiksu bakterilerinin olusturdugu
biyofilm olusumunu engelleme etkisi.

6.5. B. bacteriovorus Hiicre Oziitiiniin Membran Filtrasyonu
Uzerindeki Etkisi

Sekil 6.19°’da MP0O0O5 membrani ile yapilan filtrasyon deneylerine ait aki
degerleri gorilmektedir. Tim filtrasyonlarda B. bacteriovorus hiicre 6zitu ile yikanan
membranda alinan kararli aki degerlerinin kontrol membranindan daha yiksek
oldugu goriilmektedir. Avci bakteri B. bacteriovorus hiicre 6ziti ile yapilan temizleme
islemi sonucunda membran ylizeyindeki bakteri tabakasinda azalma saglanmis ve bu
da filtrasyonun verimini artirmistir. Tampon ile 3 saat yikanan kontrol membraninda
ortalama sabit aki 33.76 L/m2.h olarak 6lclliirken B. bacteriovorus hiicre 6zitu ile

temizlenen membranin ortalama sabit akisi ise 46.2 L/m?.h olarak élcilmustir.
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Sekil 6.19: B. bacteriovorus hiicre 6zitiniin membran filtrasyonuna etkisi.

B. bacteriovorus hiicre 6zutinin biyofilm giderme etkisi bu tez galismasi
kapsaminda membran ylizeyinde de denemis ve basarili sonuclar alinmistir. 96
kuyucuklu plakalarda biyofilmin giderilememesine ragmen membran ylizeyinde
hicre 6zatinlinn etki gostermesi biyofilmin kalinligi, temizlenen ylzeyin genisligi

veya plaka ve membranin kimyasal yapisinin farklihgi ile agiklanabilir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Cesitli yuzeylerde bakterilerin olusturdugu biyofilm ¢ogu zaman problemlere
neden olmakta ve giderimi icin maliyeti ylksek prosesler gerekebilmektedir.
Biyofilmin olusmamasi veya giderimi igin fiziksel veya kimyasal gesitli yontemler
uygulanmaktadir. Bu yodntemler rutin olarak kullanilmasina ragmen biyolojik
¢ozimler halen gelisme asamasinda sayilabilir. Bakteriyel biyofilm tabakanin
temizlenmesinde QS mekanizmasinin engellenmesi, gesitli litik enzimlerin kullanimi
yogunlukla calisilan konular arasindadir.

Bu tez calismasinda Gram negatif bakterileri besin olarak kulalnan avci bir
bakteri tlrl olan B. bacteriovorus’un atiksu bakterilerinin olusturdugu biyofilm
tabakaylr temizleme potansiyeli arastirilmistir. Avca  bir bakteri tirl olan
B.bacteriovorus Gram (-) bakteriler ile beslenerek hayatini slrdirir. Bakteryiel
populasyonu dengede tuttugundan c¢evre agisindan Onemli bir bakteridir.
B.bacteriovorus'un parcalama aktivtesinin patojenik gram (-) bakteriler tizerinde etkili
oldugu yapilan calismalar sonucu ortaya konmustur [Dashiff et al., 2011]. Bu tez
kapsaminda ilk 6nce B.bacteriovorus'un ¢ogalmasi igin gerekli optimum kosullar
arastirilmistir. B.bacteriovorus Uretimi icin kullanilan besiyerleri genellikle Nunez ve
arkadaslarinun 2003 vyilinda yapmis oldugu calismada tespit edildigi sekilde
uygulanmaktadir [Nufiez et al., 2003]. Bu tez calismasinda, sicakhk, pH, mineral
konsantrasyonu, farkli tamponlarin etkisi test edilmis ve 35° C'nin, 8 -8.5 arasiI pH
degerinin yilksek aktivite sagladigi gortlmustir. B. bacteriovorus'un E.coli'nin
olusturdugu biyofilmi giderimi incelennmistir. Biyofilm giderimi % 67 olarak
bulunmustur. 2010 yilinda yapmis oldugu tezinde Phuong Binh Vo B.bacteriovorus'
un biyofilm olusumuna etkisini iki farkli hiicre ile denemistir. B.bacteriovorus' un E.
coli hicrelerinin biyofilm olusturmasini engelledigini, M. luteus (gram pozitif)
hiicrelerinin ise biyofilme tutunmalarina engel oldugunu goézlemlemistir. Atiksu
bakterilerinin olusturdugu biyofilmin B. bacteriovorus tarafindan giderimine
iliskindeneyler bu tez calismasinin 6zglin yoni olarak gorilebilecek deneylerdir. 96
kuyucuklu plakalarda atik su kullanilarak olusturlan biyofilm giderimine bakildigin da
B. bacteriovorus kiltirinin biyofilmi %22 oraninda giderdigi gézlemlenmistir. B.

