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Biyofilmler. gerek tibbi cihaz ve biyomateryaller iizerinde
gerekse konakg¢t epitel hiicreleri ve mukozal yiizeylerde
olugabilen ve pek ¢ok farkli hastalikta rol oynayan mikro-
ekosistemlerdir.

Biyofilm olusumunu belirleme yontemleri, biyofilm
enfeksiyonlarimin engellenebilmesi icin oldukca onemlidir.
Biyofilm olusumunu saptamada siklikla kullanilan
kolorimetrik esasli yontemlerin cesitli dezavantajlart
bulundugundan, standart, hizli ve giivenilir yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Biyofilm saptama amactyla da
kullanilabilen c¢esitli yeni teknolojiler gelistirilmistir.
Bunlar arasinda, elektrik akimina direngteki degisimin
saptandigr “gercek zamanli hiicre analizi” yontemi,
kizilotesi isinlarin penetrasyonundaki degisimin ol¢iildiigii
“fiber-optik sensor” yontemi ve biyofilm matriks
komponentlerini saptamaya dayalt “luminisan konjue
oligotiyofen” yontemi umut vadetmektedir. Bu yontemler
ile daha duyarli, hizlt ve kantitatif olarak biyofilm yapist
belirlenebilmektedir.

Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotik direncinin yani
swra, biyofilm yapisindan kaynaklanan direng, biyofilm
enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da zorlastirmaktadur.
Biyofilm direncinin multifaktoriyel bir olay oldugu ve
birden fazla mekanizmanmin eszamanlt etkisiyle ortaya
ctknigr  diigiiniilmektedir. Derlememizde, bakteriyel
biyofilmlerin olusumu ile bunu etkileyen faktorler, biyofilm
saptama yontemleri, biyofilm enfeksiyonlart ve biyofilm
direncinde rol oynayan etkenler incelenmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, biyofilm saptama, antibiyotik
direnci

ABSTRACT

Bacterial Biofilms: Detection Methods and Role in
Antibiotic Resistance

Biofilms are micro-ecosystems that can occur on medical
devices and biomaterials, or on host epithelial cells and
mucosal surfaces, and play a role in many different diseases.

Methods for determining the formation of biofilm are very
important for preventing biofilm infections. Since
colorimetric methods which are frequently used to detect
biofilm formation have various disadvantages, there is a
need for standard, rapid and reliable methods. Various new
technologies have been developed that can also be used for
biofilm detection. Among these; “real-time cell analysis”
method that detects the change in resistance to electric
current, “fiber-optic sensor” method in which the change
in penetration of infrared rays is measured, and
“luminescent conjugated oligothiophene” method based
on detecting biofilm matrix components are promising.
With these methods, the structure of biofilm can be
determined more sensitively, quickly and quantitatively.

In addition to the antibiotic resistance of planktonic bacteria,
resistance that results from the biofilm structure, further
complicates treatment of biofilm infections. It is thought that
the biofilm resistance is a multifactorial event and multiple
mechanisms occur simultaneously. In this review, the
Sformation of bacterial biofilms and factors affecting them,
biofilm detection methods, biofilm infections and factors that
play a role in biofilm resistance are examined.
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GIRIS

Mikrobiyoloji alaninda yasanan gelismelerin
15181nda, giliniimiizde cesitli enfeksiyon hasta-
liklarinin patogenezinde mikroorganizmalarin
planktonik formlarinin yani sira mikrobiyal
biyofilmlerin  6nemli  rol  oynadigl

bilinmektedir”. Dogal cevrede sik rastlanabi-
len bir mikrobiyal yasam formu olan biyofilm,
cesitli mikrobiyal tiirlerin cevresel etkenler-
den korunmak ve yasamsal faaliyetleri agisin-
dan elverigli ortamda kalabilmek adina olug-
turduklart  bir
tanimlanabilir®.

mikro-ekosistem olarak
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Mikroorganizmalarin kendi iirettikleri organik
ekzopolisakkarit yapilar araciligiyla, canli veya
cansiz bir ara ylizeye, geri doniiglimsiiz olarak
tutunmalar1 sonrasinda olusturduklart biyofilm
yapisi, mikroorganizmaya konak savunmasindan
kacis, antibiyotiklere direng agisindan avantaj sag-
lamaktadir. Su aritma tesisleri, endiistriyel su
sogutma kuleleri gibi cansiz ortamlarda biyofilm
olusumu, bakteriyi pek ¢ok dezenfektana, pH degi-
simi ve kuruluga dayanikli hale getirmektedir®?.

Yiizeylerde mikrobiyal biyofilm olusumu, uzun
yiullardir arastirilmakta olup, giintimiizde kronik
doku hasariyla seyreden pek c¢ok bakteriyel
enfeksiyonda major etkenlerden birisi olarak
kabul edilmektedir®. Intravenoz kateterler, imp-
lantlar, kalp kapakgiklari, kontakt lensler gibi
farkli tibbi ara¢ ve biyomateryaller iizerinde
olusan biyofilmler sonucu gelisen enfeksiyonlar
hastalarda ciddi terapotik sorunlara neden
olmaktadir®. Kronik bakteriyel enfeksiyonlarin
%80’inden fazlas1 biyofilmler ile iligkilendirilir-
ken nozokomiyal enfeksiyonlarin %65’ inden de
biyofilm yapisinin sorumlu oldugu caligmalarla
ortaya konmustur®. Ayrica, biyofilmler yalnizca

Planktonik
hiicreler

Yiiziiye
tutunma

- -
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klinik olarak degil cevresel ve endiistriyel ortam-
larda da sorunlara neden olabilen yapilardir.

