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Oz

Teknoloji ve miithendisligin gelismesi ile beraber yiiksek kalitede pek ¢ok iirliniin {iretimi ve genis
kullanim alanlarinda yeralmasi miimkiin olmaktadir. Bu yiiksek kalitedeki mikro- ve nano-
teknolojik malzemeler bakteri kolonileri ve biyofilm tabakalari tarafindan kolayca sarilmaktadirlar.
Arastirmacilar, bu probleme ¢dziim bulabilmek adina pek ¢ok farkll antibakteriyel kimyasal
sentezlemislerdir. Uzun bir siiredir, hiicredis1 polimerik maddeler (EPS) ve ¢6zlinmiis mikrobiyal
triinler (SMP) sebebiyle porlarda ve yiizeylerde gerceklesen biyofilm olusumu miihendislik
uygulamalarinin bir problemi olarak gosterilmektedir. Mikroorganizmalar sentezlenen bizmut-BAL
selati (Bis-BAL) na maruz kaldiginda toplam polisakkaritleri ve proteinleri daha az salgilarlar. Bu
calismada Escherichia coli ve Streptococcus pyogenes tarafindan salgilanacak EPS ve SMP’nin
engellenmesi ongoriilmistiir. Bizmut metali ve lipofilik tiyolin ¢esitli konsantrasyonlarinin
kombinasyonlar halinde denenmesi ile sentezlenen kimyasallar arasindan en yiiksek inhibisyon
etkisini génderenin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bis-BAL'1n uygulanmasida izlenebilecek stratejiler
ve stabilitesi de calisilmigtir. {lgili selat membran biyoreaktérlerde kullanilacak olan membranlarin
biinyesine ilave edilebilir ve béylelikle dogal su kaynaklarinin kalitesinin korunarak su ihtiyacinin
karsilanmasinda tercih edilen membran teknolojisinde biyotikanmanin 6niine gegilebilir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel Uriin, Bizmut, Minimum I[nhibisyon Konsantrasyonu, Karistk Kiiltiir; Saf Bakteri
Kiiltiirti.
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Abstract

With the development of technology and engineering, different highly qualified products can be
manufactured and used with a wide range. This highly qualified micro- and nano-technological
materials can be easily covered with bacteria colonies and biofilms. Researchers have tried to
synthesize different anti-bacterial chemicals to solve this problem. The formation of biofilm on the
surface and in the pores, which is caused by the extracellular polymeric substances (EPS) and
soluble microbial products (SMP), has long been identified as a problem for engineering
applications. The total polysaccharides and proteins secreted by microorganisms can be decreased
when exposed to the synthesized bismuth-BAL chelate (BisBAL). Our proposal is to inhibit the EPS
and SMP from Escherichia coli and Streptococcus pyogenes. The anti-bacterial properties of
synthesized chemicals that have several combinations of bismuth metal with lipophilic thiol
compound were examined to get the optimum inhibitor. The application strategies and stability of
BisBAL were also studied. The chelate can be used as a compound of membranes used in membrane
bioreactors, which will be an obligation of advanced wastewater treatment with the aims of the
protection of natural water sources’ quality and supply the water demand, to prevent the biofouling.

Keywords:Anti-bacterial Product, Bismuth, Minimum Inhibition Concentration, Mixed Culture, Pure Bacteria Culture.