bacteriovorus hiicre Oziitiii ise atiksu bakteri kiltlriine karistirldiginda biyofilm
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olusumunu % 39 oraninda engellemistir. B. bacteriovorus' un dislerde periodontitis
hastaligina neden olan Aggregatibacter actinomycetemcomitans’i pargaladigl ve
olusturdugu biyofilm tabakayl bozdugu daha 6nceki calismalarda rapor edilmistir
[Van Essche et al., 2009]. Alcaligenes, Campylobacter, Erwinia, Escherichia,
Helicobacter, Pseudomonas, Legionella, Shigella tirleri ve Helicobacter pyroli
bakterisinin Bdellovibrio tarafindan pargalandigi Markelova (2010) tarafindan
gosterilmistir. Bu konuda bircok calismasi bulunan Markelova bu bakterinin
biyokontrol ajani olarak kullanim potansiyeli Gzerinde durmustur [Markelova, 2010].

MBR sistemleri bakteri floklarini ve askida kalan maddeleri fiziksel olarak
timiyle tutugundan konvansiyonel aritima gore daha avantajlidir. Ancak MBR
kirlenesmesi (membrane fouling) bu sistemin ticarilesmesine bir engel teskil
etmektedir. Kirlenmis membanlarin temizlenmesi veya degistiriimesi isletim
maliyetini ylkselten bir faktérdiir. Kullanilan geleneksel temizleme metodlari
(6rnegin ylzeyin modifikasyonu, isletim parametrelerinin kontrol(, diizenli fiziksel ve
kimyasal yikama gibi) fiziko-kimyasal prensiplere dayalidir ve enerji isteyen
islemlerdir. GlUnUmizde mikrobiyel yapismanin ve kirlenmenin engellenmesi
amaciyla cesitli biyolojik yontemler de gelistirilmektedir. Bu yontemler QS
mekanizmasinin inhibisyonu, nitrik oksit kullanimi, EPS'nin (ekstaselilar polimerik
maddeler) enzimatik bozulmasi, bakteri hiicre duvarinin enzimatik olarak
parcalanmasi ve bakterileri pargalayan bazi virlslerin kullanilmasina dayal yéntemler
seklinde siralanabilir [Xiong and Liu, 2010]. Bu calismada da MBR sisteminde olusan
kirlenme problemini biyolojik bir ydntemle gidermek icin B.bacteriovorus
kullanilmistir.,

Literatlr arastirildiginda membran ylizeyinde tikanmalara sebep olan biyofilmi
B. bacteriovorus ile giderilebilme potansiyeli ile ilgili tek bir calisma goze 2013 yilinda
Kim ve arkadaslari tarafindan yapilmis olan calismada membrandan sadece E. coli
hiicre solusyonu gecirilmis ve B. bactreriovorus ihtiva eden E. coli soluyonunun
membrandan daha vyiiksek hizla membrandan gectigini gozlemlemistir. MBR
sistemlerinde membran performansini arttirmak icin B. bacteriovorus’un
kullanilabilecegini rapor etmislerdir [Kim et al., 2013]. Bu tez de yapilmis olan
calisamalara benzer diger bir calisma ise Goldman ve arkadaslari tarafindan