Biyofilm olusumu

Bakteri hiicreleri dogada planktonik formda
bulunabildikleri gibi canli veya cansiz bir ylize-
ye adezyon sonrasi ¢ogalarak mikroorganizma
topluluklar1 halinde de bulunabilir”. Bu toplu-
luklar tek bir mikroorganizma tiiriinden olusabi-
lir veya farkli tiirde mikroorganizmalar
icerebilir®. Mikroorganizma topluluklarinin
olusturdugu biyofilm yapisi, mikroorganizma-
nin kolonizasyonunu destekleyen, pH degisikli-
§i, besin yetersizligi gibi olumsuz dig ortam
kosullarma, antibiyotik, dezenfektan madde gibi
kimyasallara karg1 dayanikli olmasini saglayan
onemli bir viriilans faktoriidiir. Polisakkaritler,
protein, ekstraseliiler DNA, su ve iyonlar gibi
farkli bilesenleri iceren kompleks bir yap1 olan
biyofilm yapisinin olusumu dinamik bir
prosestir®®,

Biyofilm olusumu, Sekil 1’de” goriildiigii gibi
mikroorganizmanin bir yiizeye tutunmasi, geri

Tutunma Kolonizasyon ve

mikrokoloni olusumu

Sekil 1. Biyofilm olusum asamalar1?.

2

Biyofilm yapisinin
olgunlagmasi
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dontiisiimsiiz baglanma, kolonizasyon ve mikro-
koloni olugumu, kopma evreleri olmak {iizere
dort basamakta gerceklesmektedir®®.

1) Tutunma: Planktonik yapida mikroorganiz-
manin yiizeye geri doniisiimlii olarak baglandig1
biyofilm olusumunun ilk evresidir. Bakteri, fla-
gella hareketi ve tutundugu yiizeyle arasindaki
elektrostatik ve fiziksel etkilesimler (Brownian
hareketi) sonucu kisa siirede yiizeye tutunur®.

2) Geri Doniisiimsiiz Baglanma: Yiizeye tutun-
mus bakterinin hiicre membranindaki proteinle-
rinin uyarimi gerceklesir ve bakteri hiicreleri
arasi iletisim mekanizmalar1 devreye girer.
Bakteri hiicresi, ekstraseliiler polimerik madde-
ler sentezlemeye baglar®. Bakterinin tiiriine ve
cevresel kosullara gore degisik yapida olabilen
bu maddeler biyofilm matriksinin ana bilesenle-
ri olup ¢ogunlukla ekzopolisakkaritler, ekstrase-
liler DNA ve proteinlerden olugmaktadir. Bu
matriks ve icerigindeki maddeler mikroorganiz-
malarin birbirlerine ve yiizeye geri doniisiimsiiz
baglanmasina aracilik eder?.

3) Kolonizasyon ve Mikrokoloni Olusumu:
Yiizeye tutunmug bakteri hiicreleri boliiniip
cogalarak mikrokoloniler olusturur™”. Farkli
tirden mikroorganizma topluluklarini iceren
biyofilm yapilarinda her tiir kendi mikrokoloni-
sini olusturmakta ve bu mikrokoloniler arasin-
daki kanallarla suyun ve besin maddelerinin
difiizyonu saglanmaktadir. Ortamdaki plankto-
nik bakterilerin de mikrokolonilere yapismasiy-
la kolonizasyon desteklenir!?.

Yeni olugsan mikrokolonilerle bakteri popiilasyo-
nu gittikce biiyiir. Bakterinin etrafindaki popii-
lasyon yogunlugunu algilamasina yarayan
Quorum Sensing (QS) sinyal sistemi devreye
girer. Hiicreler arasi iletisimi saglayan sinyal
molekiillerinden olugan bu sistem, bakteri hiic-
resinde spesifik genlerin ekspresyonunu etkile-
yerek olgun biyofilm yapisinin olusumunu des-

tekler. Bu asama ayni zamanda biyofilm fenoti-
pinin ortaya ¢ikmaya bagladig1 evre olup, mikro-
organizmanin direncli bir yap1 kazanmasiyla
sonug¢lanabilmektedir!*!¥.

4) Kopma: Biyofilm olusumu ve olgunlagmasi
sonrasinda biyofilmde yer alan bakteri hiicrele-
rinde genetik diizenlemeler sonucunda flajeller
sentezlenir. Bu sayede hareketlenen bakteri hiic-
resi biyofilmin iist tabakasindan koparak ayrilir.
Kopan planktonik hiicreler yeni odaklara go¢
eder. Bu durum biyofilmin yayilimina ve bazen
yerel enfeksiyonlarin sistemik hile gecisine
neden olabilmektedir®'>.

Bakteriler arasi iletisim (Quorum sensing) ve
biyofilm

Bir bakteri hiicresinin canlili§ini siirdiirebilmesi
ve patogenezi agisindan, cevreden gelen uyarila-
rt algilayarak yanit gelistirmesi ve yeni c¢evre
kosullarina uyum saglamasi gerekmektedir.
Besin kaynagi ve miktari, popiilasyon yogunlu-
gu, ozmolarite, pH gibi cevresel faktorlerde
degisiklik meydana geldiginde bakteri bu degi-
sime adapte olmak amaciyla metabolizmasinda
birtakim diizenlemeler yapmaktadir'®. “Mini-
mum popiilasyon birimi algilama” olarak belirti-
len, bakteri hiicresinin etrafindaki popiilasyon
yogunlugunu saptamasina yarayan QS sistemi,
bu adaptasyon ve diizenlemelerde onemli rol
oynayan bir sistemdir. QS sistemi yardimiyla,
bakteri degisen besin kaynaklarina uyum saglar,
ayni1 besin icin yarigan diger bir bakteriyle reka-
bet edebilir ve enfeksiyon sirasinda cesitli virii-
lans faktorlerinin regiilasyonunu diizenleyerek
konak immiin yanitindan kagabilir. QS sistemin-
de yer alan sinyal molekiilleri ile bakterinin bir
odakta toplanmasi saglanabilmekte ve boylece
biyofilm yapisinin temeli olugsmaktadir®!7.