1. Giris

Membran teknolojisi, su ve atiksu aritiminda
kullanilan aritma teknolojileri arasinda en
yiksek aritma verimine sahip ve elverisli

olandir. Membranlar por c¢aplarina gore
partikiillere karsi secici gecirgen davranis
sergileyen ara yiizeylerdir [1]. Membran

biyoreaktorler (MBR) ise membran teknolojisi
ile biyolojik aritma prosesini biraraya getirir ve
diinya pazarindaki yerini son 10 yilda isletme
maliyetlerinde ortaya ¢ikan azalma sayesinde
hizla arttirmistir [2]. Uretilen membranlara
anti-biyotikanma 06zelliginin verilemebilmesi
amaciyla iretim sirasinda cesitli malzemeler
ve/veya kimyasallar ilave edilebilir.
Biyotikanma problemine ¢6ziim bulunabilmesi,
daha az hacim ihtiyac1 ve daha kisa hidrolik
bekletme stireleri gibi avantajlara sahip MBR
teknolojisinin pazardaki yerini biiylitmesinin
oniindeki en biiyiik engelin kalkmasi anlamina
gelecegi icin olduk¢a 6nemlidir.

Malzemelerde iki tip biyotikanma gozlenir:
tersinir ve geri doniisimsiiz biyotikanma.
Miihendislik  drinleri  kullammm  6miirleri
icerisinde fiziksel ve kimyasal temizlemeye tabi
tutulurlar fakat bazen temizleme prosediiriiniin
sonunda kirliligin kalabildigi go6zlenir. Bu
kirlenme, geri doniistimsiiz kirlenme olarak
siniflandirihir ve biyokek de bu smiftaki
olusumlardan biridir. Genelikle, biyofilmler
kolonize yiizeyler, icice geg¢mis hiicredisi
polimerler, mikrobiyal hiicreler tarafindan
olusturulmus iyon kanallarindan olusur ve
kalinliklar1 mikron boyutlarindadir [3, 4].

Biyotikanmanin  ¢éziimi  i¢in  biyofilm
olusumunun en basindan  engellenmesi
gerekmektedir. Tarihsel uygulamalara
bakildiginda, glimiis, altin, ¢inko, bakir,

titanyum, selenyum ve bizmut gibi metallerin
antibakteriyel ve anti-biyotikanma o6zellikleri
sebebi ile kullanildig goriilmektedir [5-19]. Bu
metaller, eklendikleri {riine antibakteriyel
ozelligi kazandirirlar ve bu antibakteriyel
ozellik ise lic ana mekanizmaya dayanmaktadir:

1) yeni bakteri hiicresinin hiicre duvar
sentezinin bloklanmasi, 2) bakterinin hiicre
duvarinin segiciliginin zedelenmesi ve 3)
protein  sentezinin = durdurulmasi [20].

Antibakteriyel maddeler, bakterilerin 6liimiine
sebep olabilir ya da mikrobiyal iiriinlerinin
sentezini durdurabilir. Antibakteriyel etkinin
hangi seviyede gozlenecegi bakteri tiirline gore
degiskenlik gosterir. Bu durum genellikle tiiriin
gram-negatif veya gram-pozitif olmas1 ile
alakalidir. Inhibisyon seviyesi cogunlukla
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ile
ifade edilir ve gram-pozitif bakteriler
peptidoglikan molekiilleri ile negatif yiikleri
sebebiyle gram-negatif bakterilerden daha
hassastirlar [21]. Daha 6nce, giimiis metalinin
gram-pozitif bir tiir olan Staphylococcus aureus
tizerindeki  antibakteriyel  etkisi cesitli
calismalarda ortaya konulmustur [7, 8]. Altin
metalinin de hem gram-pozitif hem de gram-
negatif tiirler icin antibakteriyel olarak basari
ile kullamlmistir [9, 10]. Cinko oksit, bakir,
titanyum ve selenyum {lizerine de calismalar
mevcut olup her iki grupta da (gram-pozitif ve
gram-negatif)etkili olduklar1 gézlenmistir [11-
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15]. Bizmut metali ve ¢esitli bizmut
bilesenlerinin de antibakteriyel ajan olarak
kullanildig1 bilinmektedir [16, 17]. En bilinen
ant-biyotikanma 6zellikli bizmut bilesenleri,
bizmut tiyolleridir. Bu tiyol bilesikleri, EPS
tretimini azalatir ve biyofilm olusumunu
kontrol altina alir. Bizmut tiyolleri bakterileri
%70-90 araliginda bir verim ile etkiler ve diger