bakteriyofajlar kullanilarak yapilmistir. Yapilan calismada steril edilmis atiksuya
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asllanmis Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter johnsonii ve Bacillus subtilis
Uzerinde bakteriyofajlarin pargalayici etkisi arastiriimistir. Bakteriyofaj varliginda aki
da %40 oraninda bir performans artisi gdzlemlemistirler [Goldman et al., 2009]. B.
bacteriovorus yaygin bir konakgl listesine sahip olmasi nedeniyle bakteriyofaj
kullanimina gore kiyasla daha avantajli sayilabilir. 2015 yilinda Sengezer C. tarafindan
yapilan ¢alismada B. bacteriovorus ile temizlenen MP0O0O5 ve UO150 mikro ve
ultrafiltrasyon membranlarinin akisinda kontrol membranina kiyasla sirasiyla 3,2
L/m2.h (LMH) ve 6,5 LMH’lik bir iyilesme oldugu gorilmustir. Laboratuvarimizda
gerceklestirilen Sengezer’e ait tez ¢alismasi kapsaminda Goldman ve arkadaslarinin
yapmis oldugu %40'lik perfomansa erisilememistir. Bu beklenen bir sonugtur ¢clinki
birka¢c bakteri tlri degil ¢ok sayida mikroorganizma iceren gercek atiksu
kullanilmistir. Filtre edilen atiksuyun membran ylizeyinde olusturdugu biyofilm daha
sikisik ve ¢ok sayida farkl tir tarafindan olusturulmustur [Sengezer, 2015].

Bu tez kapsaminda atiksu aritimi sirasinda MPOO5 membran ylizeyinde olusan
biyofilm tabaka B.bacteriovorus hiicre 6zutu kullanailarak temizlenmis ve %36.8
akida iyilesme gorilmistar.

Yapilan bu ¢alismalarda alinan sonuclar B.bacterivorous'un atiksu bakterilerinin
olusturdugu biyofilmi giderme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
bu calisamada kullanilan B.bacterivorous'un konsantarsyonu 10° pfu/ml'dir
B.bacterivorous hiicre konsantrasyonun arttirilmasi biyofilm giderimi aktivitesini de
arttiracagi dislintlmektedir. B. bacteriovorus cok cesitli konakgi profiline sahip virutik
Ozellik gosteren bir bakteridir. Bu 06zelligi nedeniyle cesitli alanlarda patojen
gideriminde veya istenmeyen biyofilm tabakanin gideriminde kullanimina iligskin
arastirmalar devam etmektedir. Yapilan arastirmalardan alinan pozitif sonuglar bu
bakterinin etkisi her gecen giin azalan antibiyotiklerin yerine kullanilabilecek dogal bir

alternatif olabilecegini gostermektedir.

54



KAYNAKLAR

Abram D., e Melo J. C., Chou D., (1974), "Penetration of Bdellovibrio bacteriovorus
into host cells", Journal of Bacteriology, 118 (2), 663-680.

Allison D. G., (2003), "The biofilm matrix", Biofouling, 19 (2), 139-150.

Armstrong M. W., Gallego S., Chesters S. P., (2009), "Cleaning clay from fouled
membranes", Desalination and Water Treatment, 10 (1-3), 108-114.

Borucki M. K., Peppin J. D., White D., Loge F., Call D. R., (2003), "Variation in biofilm
formation among strains of Listeria monocytogenes", Applied and Environmental
Microbiology, 69 (12), 7336-7342.

Burnham J. C., Hashimoto T., Conti S., (1968), "Electron microscopic observations on
the penetration of Bdellovibrio bacteriovorus into gram-negative bacterial hosts",
Journal of Bacteriology, 96 (4), 1366-1381.