Sinyal molekiilleri, bakteri tarafindan normal
kosullarda bazal seviyede iiretilmektedir.
Ortamdaki bakteri sayisinin artmasi durumunda
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sinyal molekiilleri de belli bir esik degere ulas-
makta ve bu durumda hem sinyal molekiiliiniin
kendisinin hem de bu molekiil araciligiyla kont-
rol edilen viriilans faktorlerinin tiretiminde artig
gdzlenmektedir®'?. Uretildikleri hiicrenin
metabolizmasi iizerinde diizenleyici etki goster-
dikleri i¢in bu sinyal molekiilleri “Otoindiikle-
yiciler” olarak da adlandirilmaktadir®2®. QS
sinyal molekiillerinin farkli bakteri tiirlerinde
bulunan bir¢ok farkli siif1 tanimlanmustir. Acil
Homoserin Lakton (AHL) sinif1 sinyal molekiil-
leri Gram negatif bakterilerde, otoindiikleyici
peptidler Gram pozitif bakterilerde ve
otoindiikleyici-2 olarak bilinen molekiiller hem
gram negatif hem Gram pozitif bakterilerde en
cok arastirilan sinyal molekiillerindendir?V.
Farkli yapidaki QS sinyal molekiillerinin olug-
turdugu yanitlar farkli olabildiginden sinyal
molekiillerindeki bu ¢esitlilik, ayni1 tiirden veya
farkli tlirden mikroorganizmalar arasi iletigim
agisindan 6nem tagimaktadir®?.

QS sinyal molekiilleri araciligiyla farkli tiirden
mikroorganizmalar arasinda pozitif veya negatif
yonde etkilesimler gerceklesebilmektedir. Riedel
ve ark.?¥ farkli tiirde mikroorganizmalar olan
Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia
cepacia ile yaptiklari aragtirmada her iki bakteri
tiiriniin AHL sinyal molekiillerine dayali QS
sistemine sahip olduklarin1 ve yine bu sinyal
molekiilleri araciligiyla birbirlerinin virulans
desteklediklerini

faktorlerinin  sentezini

gostermig-lerdir@?24.

Kistik fibrozisli hastalarda, hastaligin erken
doneminde akcigerlerde goriilen Staphylococcus
aureus kolonizasyonu ilerleyen donemde yerini
P. aeruginosa’ya birakmaktadir. Qazi ve
ark.® yaptiklar1 ¢alismada bu durumun
P. aeruginosa’nin sinyal molekiillerinin,
S. aureus’un efektor molekiilii olan RNAIII
ekspresyonunu inhibe etmesi ve S. aureus’un
virulans faktorlerinin olusumunu engellemesin-
den kaynaklandigini gostermiglerdir. Sinyal
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molekiilleri araciligiyla gerceklesen bu tiir cap-
raz etkilesimlerin, mikroorganizmalarin biyo-
film olusumu bagta olmak tizere farkli viriilans
faktorleri iizerinde etkili oldugu ileri
stiriilmektedir®®.

Biyofilm saptama yontemleri

Biyofilm enfeksiyonlarinin goriilme sikliginin
artmasiyla birlikte biyofilm olusumunun kontro-
lii ve engellenmesine yonelik arastirmalar hiz
kazanmigtir. Biyofilm olusumunun engellenebil-
mesi, direncin mekanizmalarinin anlagilabilmesi
ve biyofilm enfeksiyonlar1 i¢in yeni tedavi stra-
tejilerinin gelistirilebilmesi i¢in biyofilm olusu-
munu belirleme yontemleri, bu yontemlerin
dogru uygulanmasi ve yeni yontemlerin gelisti-
rilmesi oldukc¢a onemlidir. Gilintimiizde gelisen
teknolojinin yardimiyla biyofilm olusumunu
saptamada ¢ok sayida farkli in vitro yontemden
ve deney hayvanlarinda biyofilm enfeksiyonu
olusturulmasina dayali in-vivo yoOntemlerden
faydalanilmaktadir.

Kongo kirmizili agar yontemi, modifiye tiip
aderans yontemi (Modifiye Christensen yonte-
mi), mikroplak kullanilan yontemler biyofilm
olusumunu saptamada sik kullanilan yontemler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kuru agirligin ve meta-
bolik aktivitesinin saptanmasina dayali bazi
kantitatif yontemlerle floresan mikroskobisi,
konfokal lazer tarama mikroskobisi ve elektron
mikroskobisinin kullanildig1 yontemler de
mevcuttur®27,

Kongo kirmizili agar yonteminde; biyofilm olug-
turma Ozelligi arastirilacak bakterinin, icerigin-
de belirli miktarlarda sukroz, beyin kalp infiiz-
yon buyyonu, kongo kirmizisi ve agar bulunan
besiyerine tek koloni ekimleri yapilir. Genellikle
37°C’de 24 saat olacak sekilde uygulanan inkii-
basyon sonunda, kolonilerde olugan renk degisi-
mine gore degerlendirme yapilmaktadir. Siyah-
koyu kirmizi renkli koloni olugumu goriilen
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suslar biyofilm tiretimi acisindan pozitif olarak,
pembe-kirmizi renkli koloni olugumu goriilenler
ise biyofilm iiretimi a¢isindan negatif suslar ola-
rak yorumlanmaktadir®’2®).