antibakteriyel kimyasallardan daha
givenlidirler [18, 19]. Bizmut ve lipofilik
tiyoller, pmol/L  seviyelerindeki  diisiik

konsantrasyonlarda bile antibakteriyel 6zellik
gosterirler [20] ve hem gram-pozitif hem de
gram-negatif tiirler lizerinde etkilidirler [21].
BisBAL ise laboratuvarda sentezlenen ve diger
bizmut bilesiklerinden 1000 kat daha fazla
antibakteriyel 6zellik sergileyebilen bir bizmut
tiyoliidiir [22]. BisBAL'in EPS ve SMP {iiretimini
ve salgilanmasini ve dolayist ile biyofilm
olusumunu azalttig1 bilinmektedir [21].

Bu calismada, BisBAL sentezi cesitli kosullar
denenerek optimize edilmis ve selatin
inhibisyon etkisi gram-negatif ve gram-pozitif
bakteriler tlizerinde denenmistir. Gram-negatif
bakterileri temsil etmesi agisindan Escherichia
coli tercih edilirken gram-pozitif bakteri olarak
Streptococcus pyogenes ile calisilmistir. Ayrica,
karistk  kiltiir  tizerindeki  etkilerin de
gozlenebilmesi amaciyla aktif ¢camur tizerinde
de denemeler gergeklestirilmistir. BisBAL'1n

membran iretiminde katki maddesi olarak
kullanilabilmesi i¢cin potansiyelinin ortaya
konulmasinin MBR teknolojisinin  gelecegi

acisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
2. Materyal ve Metot

2.1.Kullanilan
Cihazlar

Kimyasal Maddeler ve

BisBAL sentezinde kullanilan propilen glikol
(C3Hs0z2, 2%99,5, fcc), bizmut nitrat pentahidrat
(Bi(NO3).5H20 acs reagent 2%98,0) ve 2,3-
dimerkapto-1-propanol Sigma-Aldrich’ten
temin edilmistir. Tim pH ayarlamalar1 1 N
NaOH ile (ekstra saf, Sigma-Aldrich, Almanya)
ile gerceklestirilmistir. Bakteriler, saf kiiltiir
olarak Mikroorganizma Kiiltiir Kolleksiyonlar1
Arastirma ve uygulama Merkezi
(KUKENS)'nden temin edilmistir. LB siv1
besiyeri  Sigma-Aldrich’ten temin edilmis
tripton, maya, ve NaCl kullanilarak
hazirlanmistir. Calismada kullanilan tim cam ve
plastik malzemeler 121°C sicaklik ve 1,06 bar
basin¢ kosullarinda otoklavlanmstir (NUVE
0T032, Tirkiye). Optik yogunluk (OD) degerleri

UV spektrofotometre  (Pharmacia  LKB-
Novaspek, ABD, quartz hiicre ve 1 cm optik
mesafe) kullanilarak ol¢tilmiistiir.

2.2.BisBAL Sentezi

BisBAL sentezindeki kosullarin optimizasyonu
icin li¢ parametre secilmistir: sicaklik, pH ve
Bis:BAL molarite oranlari. Sicakligin
optimizasyonunda 25°C ve 45°C olmak tizere iki
farkli ortam sicakligi denenmistir. Asidik, nétral
ve bazik kosullarin simule edilebilmesi amaciyla
4, 7 ve 10 pH degerlerinde calisiimistir. Son
olarak, bizmut ve tiyol molar oranlar1 (Bis:BAL)
3:1, 2:1 ve 1:1 olarak belirlenmistir. Propilen
glikol (C3HsO2, 2%99,5, fcc, Sigma-Aldrich,
Almanya) icerisinde ¢6zlinmiis bizmut nitrat
pentahidratin  (Bi(NO3).5H20 acs reagent
2%98,0, Sigma-Aldrich, Almanya) 2,3-
dimerkapto-1-propanol lizerine (Sigma-Aldrich,
Almanya) ilave edilmistir [23]. pH ayarlamalar1
1 N NaOH ile (ekstra saf, Sigma-Aldrich,
Almanya) ile gerceklestirilmistir. Sicaklik ayar1
ise, sicaklik 6l¢ctimii ile sicakligl ayarlayabilen
isiticili karistiricilar ile gerceklestirilmistir. 18
farkli kombinasyon ile {retilen BisBAL
kimyasallarinin listesi daha once
gerceklestirilmis ¢alismada gorilebilmektedir
[24].