Chae M. S., Schraft H., (2000), "Comparative evaluation of adhesion and biofilm
formation of different Listeria monocytogenes strains", International Journal of Food
Microbiology, 62 (1), 103-111.

Chang I.-S., Kim S.-N., (2005), "Wastewater treatment using membrane filtration—
effect of biosolids concentration on cake resistance", Process Biochemistry, 40 (3),
1307-1314.

Cheng G., Xue H., Zhang Z., Chen S., liang S., (2008), "A switchable biocompatible
polymer surface with self-sterilizing and nonfouling capabilities", Angewandte
Chemie International Edition, 47 (46), 8831-8834.

Christensen B. E., (1989), "The role of extracellular polysaccharides in biofilms",
Journal of Biotechnology, 10 (3), 181-202.

Costerton J., Stewart P. S., (2001), "Battling biofilms", Scientific American, 285 (1), 74.

Cotter T., Thomashow M., (1992), "Identification of a Bdellovibrio bacteriovorus
genetic locus, hit, associated with the host-independent phenotype", Journal of
Bacteriology, 174 (19), 6018-6024.

Dashiff A., Junka R. A., Libera M., Kadouri D. E., (2011), "Predation of human
pathogens by the predatory bacteria Micavibrio aeruginosavorus and Bdellovibrio
bacteriovorus", Journal of Applied Microbiology, 110 (2), 431-444.

Donlan R. M., (2002), "Biofilms: microbial life on surfaces", Emerg Infect Dis, 8 (9),

Doolittle M., Cooney J., Caldwell D., (1995), "Lytic infection of Escherichia coli biofilms
by bacteriophage T4", Canadian Journal of Microbiology, 41 (1), 12-18.

55



Douglas L. J., (2003), "Candida biofilms and their role in infection", Trends In
Microbiology, 11 (1), 30-36.

Elhariry H. M., (2008), "Biofilm formation by endospore-forming bacilli on plastic
surface under some food-related and environmental stress conditions", Global J
Biotechnol Biochem, 3 69-78.

Ferreira C., Pereira A., Melo L., Simoes M., (2010), "Advances in industrial biofilm
control with micro-nanotechnology". In: A. Mendez-Vilas, Editor, "Current Research,
Technology and Education Topics in Applied Microbiology and Microbial
Biotechnology", Formatex Research Center.

Goldman G., Starosvetsky J., Armon R., (2009), "Inhibition of biofilm formation on UF
membrane by use of specific bacteriophages", Journal of Membrane Science, 342 (1-
2), 145-152.

Hall-Stoodley L., Costerton J. W., Stoodley P., (2004), "Bacterial biofilms: From the
natural environment to infectious diseases", Nature Reviews Microbiology, 2 (2), 95-
108.

Hentzer M., Wu H., Andersen J. B., Riedel K., Rasmussen T. B., Bagge N., Kumar N.,
Schembri M. A., Song Z., Kristoffersen P., (2003), "Attenuation of Pseudomonas
aeruginosa virulence by quorum sensing inhibitors", The EMBO journal, 22 (15), 3803-
3815.

Hirani Z. M., Bukhari Z., Oppenheimer J., Jjemba P., LeChevallier M. W., Jacangelo J.
G., (2014), "Impact of MBR cleaning and breaching on passage of selected
microorganisms and subsequent inactivation by free chlorine", Water Research, 57
313-324.

Hughes K. A., Sutherland I. W., Jones M. V., (1998), "Biofilm susceptibility to
bacteriophage attack: the role of phage-borne polysaccharide depolymerase”,
Microbiology, 144 (11), 3039-3047.

Johansen C., Falholt P., Gram L., (1997), "Enzymatic removal and disinfection of
bacterial biofilms", Applied and Environmental Microbiology, 63 (9), 3724-3728.

Kim E.-H., Dwidar M., Mitchell R. J., Kwon Y.-N., (2013), "Assessing The Effects of
Bacterial Predation on Membrane Biofouling", Water Research, 47 (16), 6024-6032.