Standart cam tiip yonteminde belirli miktarda
triptik soy buyyon (TSB) besiyeri iceren cam
tiiplere bakteri inokulasyonu sonrasinda tiipler
genellikle 37°C de 24-48 saat siireyle inkiibas-
yona brrakilir. Inkiibasyon sonunda tiip icerigi
bosaltilarak tiiplere metilen mavisi eklenir.
Belirli bir siire beklendikten sonra tiip icerigi
tekrar bosaltilir. Tiipiin i¢ ¢eperinde boyalt bir
tabaka varlig1 biyofilm olusumu ag¢isindan pozi-
tif reaksiyon olarak kabul edilmektedir®.

Christensen yontemi olarak da bilinen modifiye
tiip aderans yonteminde glikozlu TSB besiyeri
iceren tiiplere bakterinin inokulasyonu ve 37 °C
de 24-48 saat inkiibasyonu sonrasinda tiip ige-
rikleri bosaltilir ve fosfatla tamponlanmig salin
(PBYS) ile yikanir. Her tiipe belirli ve esit hacim-
de olacak sekilde “trypan blue”, safranin veya
kristal viyole koyularak yavagca karigmasi sag-
lanir. Bir siire bekletildikten sonra tiip icerisin-
deki boya dokiilerek tiipler yeniden bosaltilir.
Bosaltilan tiipler kurutma kagidi iizerinde ters
cevrilir ve kurumaya birakilir. Tiiplerin i¢ ¢epe-
rinde renkli tabaka varlig1 pozitif sonu¢ olarak
kabul edilmektedir. Ayrica rengin koyulugu ve
kalinligina gore suslarin biyofilm olusturma
kapasitesi ¢ok giiclii, giiclii ve zayif olarak dere-
celendirilerek degerlendirme yapilabilmektedir.
Renk degisiminin olugsmamasi ise negatif sonug
olarak kaydedilir. Ayrica besiyerinin havayla
temas ettigi kisimda boya kalintis1 olabildigi
gibi bu durum da negatif sonuc¢ olarak
degerlendirilmektedir®®.

Mikroplaklarin kullanildig1 yontemler, biyofilm
olusumunu saptamaya yonelik arastirmalarda
cesitli modifikasyonlarla sik yeglenen yontem-
lerdendir. Ozellikle spektrofotometrik mikrop-
lak yontemiyle diger yontemlerden daha hassas,

spesifik ve kantitatif sonuglar elde edilebildigi
belirtilmektedir®-2".

Spektrofotometrik mikroplak yonteminde genel-
likle 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmakta-
dir. Belirli hacimde uygun besiyeri [%1-3 glu-
koz iceren beyin-kalp infiizyon buyyon veya
TSB), iceren mikroplak kuyucuklarina bakteri
siispansiyonu inokule edilir ve uygun kosullarda
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresi sonun-
da mikroplaklar ters cevrilerek kuyucuk icerigi
bosaltilir. Bosaltilan kuyucuklar yavasca PBS
gibi uygun bir yikama soliisyonuyla yikandiktan
sonra her kuyucuga esit miktarda boya maddesi
eklenir. Bu agamadan Once metanol veya sod-
yum asetat gibi bir ajanla biyofilmin fiksasyonu
saglanabilir. Boyama amaciyla safranin veya
“trypan blue” kullanilabilecegi gibi siklikla kris-
tal viyole yeglenmektedir. Kuyucuklara kristal
viyole eklenmesinin ardindan boyanin biyofilme
penetrasyonu icin belirli bir siire beklenir ve
sonra kuyucuklar bosaltilarak yeniden yikama
islemi yapilir. Bu asamada kristal viyole biyo-
film icerisindeki bakteri hiicrelerini boyamakta
olup biyofilm yapisina katilmamis diger hiicre
ve maddeler yikama adimlariyla uzaklagtiril-
maktadir. Yiizeye tutunmus bakteri hiicrelerine
ve biyofilme zarar vermemek ve dogru sonuglar
elde edebilmek adina yikama islemlerinin yavas
yapilmas1 gerekmektedir. Yikama sonrasinda
mikroplaklar oda 1sisinda en az otuz dakika
siireyle kurumaya birakilir. Kuruma sonrasinda
mikroplaklar etanol, asetik asit veya aseton gibi
ajanlarla muamele edilir ve spektrofotometrik
Olctim yapan mikroplak okuyucu cihazda belirli
bir dalga boyunda ol¢lim yapilarak, her bir
kuyucuk icin optik dansite degeri belirlenir.
Cihaz tarafindan kaydedilen bu degerler, kontrol
kuyucuklarmin ortalama optik dansite degerle-
riyle karsilastirilarak biyofilm olusumunun var-
l1§1 ve derecesi saptanabilir®29,

Kullanilan farkli yontemlerde ¢alisilan mikroor-
ganizmanin tiirline gore inokulum miktari, besi-



yeri, inkiibasyon kosullar1 degisebilmektedir. Bu
durum yontemlerin uygulanmasinda modifikas-
yonlar1 beraberinde getirmekte ve yontemlerin
standardizasyonunu zorlastirmaktadir. Ayrica in
vitro biyofilm modellerinde ortamdaki besin
maddelerinin azalmasi, konak-patojen etkilesi-
minin olmamasi gibi nedenlerle elde edilen
sonuglari in vivo ortami tam olarak yansitama-
dig1 diistiniilmektedir. Biyofilm enfeksiyonlariy-
la miicadelede antibiyofilm ajanlarin ve yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi icin yapi-
lan aragtirmalarda kullanilan klasik in vitro yon-
temlere alternatif olabilecek yeni yontemlere
gereksinim duyulmaktadir.