2.3. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Bakteri Suslar

Belirtildigi tlizere, gram-negatif bakterileri
temsil etmesi agisindan E. coli tercih edilirken
gram-pozitif bakteri olarak S. pyogenes ile
calisilmistir. Liyofilize halde alinan tiirlerin
bilgileri Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. Sus bilgileri.

Sus Ad1 Liyofilizasyon Tarihi
E. coli 12.08.1998
S. pyogenes 13.02.1994

Liyofilize bakteri ampiillerinin iist noktasinin
2,5-3 cm asagisina bir kesik atilmis ve alkole
daldirilmis pamuk ile kesigi tizernde kalan
kisim tutularak ampiiliin kirilmasi saglanmistir.
Ust kismi kirilmis ampiil dezenfektan dolu bir
behere oturtulmustur. Ardindan, bu ampiiliin
icerisine steril bir pastor pipet yardimi ile 0,2
cm3 Luria Bertani (LB) s besiyeri ilave
edilmistir.
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Besiyeri Hazirlanisi

LB siv1 besiyeri, 10 g/LTripton, 5 g/L maya, 5
g/L NaCl kullanilarak hazirlanmistir. LB agar
icin ise bu kimyasallara ilave olarak 15 g/L
baktoagar kullanilmistir. Soliisyonlar manyetik
karistiricida Kkaristirilmis ve 121¢C sicaklik ve
1,06 bar basing kosullarinda otoklavlanmistir.
Otoklavin ardindan her bir agar plakaya 20 ml
LB agar soliisyonu dokiliip 60°C’ye gelene
kadar bunsen alevinin yaninda bekletilnistir.

Yogunlasan buharin su damlalar1 seklinde
agarlarin lzerine dokiilmesini engellemek
amaciyla yar1 agitk  birakilan  kapaklar

kapatildiktan sonra plakalar parafilmlenmistir.
Siv1 besi yerleri ise steril falkon tiiplerine 5 ml
hacim ile doldurulmasinin ardindan tekrar
otoklavlanarak hazirlanmistir.

inokulasyon

inhibisyon testlerinde kullanilacak olan tekil
koloniyi elde edebilmek adina LB agarlara
inokulasyon  (ekim) yapilmistir.  Bakteri
siispansiyonundan steril 6ze ile alinan bir damla
agara damlatilmis ve cizgiler cizilerek plakanin
dort ceyregine de yayilmistir. Her ¢eyrek icin
yapilacak ekim Oncesi 0Ozenin ucu steril
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun sonucunda
dordiincii  ¢eyrekte tekil koloniler elde
edilebilmistir. Elde edilen tekil koloniler 6ze ile
alinrak falkon tiplerdeki siwvi besiyerine
aktarilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Tim ekim islemler iki tiir icin de aym
prosediirler ile gergeklesririlmis ve t¢li tekrar
ile deneyler yapilmistir. islemler karanlik, serin
ve steril ortamlarda gerceklestirilmistir.