Labbate M., Queck S. Y., Koh K. S., Rice S. A., Givskov M., Kjelleberg S., (2004),

"Quorum sensing-controlled biofilm development in Serratia liquefaciens MG1",
Journal of Bacteriology, 186 (3), 692-698.

56



Lambert C., Evans K. J., Till R., Hobley L., Capeness M., Rendulic S., Schuster S. C,,
Aizawa S. |., Sockett R. E., (2006), "Characterizing the flagellar filament and the role
of motility in bacterial prey-penetration by Bdellovibrio bacteriovorus", Molecular
Microbiology, 60 (2), 274-286.

Lazazzera B. A., Grossman A. D., (1998), "The ins and outs of peptide signaling",
Trends in Microbiology, 6 (7), 288-294.

Le-Clech P., Chen V., Fane T. A. G., (2006), "Fouling in membrane bioreactors used in
wastewater treatment", Journal of Membrane Science, 284 (1-2), 17-53.

Lee C.-h., Yeon K.-M., (2011), "Magnetic carrier and membrane bioreactor comprising
enzyme for inhibiting biofilm formation", US patent US7867392B2.

Lu T. K., Collins J. J., (2007), "Dispersing biofilms with engineered enzymatic
bacteriophage", Proceedings of the National Academy of Sciences, 104 (27), 11197-
11202.

Mafirad S., Mehrnia M. R., Azami H., Sarrafzadeh M. H., (2011), "Effects of biofilm
formation on membrane performance in submerged membrane bioreactors",
Biofouling, 27 (5), 477-485.

Malaeb L., Le-Clech P., Vrouwenvelder J. S., Ayoub G. M., Saikaly P. E., (2013), "Do
biological-based strategies hold promise to biofouling control in MBRs?", Water
Research, 47 (15), 5447-5463.

Markelova N. Y., (2010), "Predacious bacteria, Bdellovibrio with potential for
biocontrol", International Journal of Hygiene and Environmental Health, 213 (6), 428-
431.

Mayer C., Moritz R., Kirschner C., Borchard W., Maibaum R., Wingender J., Flemming
H. C., (1999), "The role of intermolecular interactions: studies on model systems for
bacterial biofilms", International Journal of Biological Macromolecules, 26 (1), 3-16.

Monroe D., (2007), "Looking for chinks in the armor of bacterial biofilms", Plos Biolgy,
5(11), e307.

Morikawa M., (2006), "Beneficial biofilm formation by industrial bacteria Bacillus
subtilis and related species", Journal of Bioscience and Bioengineering, 101 (1), 1-8.

Nunez M. E., Martin M. O., Chan P. H., Spain E. M., (2005), "Predation, death, and
survival in a biofilm: Bdellovibrio investigated by atomic force microscopy", Colloids
and Surfaces B-Biointerfaces, 42 (3-4), 263-271.

Nufiez M. E., Martin M. O., Duong L. K., Ly E., Spain E. M., (2003), "Investigations into

the life cycle of the bacterial predator Bdellovibrio bacteriovorus 109J at an interface
by atomic force microscopy", Biophysical Journal, 84 (5), 3379-3388.

57



Ophir T., Gutnick D. L., (1994), "A role for exopolysaccharides in the protection of
microorganisms from desiccation", Applied and Environmental Microbiology, 60 (2),
740-745.

Padera R. F., (2006), "Infection in ventricular assist devices: the role of biofilm",
Cardiovascular Pathology, 15 (5), 264-270.

Pritchard M., Langley D., Rittenberg S., (1975), "Effects of methotrexate on
intraperiplasmic and axenic growth of Bdellovibrio bacteriovorus"”, Journal of
Bacteriology, 121 (3), 1131-1136.

Rittenberg S. C., Hespell R., (1975), "Energy efficiency of intraperiplasmic growth of
Bdellovibrio bacteriovorus", Journal of Bacteriology, 121 (3), 1158-1165.