Yukarida sozii edilen kolorimetrik esasli yon-
temler, kullanilan boyalarin penetrasyon zorluk-
lar1, toksisite ve uygulama zorlugu gibi dezavan-
tajlar tasimaktadir. Gercek Zamanli Hiicre
Analizi (real time cell analyzer-RTCA) yontemi
bu alanda hizli ve giivenilir sonuclar verebile-
cek, kolay uygulanan bir yontem olarak dikkat
cekmektedir. Bu yontemde yiizeyi altin mikro-
elektrodlarla kaplanmis 6zel mikroplaklar kulla-
nilir. Aderan hiicrelerin yiizeye tutunmasi ile
elektrik akimina kars:t diren¢ olarak tanimlanan
impedansta degisim olur ve bu degisim de hiicre
sayist ve biyofilm olusumu ile orantilidir®.
Baska bir soylemle, impedans degisimi 6l¢timii-
ne dayali bu yontemde mikroelektrot tagiyan
mikroplakalar kullanilarak biyofilm olusumu
gercek zamanl olarak izlenebilmekte ve farkl
maddelerin biyofilm olusumu iizerine etkinlikle-
ri degerlendirilebilmektedir. Ayrica bu yontemle
elde edilen sonuclarin klasik yontemlerle uyum-
lu oldugu da belirtilmistir®®. Benzer bir mantik-
la caligan bir diger yontem de biyofilm gelisimi-
ni yine gercek zamanli izlemeye olanak veren
fiber-optik sensorlerin kullanilmasidir®. Bu
yontem, fiber-optik cekirdek iizerinde gelisen
biyofilm tabakanin, yakin kizilétesi 1sinlarin
penetrasyonunda de8isim yaratmasi esasina
dayanmaktadir. Biyofilm tabakanin kalinl1g1 art-
tikca gecirgenlik yani transmitans azalmaktadir.
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Bu yontemle biyofilm inhibitorlerinin etkisi de
degerlendirilebilmektedir. Biyofilm olugumunu
belirlemede, fimbria proteini ve bakteriyel selii-
loz gibi ekstraseliiler matriks komponentlerin-
den yararlanan yenilik¢i bir yaklasim daha kul-
lanilmigtir. Burada “luminisan konjuge oligoti-
yofen” molekiilleri konformasyonel ve spesifik
olarak s6z konusu ekstraseliiler komponentlere
baglanmakta ve hiicrelere zarar vermeden biyo-
film olusumunu gbdzlemlemeye olanak
vermektedir®¥. Bu yontem, soz konusu ekstrase-
liller matriks komponentlerinin oranlar1 hakkin-
da da bilgi verebilmekte, siv1 kiiltiirlerde, biyo-
tik ve abiyotik yiizeylerde kullanilabilmektedir.

Biyofilm enfeksiyonlari

Mikrobiyal enfeksiyonlarin patogenezini anla-
mak amaciyla yapilan bilimsel arastirmalarda
onceleri patojen mikroorganizmalarin yalnizca
planktonik formlar: dikkate alinmigsa da giinii-
miizde gelisen teknoloji ve mikroskobik yon-
temler sayesinde mikrobiyal biyofilmlerin
enfeksiyonlar agisindan 6nemi ortaya konmusg-
tur. Biyofilm yapist konak¢ir immiin sistemiyle
etkileserek immiin yanit olusumuna neden olan
ciddi bir enfeksiyon ve enflamasyon etkeni ola-
rak kabul edilmektedir®>. Mikroorganizma tara-
findan ¢evresel stres kosullarinda olusturulan bu
yasam formu, biyotik ve abiyotik farkli yiizey-
lerde olugabilmektedir. Gerek tibbi cihaz ve
biyomateryaller iizerinde gerekse konak¢1 epitel
hiicreleri ve mukozal yiizeylerde olusabilen
biyofilmler, kronik yara enfeksiyonlarinda, kis-
tik fibrozis, endokardit gibi pek ¢ok farklr hasta-
likta rol oynamaktadir-'739,

Giinlimiizde implantlar, yapay kalp kapakcikla-
r1, protezler gibi kalici tibbi cihazlari kullani-
mindaki artisa paralel olarak biyofilm enfeksi-
yonlarinin goriilme siklig1 artis gostermektedir.
Insanlarda gelisen yumusak ve sert doku enfek-
siyonlarinin %80’inin biyofilm iligkili enfeksi-
yonlar oldugu belirtilmektedir’2®. Kalic1 tibbi
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cihazlarda gelisen biyofilm enfeksiyonlarinda,
etken mikroorganizma normal flora liyesi veya
nozokomiyal bir patojen olabilmektedir.
Biyofilm enfeksiyonlarinda siklikla etken olan
mikroorganizmalar ve iligkili tibbi araglar Tablo
1’de gosterilmektedir'”=7.

Kullanilan tibbi ara¢ veya biyomateryalde biyo-
film olusumu, cihazda fonksiyon kaybinin yani
sira hasta icin siirekli bir enfeksiyon kaynagi
olma riski tagimaktadir. Biyofilm enfeksiyonu
baslangicta asemptomatik seyredebilir. Ancak
konak¢1 immiin direncinin diistigi durumlarda
akut enfeksiyon gelisimiyle sonuglanabilmekte-
dir. Bu nedenle invaziv girisimler dncesi 6zellik-
le immiin sistemi baskilanmis ve yiiksek risk
grubunda olan hastalarda profilaktik amach

antibiyotik tedavisi uygulanmaktadirt'7-383,

Mikroorganizmanin planktonik formuna etkili
olan antibiyotigin koruyucu dozunun biyofilmde
etkisiz kalmasi bu enfeksiyonlarin tedavisini
zorlagtirarak mortalite riskini ylikseltmektedir'”.
ABD’de yapilan aragtirmalarda tibbi cihazlarda
gelisen biyofilm enfeksiyonlarina bagh olim
oranlari; penil implantlar, meme implantlar1 ve
protezlerde %1-3, santral venoz kateterlerde
9%3-8, idrar kateterlerinde % 10-30 olarak belirti-
lirken, kardiyak tibbi cihazlarin bazilari i¢in bu
oranin %25-501ere ulagtig1 saptanmigtir® 40,

Bakteriyel biyofilmlerin yani sira fungal pato-
jenlerin etken olugu biyofilm enfeksiyonlartyla
da karsilagilmaktadir. Firsatci patojen bir mantar

tirli olan Candida albicans’in kataterler bagta
olmak {lizere cesitli tibbi cihazlarin ylizeyinde
kolonizasyonu ve biyofilm olusturmasi yiiksek
mortaliteyle seyreden kandiyazis tablolarina yol
acmaktadir. Candida parapsilosis, Candida
glabrata ve Candida tropicalis kateter iligkili
kan dolagimi enfeksiyonlarina sebep olan diger
mantar tiirleridir®?.