Bakteri Sayimi

inhibisyon testlerinde kullanilacak olan bakteri

slispansiyonlarindaki bakteri saylisinin
belirlenmesi icin seyreltme motodu
kullanilmistir. ~ Stispansiyonlar izotonik su

kullanilarak (1:10, 1:100, 1:1000 ve1:10000)
seyreltilmis ve membran filtrasyona tabi
tutulmustur. Membranlar, {izerlerindeki kalan
bakteriler ile agar plakalara yatirilmis ve
370C’'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda koloniler sayilmistir ve deney
baslangicindaki toplam bakteri sayisi her iki tir
icin de 2.108 CFU/ml olarak belirlenmistir.

Aktif Camur

Tiim inhibisyon testleri saf kiiltiirlerin yani sira
aktif camur yani karisgtk kiltliir ile de
gerceklestirilmistir. Aktif camur, Pasakdy ileri

Biyolojik Atiksu Aritma Tesisinin havalandirma
tankindan alinmustir (Istanbul, Tiirkiye).

2.4. inhibisyon Testleri

Falkon tiipler igerisinde saklanan steril sivi
besiyerlerinin (5 ml) iizerine 0,2 ml bakteri
soliisyonu eklenmistir. Ardindan 24 saatlik
inkiibasyon gerceklestrilmistir. Inkiibe bakteri
soliisyonlar1 yaklasik olarak 8000 bakteri/L
icerik elde edilecek sekilde izotonik su ile
seyreltilmistir. Bu sekilde hedef bir baslangi¢
bakteri iceriginin secilmesindeki sebep UV
spektrofotometre okumalarinda okuma
limitlerinin iizerinde bir OD elde edilmesinin
Online gecilmesidir. Bakteri ilavesinin ardindan
cesitli son molar konsantrasyonlar (5, 12, 15,
20, 30 ve 40 pM) dogrultusunda BisBAL
eklemesi yapilmistir. Hedef molar
konsantrasyona ulasmak i¢in eklenecek BisBAL
hem dogrudan ilave edilmistir hem de
seyreltilerek (ayni son molar konsantrasyona
ulasacak sekilde) ilave edilerek seyreltmenin
etkisi gozlenmek istenmistir. BisBAL
ilavelerinin ardindan numuneler 24 saat inkiibe
edilmis ve OD odl¢limleri yapilmistir.

Dogrudan BisBAL ilavesi

Sentezlenen 18 farkli BisBAL kimyasali,
dogrudan E. coli, S. pyogenes veyaaktif ¢amur
iceren siv1 besiyerlerine ilave edilmistir. Degisik
BisBAL kimyasallar1 (S1, S2, ..., S18) hedef son
molar konsantrasyonunun ayni olabilmesi i¢in
farkl miktarlarda ilave edilmistir ¢linkii ekleme
hacimleri Bis:BAL molar oranlar1 (1:1, 2:1 and
3:1) ile lineer bir iliski igerisinde degildir.
Ekleme hacimlerinin hesaplanmasi Denklem
1’de  verilmektedir. Sentezlenen  BisBAL
selatlarinin molar konsantrasyonlar ise 3:1, 2:1
ve 1:1 oranlar i¢in sirasi ile 67 mM, 75 mM ve
100 mM’dir. Eklenen hacim 0,4-2,7 ul arasinda
degismistir.

M1*V1 + M2*Vz = M3*V3 (1)
Burada;
Vi:Ilave edilen BisBAL hacmi
Mi: ilave edilen BisBAL'1n molaritesi

M2z 0 mM (LB swv1  Dbesiyeri+bakteri
stispansiyonundaki BisBAL molaritesi sifirdir.)

Ms: 5,12, 15, 20, 30 veya 40 uM
V3: (5+V1) ml
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Seyreltilmis BisBAL ilavesi

Son BisBAL molar konsantrasyonu (M3) ayni
olacak sekilde 100 kat seyreltilmis (distile su
ile) BisBAL ilavesi gerceklestirilmistir. Hacim
hesaplamalar1 tekrar Denklem 1 kullanilarak
yapimistir.