Rittenberg S. C., Langley D., (1975), "Utilization of nucleoside monophosphates per
Se for intraperiplasmic growth of Bdellovibrio bacteriovorus", Journal of Bacteriology,
121 (3), 1137-1144.

Romeo T., (2006), "When the party is over: a signal for dispersal of Pseudomonas
aeruginosa biofilms", Journal of Bacteriology, 188 (21), 7325-7327.

Ruby E. G., (1992), "The genus Bdellovibrio". In: A. Balows, M. P. Starr, H. Stolp, H. G.
Truper, H. G. Schlegel, Editors, "The Prokaryotes", 2nd Edition, Springer.

Saier M., (1994), "Computer-aided analyses of transport protein sequences: gleaning
evidence concerning function, structure, biogenesis, and evolution", Microbiological
Reviews, 58 (1), 71-93.

Schachter B., (2003), "Slimy business—the biotechnology of biofilms", Nature
Biotechnology, 21 (4), 361-365.

Scherff R., DeVay J., Carroll T. W., (1966), "Ultrastructure of host-parasite
relationships involving reproduction of Bdellovibrio bacteriovorus in host bacteria",
Phytopathology, 56 (6), 627-632.

Schlag S., Nerz C., Birkenstock T. A., Altenberend F., Gotz F., (2007), "Inhibition of
staphylococcal biofilm formation by nitrite", Journal of Bacteriology, 189 (21), 7911-
7919.

Shilo M., (1969), "Morphological and physiological aspects of the interaction of
Bdellovibrio with host bacteria". In: W. Arber, W. Braun, F. Cramer, R. Haas, W. Henle,
P. H. Hofschneider, N. K. Jerne, P. Koldovsky, H. Koprowski, O. Maalge, R. Rott, H. G.
Schweiger, M. Sela, L. Syrucek, P. K. Vogt, E. Wecker, Editors, "Current topics in
Microbiology and Immunology" Springer.

Sim&es M., Simdes L. C., Vieira M. J., (2010), "A review of current and emergent
biofilm control strategies", LWT-Food Science and Technology, 43 (4), 573-583.

58



Sockett L., (2008), "An inside job: Bdellovibrio bacteriovorus", Microbiol Today, 35
184-187.

Starr M. P., Baigent N. L., (1966), "Parasitic interaction of Bdellovibrio bacteriovorus
with other bacteria", Journal of Bacteriology, 91 (5), 2006-2017.

Stolp H., (1973), "The bdellovibrios: bacterial parasites of bacteria", Annual Review
of Phytopathology, 11 (1), 53-76.

Sutherland |. W., (2001), "Biofilm exopolysaccharides: a strong and sticky
framework", Microbiology, 147, 3-9.

Sengezer C., (2015), "Avci Bakteri Bdellovibrio Bacteriovorus’un Atiksu Aritiminda
Kullanilan Membranlarin Temizlenmesinde Biyolojik Yéntem Olarak Kullanimi®,
Yuksek Lisans Tezi, Gebze Teknik Universitesi.

Thomashow M. F., Rittenberg S., (1978), "Intraperiplasmic growth of Bdellovibrio
bacteriovorus 109J: solubilization of Escherichia coli peptidoglycan", Journal of
Bacteriology, 135 (3), 998-1007.

Topare N. S., Attar S., Manfe M. M., (2011), "Sewage/Wastewater Treatment
Technologies: A Review", Scientific Reviews & Chemical Communications, 1 (1), 18-
24.

Tudor J. J.,, McCann M., Acrich I, (1990), "A new model for the penetration of prey
cells by bdellovibrios", Journal of Bacteriology, 172 (5), 2421-2426.

Van der Veen S., Abee T., (2011), "Mixed species biofilms of Listeria monocytogenes
and Lactobacillus plantarum show enhanced resistance to benzalkonium chloride and
peracetic acid", International Journal of Food Microbiology, 144 (3), 421-431.