Ventrikulo-pulmoner sant kullanan hastalarda
tekrarlayan  menenjitlerinin
immitis’e bagl biyofilm enfeksiyonlariyla, pro-
tez kalp kapakc¢ig1 kullanan hastalarda endokar-
dit gelisiminin Aspergillus biyofilmleriyle iligki-

Coccidioides

li olabilecegi ileri siiriilmektedir. Candida ve
Aspergillus biyofilmleri implant kullanan hasta-
larda gelisen enfeksiyonlarin %8’inden sorumlu
tutulurken, hastanin hayatta kalma oranim
%50’ye kadar diislirmeleriyle dikkat ¢ekmek-
tedir!”.

Yabanci cisimle iligkili olmaksizin canli orga-
nizmada cesitli kosullarda farkli dokularda, epi-
tel hiicreleri ve mukozal yiizeylerde biyofilm
olusabilmektedir. Daha ¢ok streptokok tiirlerinin
neden oldugu ve dis ciiriiklerinde 6nemli rol
oynayan dental plaklar, iropatojenik Escherichia
coli’nin etken oldugu iiriner sistem enfeksiyon-
lar1, Haemophilus influenzae ve Streptococcus
pneumoniae’1n etken oldugu kronik otitis media,
Staphylococcus lugdunensis ve Enterococcus
durans’1n etken oldugu dogal kapak endokarditi
canli dokuda olusan biyofilm enfeksiyonlarina
ornek gosterilebilir. Bu enfeksiyonlarda ilk ola-

Tablo 1. Biyofilm enfeksiyonlariyla iliskili tibbi araclar ve etken mikroorganizmalar.

Tibbi ara¢ Etken mikroorganizmalar

Yapay kalp kapakgiklar:
Koroner stentler

Santral venoz kataterler
Uretral kateterler

Periton diyaliz kateterleri
Meme implantlari
Koklear implantlar
Ortopedik protezler

Escherichia coli, Candida spp., KNS

Stafilokoklar, Escherichia coli

KNS, Staphylococcus aureus, Streptokoklar
Staphylococcus aureus, KNS, Pseudomonas aeruginosa
KNS, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterokoklar, Candida spp.

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptokoklar
Stafilokoklar, Streptococcus pneumoniae, Propionibacterium acnes

KNS: Koagiilaz Negatif Stafilokok



rak amprik antimikrobiyal tedavi uygulanmakta-
dir. Ancak biyofilmdeki bakterinin antibiyotik-
lere duyarliliginin farkli olabilecegi goz ardi
edilmemeli ve biyofilm etkinligi acisindan uygun

antimikrobiyal tedavi yaklasimi yeglenmeli-
dir( 17,42.43) .

Biyofilm direnci

Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde karsilagilan en 6nemli sorunlardan
birisi olup, artan diren¢ oranlarmma kiyasla
gelistirilen yeni bilesik sayisit olduk¢a azdir.
Planktonik haldeki bakterilerin antibiyotik
direncinin yani sira hem konak immiin sistemi
hem de antimikrobiyal ajanlar acisindan 6nem-
li bir bariyer olan biyofilm yapisinin neden
oldugu direng, biyofilm enfeksiyonlarinda
tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir®*49, Yapilan
aragtirmalarla, biyofilmde yer alan mikroorga-
nizmalarin planktonik formalarina kiyasla anti-
biyotiklere 100-1000 kat daha direngli oldugu
gozlenmistir. Dezenfektanlarin etkinligi acisin-
dan bakildiginda benzer sekilde biyofilm yapisi
icerisinde bakterilerin dezenfektanlara 10-100
kat daha direncli olabildikleri saptanmis-
tlr(]3’46).

Biyofilm direncinde diga attm pompalari, enzi-
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matik inaktivasyon, ila¢ hedefinde mutasyon
gibi bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalari
temel sorumlu mekanizmalar olarak goriilme-
mektedir. Ayrica, biyofilm direncinin multifak-
toriyel bir olay oldugu ve birden fazla mekaniz-
manin eszamanli etkisiyle ortaya c¢iktig1
diistiniilmektedir749.

Antibiyotigin biyofilm igerisine diisiik penetras-
yonu, biyofilmi olusturan mikro-¢evrede mey-
dana gelen degisiklikler ve biyofilmi olusturan
bakterilerdeki fenotipik ve metabolik degisiklik-
ler, biyofilm direncinin nedenlerine iligkin ileri
siriilen fakli tezler olup, Sekil 2’de sunul-
maktadir®®4”,

Antibiyotigin Biyofilme Diisiik Penetrasyonu

Biyofilm matriksi sahip oldugu mekanik ve fizi-
kokimyasal 6zellikler araciligiyla antibiyotik ve
antiseptikler de dahil olmak tizere pek ¢ok bile-
sigin penetrasyonunu azaltarak biyofilm igeri-
sindeki bakteri hiicresine ulagmasini engelle-
mektedir®®.