Optik Yogunluk Olgiimleri

Dogrudan ve seyreltilmis BisBAL ilavelerinin
ardindan inkiibasyona tabi tutulan numunelerin
ardindan OD degerleri UV spektrofotometre ile
dlciilmiistiir. Olgiimler 420 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Inhibisyon etkisi (iE)
asagidaki sekilde hesaplanmistir.

[E =(0Doum-0Da10um) /ODoym *100 (2)

Burada;

ODoum: 0 pMBisBAL ilavesi olan numunenin OD
degeri

OD4oum: 40 uMBisBAL ilave edilmis numunenin
OD degeri

EPS ve SMP Analizleri

En ytiksek inhibisyonun go6zlendigi bes BisBAL
selat1 icin (S1, S3, S6, S11 ve S14) dogrudan ve
seyreltilmis BisBAL ilavesi durumlarindaki
minimum  inhibisyon konsantrasyonlarinin
(MIK) gézlendigi numunelerde (sirasi ile 15 pM
ve 30 uM )EPS ve SMP analizleri de
gerceklestirilmistir. EPS ve SMP ekstaksiyonlari
fiziksel ayrim metoduyla yapilmistir. 11k olarak,
5 ml numune 4000 rpm ve 4°C sicaklikta 10
dakika siireyle santrifiij edilmistir. Ardindan,
st faz 13200 rpm ve 4°C sicaklikta 20 dakika
siireyle santrifiij edilmistir. Ikinci santrifiijiin
list faz1 SMP’yi temsil etmistir. {1k santrifiijiin
peleti 5 ml distile su ile tekrardan siispanse hale
getirilmistir. Bu silispansiyona 6 pL formaldehit
(%37) ilave edilmistir ve 4°C sicaklikta 1 saat
bekletilmistir. Bir saatin sonunda 0,5 ml NaOH
(1 N) eklenmistir ve 4°C sicaklikta 3 saat
saklanmigtir. Ardindan 13200 rpm ve 4°C
sicaklikta 20 dakika siireyle santrifiij
uygulanmistir ve bu list faz EPS’yi temsilen
kullanilmistir. Elde edilen EPS ve SMP
bilesenlerinin protein ve karbonhidrat icerikleri
de ortaya koymak amaci ile sirasi ile Lowry ve
Fenol siilfiirik asit [25] metotlar1 kullanilmigtir.

Karisik Kiiltiir ile inhibisyon Testi

Aktif camurdaki bakteri sayimi gergeklestirilmis
ve inhibisyon testinin baslangicindaki bakteri
sayisinin  saf kiltiir c¢aismasindaki bakteri

sayisina denk olmasina dikkat edilmistir. Aktif
camur lizerindeki inhibisyon etkisi dogrudan
BisBAL (S3) ilavesi ile degisik son molar
konsantrasyonlar (5, 12, 15, 20, 30 ve 40 uM)
ile c¢alsilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
sonucunda OD degerleri 6l¢iilmiistiir.

Tiim inhibisyon ¢alismalarinin sonunda BisBAL
kimyasalinin stabilitesi de kontrol edilmistir. Bu
amagla 12 hafta boyunda haftalik periyotlar ile
inhibisyon deneylerine devam edilmistir.

3. Bulgular
3.1. BisBAL Sentezi Optimizasyonu

Bu calismada, pH, sicaklik ve Bis:BAL molar
konsantrasyon oranlarinin optimize edilmesi
amaciyla 18  farklh  BisBAL  selatlan
sentezlenerek, sentezlenen bu kimyasallarin
farkli olduklar1 ¢iplak gozle gozlenebilen renk
degisimlerinden anlagilmistir. Ayni sicaklik ve
bizmut igerigi ile sentezlenen BisBAL'lar farkl
pH degerlerinde sentezlendiginde degisik
renklere sahip olmuslardir. pH'in diismesi ile
birlikte renk 6ncelikle yesilden sariya ardindan
somon rengine ddnmistir. Bu renk
degisikliginin sebebi BAL tiyoliiniin
biinyesindeki siilfiirtin degisik pH kosullarinda
farkli kimyasal baglar olusturmas: seklinde
yorumlanmistir. Buna ek olarak, sicakligin
artmas! ile daha heterojen ve koyu renkte
kimyasallarin elde edildigi de soylenebilir.
Sentezlenen kimyasallarin goriintiileri Ek
dosyasinda Sekil Ek.1 olarak sunulmustur.