Van Essche M., Quirynen M., Sliepen I., Van Eldere J., Teughels W., (2009),
"Bdellovibrio bacteriovorus attacks Aggregatibacter actinomycetemcomitans",
Journal of Dental Research, 88 (2), 182-186.

Van Loosdrecht M., Lyklema J., Norde W., Zehnder A., (1990), "Influence of interfaces
on microbial activity", Microbiological Reviews, 54 (1), 75-87.

Varon M., Shilo M., (1968), "Interaction of Bdellovibrio bacteriovorus and host
bacteria I. Kinetic studies of attachment and invasion of Escherichia coli B by

Bdellovibrio bacteriovorus", Journal of Bacteriology, 95 (3), 744-753.

Vo P. B., (2010), "Bdellovibrio Bacteriovorus Predation In Dual-Species Biofilms Of E.
Coli Prey And M. Luteus Decoys", Bachelor Thesis, Mount Holyoke College.

Vu B., Chen M., Crawford R. J., lvanova E. P., (2009), "Bacterial extracellular
polysaccharides involved in biofilm formation", Molecules, 14 (7), 2535-2554.

59



Waters C. M., Bassler B. L., (2005), "Quorum sensing: cell-to-cell communication in
bacteria", Annual Review of Cell and Developmental Biology, 21, 319-346.

Whitchurch C. B., Tolker-Nielsen T., Ragas P. C., Mattick J. S., (2002), "Extracellular
DNA required for bacterial biofilm formation", Science, 295 (5559), 1487.

Xiong Y. H., Liu Y., (2010), "Biological control of microbial attachment: a promising
alternative for mitigating membrane biofouling", Applied Microbiology and
Biotechnology, 86 (3), 825-837.

Zhang K., Choi H., Dionysiou D. D., Oerther D. B., (2008), "Application of Membrane

Bioreactors in the Preliminary Treatment of Early Planetary Base Wastewater for
Long-Duration Space Missions", Water Environment Research, 80 (12), 2209-2218.

60



OZGECMIS

1985 yilinda Kocaeli’'nde dogdu. izmit Gazi Lisesi’nde lise egitimini gérdii. 2006
yilinda Abant izzet Baysal Universitesi Kimya bolimiinde lisans egitimine baslad.
2010 yilinda mezun oldu. 2012 yilinda Gebze Teknik Universitesi Fen Bilimleri

Enstitisi Cevre Mihendisligi Anabilim Dalinda ylksek lisans egitimine basladi.

61



EKLER

EK A: Tez Calismasi Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Yilmaz H., Ozkan M., (2016) “Aktif Camur Bakterilerinin Olusturdugu Biyofilmin Avci
Bakteri Bdellovibrio Bacteriovorus Kullanilarak Giderimi”, GTU Fen Bilimleri
LisansUstl Arastirmalar Sempozyumu ve Tanitim Gunleri, 47, Kocaeli, 17-18 Mayis.

Ozkan M., Celik A. M., Karagoz P., Yilmaz H., Sengezer C., (2014) “Activity Of
Bdellovibrio On Sludge Bacteria and Its Potential Use For Cleaning Membrane
Bioreactors”, 16. European Congress on Biotechnology, 133, Edinburgh, Scotland,
16-18 August.

Yilmaz H., Celik A. M., Sengezer C., Ozkan M., (2014) “Use of Bdellovibrio
bacteriovorus as Biological Cleaning Method for MBR Systems”, 2" International
conference on Emerging Trends in Engineering and Technology, 192-195, London, UK,
30-31 May.

Sengezer C., Celik A. M, Yilmaz H., Ozkan M., (2014) “Mitigation Of Fouling Caused By
Biofilm Formation In Membrane Bioreactors By Using Predator Bacterium,
Bdellovibrio”, 4th European Conference on Sludge Management (ECSM) , izmir, 26-
27 Mayis.

62