Antibiyotigin penetrasyonundaki diislisiin
nedenlerinden birisi olarak biyofilm matriksiyle
ilag molekiilii arasinda gerceklesen elektriksel

-~ -
e Antibiyotigin diisiik penetrasyonu
Biyofilm matrisi bilesenlerinin tasidigi farkli 6zellikler antibiyotigin gecisini
engelleyebilir.
” Fe Y -
eVl
~ . -
|- ™~ ‘v
.-f”“ . ?P:{ ‘ﬂ. c.é
‘ ‘ e e | E Fenotipik degisiklikler
b.‘. - G =" ’ .(..' Biyofilmin olgunlagmasi siirecinde bazi bakteriler daha dayanikl fenotipik yap1

sergileyebilir.

-

E | Bi.yoﬁlm alt yiizeyi |

Mikrocevrede degisiklik
Biyofilmin alt katmanlarinda oksijen kosantrasyonu ve iireme hizi degisimine
bagli olarak antibiyotik etkinligi degisebilir.

Sekil 2. Biyofilm diren¢ mekanizmalarma iliskin ileri siiriilen farkh tezler.
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etkilesimler gosterilmektedir. Negatif yiiklii
matriks polimerinden olusan biyofilm yapisinda,
pozitif yiiklii antibiyotigin penetrasyonu bozul-
makta ve antibiyotigin difiizyonu olumsuz
etkilenmektedir®”. Ornegin P. aeruginosa biyo-
filmlerinde negatif yiikli biyofilm polimeri
nedeniyle pozitif yiikli aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin penetrasyonunda diisiis oldugu
caligmalarla saptanmistir®. E. coli ve P. aeruginosa
biyofilmlerinde fosfomisin ve siprofloksasin ile
yapilan bir bagka calismada, ila¢ uygulamasin-
dan 6 saat sonra ilaclarin %50’sinden fazlasi
hedefe ulagsmigsa da tedavi sonunda bakterinin
eradikasyonu acisindan istenilen sonuca ulasila-
madig1 belirtilmekte ve bu durum biyofilm
direnciyle iligkilendirilmektedir®®.

Antibiyotigin diisiik penetrasyonu ve gecikmis
difiizyonu, biyofilm enfeksiyonlarinin tedavisini
zorlagtirmanin yaninda antibiyotigin subinhibi-
tor konsantrasyonlarina maruz kalan bakteriler-
de diren¢ gelisimini tetikleyebilecek bir durum
olarak dikkat cekmektedir®®".

Biyofilm pek ¢ok antibiyotik acisindan tedavide
sorun yaratan bir yapi olsa da florokinolonlar,
ampisilin ve rifampin gibi bazi antibiyotiklerin
biyofilm matriksinden geciste sorun yagamadigi
ve biyofilme iyi niifuz edebildigi ¢aligmalarla
saptanmigtir. Ancak biyofilm enfeksiyonlarinda
bu antibiyotiklerle uygulanan tedavilerde isteni-
len sonuca ulagilamamasi ilacin diisiik penetras-
yonunun tek bagma direnci aciklamaya yeterli
olmadigin1 gostermektedir®®,

Mikrocevrede Degisiklik

Biyofilmin farkli katmanlarinda oksijen kon-
santrasyonu, besin maddelerinin yogunlugu, pH
gibi faktorler degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
durum biyofilmi olusturan bakteri popiilasyo-
nunda iireme hizi ve antibiyotiklere duyarlilik
acisindan farkliliklart beraberinde getirmek-
tedir®?.

Oksijen konsantrasyonunun biyofilmin alt kat-
manlarinda yiizeye oranla daha diisiik olmasi1 ve
mikroaerofil-anaerobik ortam olusumu, bu bol-
gelerde aminoglikozid grubu antibiyotiklerin
etkinligini azaltmaktadir. P. aeruginosa biyo-
filmlerinde alt katmanlarda diisiik oksijen kon-
santrasyonuna bagli olarak tobramisin ve siprof-
loksasinin bakterisidal etkisinin azaldig1 goste-
rilmigtir. Ayrica bazi atitk maddelerin biyofilmin
alt katmanlarinda birikimi sonucu olusan asidik
ortam ve pH degisikligi de antibiyotik aktivitesi
agisindan olumsuz etkiler yaratmaktadir®®.

Pek cok antibiyotigin metabolik olarak aktif
olan ve iireme fazindaki bakterilere etkinlik g&s-
terdigi bilinmektedir. Ozellikle olgun biyofilm
yapisinda, mikroorganizmalar genellikle daha
diisiik tireme hiz1 sergilemektedir. Besin mikta-
rinin sinirl oluguyla iligkilendirilen diigtik tireme
hizinin, antibiyotiklerin etkinligini diisiirerek
dirence neden oldugu diisiiniilmektedir. Biyofilm
yapisi igerisinde yavag iireme hizina sahip
P. aeruginosa suslartyla yapilan c¢aligmada,
biyofilmdeki bakterinin beta-laktam antibiyotik-
lere ve tetrasiklinlere duyarliligin 6nemli dlctide
azaldi8i, florokinolon aktivitesinin ise ilireme
hizindan etkilenmedigi gozlenmigtir®*>>,

Fenotipik Degisiklikler

Bakterinin bir yiizeye tutunmasindan olgun
biyofilm yapisinin olusumuna kadar gegen
siirecte bakteri hiicresi cesitli fizyolojik, meta-
bolik ve fenotipik degisikliklere ugramaktadir.
Bu siirecte mikroorganizmada QS sisteminin
devreye girdigi ve cesitli sinyal molekiillerinin
saliniminin gerceklestigi bilinmektedir. Bu olay-
larin regiilasyonunda gorevli genlerin ekspres-
yonunda yasanan degisikliklere dayanarak biyo-
film direncinin temelinde genetik mekanizmala-
rin olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Mah ve ark.®® biyofilm olusturma O6zelligine
sahip P. aeruginosa ile yaptiklar1 calismada,
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bakteride siklik- [-glukan yapilari ve bunlarin
sentezinde gorevli enzimi kodlayan ndvB geni
tizerinde arastirmalar yapmustir. Calisma sonu-
cunda, ndvB geni araciliftyla sentezlenen glu-
kan yapilarinin periplazmik aralikta aminogliko-
zidlerle etkilesek antibiyotigin hedefe ulagmasi-
n1 engelledigi gozlemlenmistir. P. aeruginosa
biyofilmleri iizerine yapilan bir bagka aragtirma-
da, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin bakteri
dis membranina afinitesinde azalmanin bakteri-
deki folA geni aktivasyonuna bagli olabilecegi
belirtilmektedir®*=".