3.2. inhibisyon Galismalari

Dogrudan BisBAL Iilavesinin E. coli

Uzerindeki Etkisi

Inhibitér olarak kullanilan BisBAL kimyasali
cesitli hacimlerde bakteri siispansiyonlarina
ilave edilmis ve MIiK degerinin belirlenmesine
calisiimistir. E. coli numunelerinde 24 saatin
sonunda okunan OD degerleri S$ekil 1'de
verilmektedir. Inhibisyon profilleri, sonuglarin
daha net sergilenebilmesi acisindan 6 grup
halinde sunulmustur: Grup I (S1, S2 ve S3), Grup
I (S4, S5 ve S6), Grup III (S7, S8 ve S9), Grup IV
(S10, S11 ve S12), Grup V (S13, S14 ve S15), ve
Grup VI (S16, S17 ve S18). Optimum sentez
kosullarinin  belirlenmesi adina inhibisyon
profilleri incelenmis ve E. coli tiri icin 15
uM’dan yiliksek BisBAL konsantrasyonlarinda
énemli MiK 15 uM olarak belirlenmistir. BisBAL
konsantrasyonunun arttirilmast ile birlikte
inhibisyon etkisi de hizla artmistir. Bu tiir
tizerinde en etkili olan kombinasyonlar S3, S6
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ve S18 olarak belirlenmistir. Inhibisyon etkisi
%42-93 araliginda degisiklik gostermekteyken,
en etkili kombinasyonlarin inhibisyon etkisi ise
%79-93 araliginda degismistir (Sekil 2).

Dogrudan BisBAL ilavesinin S. pyogenes
Uzerindeki Etkisi

S. pyogenes tlzerindeki etkinin inhibisyon
profilleri ile ortaya konulmasinda E. coli
calismasinda oldugu i¢in 6 grup halinde
grafiklendirme tercih edilmistir (Sekil 3).IE
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sekilde goriilebilecegi iizere, 15 pM’dan yiiksek

konsantrasyonlarda  bakterinin  ¢ogalmasi
imkansiz  hale gelmistirr En  basarili
kombinasyonlar S3, S11 ve S1 olarak

belirlenmistir. IE degerleri ise %65-90 aralinda
seyretmistir. Sonuglarin 15181nda, S. pyogenes
tiirtinlin E. coli tiriinden daha fazla etkilendigi
sdylenebilir. Bu sonug, gram-pozitif bakterilerin
gram-negatif bakterilerden daha hassas oldugu
bilindiginden olagan bir sonuctur.
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Sekil 1. BisBAL'1n E. coli lizerindeki etkisinin profilleri
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Sekil 4. S. pyogenes iizerindeki etkisinin IE degerleri