Bilinen antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan
olan atim pompalarinin bakteride biyofilm diren-
cini arttiran faktorlerden birisi olabilecegi ileri
stiriilmektedir®”. Biyofilm varliginda bakteriler-
de bazi atim pompalarinin ekspresyon diizeyle-
rinde artis gozlenmistir. Yapilan arastirmalarla
cok sayida atim pompasina sahip olan E. coli’de
AcrAB-TolC pompasinin, P. aeruginosa’da
kinolon direncine aracilik eden mexAB-OprM
pompasinin biyofilm igerisindeki bakteri hiicre-
lerinde normal hiicrelere kiyasla indiiklenmis
durumda olduklari saptanmistir®’*®. Bazi atim
pompalarinin direngle iligkisini gosteren farkli
caligmalar sonuglart mevcutsa da dogrudan
biyofilm yapilartyla iligkili attm pompalarinin
varligi tartigmalidir®,

Persistan Hiicreler

Persistan hiicreler, biyofilm direncini agiklama-
ya yonelik bir diger yaklagim olup, bakteri
popiilasyonlarinda persistan hiicrelerin varligi
uzun yillardir bilinmektedir. Persistan hiicreler,
1944’te Joseph Bigger tarafindan S. aureus ile
yapilan ¢alismalar sonucu tanimlanmigtir. Bigger
yaptig1 calismada 3 giinliik penisilin tedavisi
uyguladig: 250.000.000 bakteriden olugan popii-
lasyonda tedavi sonrasinda sayilar1 100°’den az
olsa da canliligint siirdiiren bakteri hiicreleri
oldugunu saptamigtir. Diger bakterileri 6ldiiren
penisilin konsantrasyonunda canliligini koruyan
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bu persistan bakteri hiicrelerinin biiylimeye
devam ettigi gozlenmistir. Ayni calisma sonu-
cunda bakteri popiilasyonu icerisinde toplam
niifusun %1’inden daha azin1 olusturan persistan
hiicrelerin, popiilasyondaki diger bakteri hiicre-
leriyle izogenik yapida olup, fenotipik farklilik-
lar tagidigi, ve bu sayede diger bakterileri 6ldii-
ren antibiyotik konsantrasyonlarinda yasamda
kalabilen daha dayanikli hiicreler olduklari
belirtilmektedir®24?, Persistan hiicrelerin yiiksek
dozda antibiyotik maruziyeti sonrasinda dahi
canliliklarini koruyabilmeleri tedavide karsilagi-
lan biyofilm direncinin yani sira yineleyen
enfeksiyonlarin nedenleri arasinda gosterilmek-
tedir®?.

Giinlimiizde biyofilm enfeksiyonlarinin gériilme
sikliginda yasanan artig ve mortalite oranlarin-
daki yiikselme endige verici boyutlara ulagmig-
tir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar ve elde
edilen bilgiler 1s181nda, biyofilm olusumunda ve
diren¢ mekanizmalarinda basta mikroorganiz-
manin tiirli ve kullanilan antimikrobiyal ajan
olmak tizere pek cok faktor ve farkli mekanizma
olabilecegi anlasilmaktadir. Biyofilm enfeksi-
yonlartyla miicadelede uygulanabilecek temel
yaklagimlar asagidaki gibi siralanabilir:

e Klinikte Oncelikli hedef, etkin temizlik ve
dezenfeksiyon iglemleriyle yiizeylerde biyo-
film olusumunun 6nlenmesi olmalidir.

¢ Biyofilm olusumunu saptamada modern tek-
nolojilerden yararlanan, hizli, duyarli ve
gilivenilir yontemlerin kullanilmasi 6nem
tasimaktadir. Bunlar arasinda, elektrik akimi-
na direngteki degisimin saptandigi “gercek
zamanlt hiicre analizi” yontemi, kizilotesi
1sinlarin penetrasyonundaki degisimin ol¢iil-
diigii “fiber-optik sensor” yontemi ve biyo-
film matriks komponentlerini saptamaya
dayal1 “luminisan konjue oligotiyofen” yon-
temi sayilabilir.

* Biyofilm yapisina daha iyi difiize oldugu
bilinen florokinolon ve rifampin gibi antibi-
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yotikler ile asetilsistein gibi anti-biyofilm
ajanlarin veya QS inhibitorlerinin kombine
kullanimi yararli olabilecektir.

Biyofilm olugumunun kontrolii ve engellen-
mesine yonelik olarak, biyofilme etkili soliis-
yonlar ve yeni antibiyofilm ajanlarin gelisti-
rilmesi dzendirilmelidir.

Terapotik sorunlarin yani sira tedavi maliyetle-
rinde ciddi artisa yol acan bu enfeksiyonlarin
ortadan kaldirilmasinda biyofilm direncinin

mekanizmalarin aydinlatilmasi

da oldukga

onemlidir. Yakin gelecekte bu alanda yapilan
caligsmalarin hizla artmasi ve yeni tedavi strateji-

lerinin gelistirilmesi beklenmektedir.
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