Seyreltilmis BisBAL ilavesi ve Inkiibasyon
Siiresinin IE Uzerindeki Etkisi

Gergek oOlcekli membran ve/veya bagska bir
mihendislik  Grini  Gretiminde  BisBAL
ilavesinin seyreltilmis olarak yapilabilecegi
ihtimali de goz oniine alindifindan boyle bir
uygulamanin inhibisyon iizerine etkisi de
calisilmistir. Son molar Kkonsantrasyon ayni
olacak sekilde seyreltik BisBAL'dan daha fazla
ilave edilmis ve 24 saatin sonun OD degerleri
incelenmistir. Inhibisyon profilleri
incelendiginde (data sunulmamistir) MIiK
degerinin E. coli tiri igin 30 pM oldugu
goriilmiistiir. IE yiizdeleri ise ilave edilen
bizmut metalinin son molaritesi ayni olmasina
ragmen diismiistiir. IE yiizdelerinde an az diisiis
S3, S6 ve S18 kimyasallarinda gézlenmistir ki bu
kombinasyonlar dogrudan ilavelerde de en
yiksek inhibisyon etkisini gosteren
kombinasyonlardir. IE’deki ortalama diisiis
dogrudan ilave ¢alismalari ile kargilatirildiginda
%50 civarinda olmustur. Inhibisyon etkisi bazi
durumlarda sifir seviyelerine inmis ve hatta az
saylda numunede tiriin inhibitér varliginda
biiylimeye devam edebildigi goriilmistir. S.
pyogenes ile gerceklestirilen calismalarda ise
inhibisyon etkisindeki ortalama diisiis %5
civarinda olmustur. Bunun sebebi olarak, bu
tlirtin zaten hali hazrida daha hassas olmasi ve
su ile seyreltilmis inhibitére maruz kalmanin
bile etkili olabilmesi gosterilebilir.

48 saat devam eden inkiibasyonun sonuglari
incelendiginde ise, dogrudan BisBAL ilavesinde
dahi ilk 24 saat sonrasinda inhibisyon etkisinin
azalmaya basladigi fakat ancak inhibitor
konsantrasyonu 15 pM’dan yiiksek oldugu
durumlarda inhibisyon etkisinin siirdiiriilebilir

oldugu goériilmiistiir. Her iki tiir icin de IE
degerleri %80-92 araliginda degismistir.

BisBAL'1n EPS ve SMP Uzerindeki Etkisi

En etkili ti¢ BisBAL kmyasali ile (S1, S3 ve S6)
gerceklestirilen deneylerde 24 saatin sonunda
EPS ve SMPnin protein ve karbonhidrat
icerikleri olciilmustiir. EPS'nin protein igerigi
acisindan  bakildiginda, E. coli tiiriiniin
salgilanmas1 %43-59 oraninda azalmakta iken
S. pyogenes tiiriinde bu salgilama azalmasi %23-
68 oraninda seyretmistir. EPS'nin karbonhidrat
iceriginin salgilanmasi ise her iki tiirde de %100
azaltilmistir.

BisBAL'1n Karisik Kiiltiir Uzerindeki Etkisi

Tek bir BisBAL kimyasali (S3) ile aktif camur
tizerinde gercgeklestirilen inhibisyon ¢aligmalari
sonucunda elde edilen inhibisyon profili grafigi
Sekil 5’te verilmistir. Sekilde goriildiagi tzere,
MIK degeri 15 uM olarak elde edilmistir. Bu
deger, E. coli ve S. pyogenes ile yiiriitiilen saf
kiltiirde inhibisyon ¢alismalarinda elde edilen
sonu¢ ile aymdir. Karisik kiltiir izerinde
inhibisyon etkisi %93 olmustur.
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BisBAL'1n Stabilitesi

Dogada bulunmayan laboratuvar ortaminda
sentezlenen antibakteriyel kimyasallar zaman
icerisinde inhibisyon etkilerini
kaybetmektedirler. Boyle olasi bir durumu
kontrol edebilmek amaci ile en etkili BisBAL
kimyasali (S3)'nin E. coli tiirii iizerindekietkisi
uzun silreli olarak (106 giin boyunca)
arastirllmistir.  Inhibisyon profili Sekil 6’da
goriilebilir. Inhibisyon etkisi ilk giinden
baslayarak azalmaktadir fakat azalma hizinin
diisiik oldugu sdylenebilir.

100 ¢
90
80
70 . +
60 .

50
40
30
20 ¢
10 +

0 L P S ! -
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84

Sentezin ardindan gegen siire (giin)

IE (%)

Sekil 6.Aktif camur i¢in inhibisyon profili
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Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje
No:111Y275).
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