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Biyofilm infeksiyonu tedavi



N
Biyofilm

» Mikroorganizmalarca
olusturulan; herhangi
bir ylzeye/ ara ylizeye
tutunan, farkl fenotip
gosterebilen,
ekstraselluler polimerik
matriks icerisinde
bulunan mikrobiyal yapi
kiimeleri

Donlan RM, Costerton JW. Biofilms: survival mechanisms of clinically

relevant microorganisms. Clin Microbiol Rev 2002; 15 (2): 167-93




 Biyofilmlerin en belirgin 6zelligi, polisakkaritler,
ekstraselller DNA (eDNA) ve proteinlerin DNABII
ailesini de iceren proteinlerden olusan hiucre disi

polimerik maddenin (EPS) varligidir

( 2017 Apr;32(2):118-130. doi: 10.1111/omi.12157.\
Epub 2016 Apr 25.

Natural antigenic differences in the functionally equivalent
extracellular DNABII proteins of bacterial biofilms provide

a means for targeted biofilm therapeutics.
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* Biyofilm olusturan organizmalar
planktonik hicrelere gére daha direncli

* oksijen radikalleri,
» dezenfektanlar,

* besin yoksunlugu,
» pH degisiklikleri,

» fagositoz
 antibiyotiklere



Biyofilm olusturma strecleri

» Tutunma ve Kolonizasyon
* Yasanabilir cevre gelistirme

* Topluluk olusturma



Tutunma




Biofilm streamers
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Biyofilm olusan durumlar

= Kronik yara enfeksiyonlari

O

Kronik enfeksiyonlar

kronik bakteriyel prostatit, kistik fibroz akciger
enfeksiyonlari,

periodontit, otitis media

m|

O

a

Yabanci cisim enfeksiyonlari

protez kapak, santral veno6z kateter, Griner sonda,
ortopedik protez, kontakt lens ve intrauterin cihazlar.

O



Biyofilm - antibiyotik iliskisi

1. Biyofilm icine dusuk penetrasyon
2. Bakterilerin cogalma oranlarinda degisiklikler

3. Mikro cevre degisiklikleri

Mah TFC, O'Toole GA. Mechanisms of biofilm resistance to

antimicrobial agents. Trends Microbiol 2001; 9: 34-9.




Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm icine
dusuk penetrasyonu

 EPS ler fiziksel bariyer gorevi yapar.
* Penetrasyonunu engeller

= Ozellikle vankomisin ve teikoplanin gibi
glikopeptidlerin gecisinin engellenmesi

= Vankomisinin, gentamisin ile olan sinerjistik
etkisinin bozulmasi



Biyofilm icine dusuk penetrasyon

» P. aeruginosa’nin serbest formuna siprofloksasinin
penetrasyonu normalde 40 saniye

 Biyofilm olusturmus formunda penetrasyon 21 dakika

Suci PA, Mittelman MW, Yu FP, Geesey GG. Investigation of ciprofloxacin
penetration into Pseudomonas aeruginosa biofilms. Antimicrob Agents

Chemother 1994; 38(9): 2125-33.




Bakterilerin ¢ogalma oranlarinda
degisiklikler

= Biyofilm Ureten bakterilerin ¢ogalma hizi serbest
yasayan formlara gore ¢ok daha yavas

Antimikrobiyaller hizli Greyen bakterilere daha etkili

Eng RH, Padberg FT, Smith SM, Tan EN, Cherubin CE. Bactericidal
effects of antibiotics on slowly growing and nongrowing bacteria.

Antimicrob Agents Chemother 1991; 35(9): 1824-8.




 Biyofilm icindeki osmotik cevre degisikleri osmotik
strese yol acar.

» Bakterideki porin yapisinda veya miktarinda
degisiklikler 6zellikle beta-laktam antibiyotiklerin
hicre icine girisini kisitlayabilir

* Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu ile birlikte
oldugunda direnc¢ daha da belirginlesmekte



Mikro cevre degisiklikleri

» Biyofilm icerisindeki heterojen yapi antimikrobiyal
ajanlarin oncelikli olarak metabolik olarak aktif
hicreleri hedef almalari nedeniyle antibiyotik
duyarlhginda farkliliklara yol acar

» Ozellikle aminoglikozid, tetrasiklin ve makrolidlerin
antibakteriyel etkisini olumsuz etkiler

Dunne WM, Jr. Buckmire FL. Effects of divalent cations on the
synthesis of alginic acid-like exopolysaccharide from mucoid

Pseudomonas aeruginosa. Microbios 1985; 43(174-175): 193-216.




 Ayrica, biyofilm mikrocevresinde olusan pH ve
osmotik degisiklikler de antimikrobiyal ila¢ etkinligini
degistirmekte

Leid J. Human leukocytes adhere to, penetrate, and respond to
Staphylococcus aureus biofilms. Infect Immun. 2002; 70(11):

6339-45.




* QOksijenin biyofilmin ytzey katmanlarinda tiuketilmesi ve
dip kisimlarda anaerob ortamin olusmasi 6zellikle
aminoglikozidlerin etkinligini azaltir ve direncg gelisebilir.

Uludag Altun H, Sener B. Biyofilm infeksiyonlar1 ve antibiyotik direnci.

Hacettepe Tip Dergisi 2008; 39: 82-88.




Diyabetik Ayak biyofilm iliskisi

 Biyofilm varligi kronik yaralarin iyilesmesinde birincil
engeldir.

» Ayak yaralarinda mikroorganizmalar (% 60 — 80) oraninda
biyofilm Gretmekte

« Malik A, The diabetic foot infections: biofilms and antimicrobial
resistance. Diabetes Metab Syndr 2013; 7: 101-7.

 Biyofilm olusumu bakteriyi antibiyotik etkisinden koruyan
onemli mekanizma

 Biyofilm icerisinde tek bir mikroorganizma tirid ya da birden
fazla tar olabilir.



Diyabetin kronik yarada biyofilme etkisi

* Glukozun bakteriler tarafindan kullanilmasi
ekstraselltler polimerik substans (EPS
)Jekspresyonunu artirarak biyofilm olusumunu
artirir .

James G, Swogger E, Wolcott R, Pulcini ED, Secor P, Sestrich J, et al.

Biofilms in Chronic wounds. Wound Repair Regen. 2008; 16(1): 37-44.




Diyabetik hastalarda fagosit fonksiyonlari
bozulur

* Biyofilm yapisinda fiziksel bir bariyer goérevi olan EPS,
fagositik hicrelerin biyofilme penetrasyonunu azaltir.

» Notrofiller biyofilm icindeki bakteriyi 6ldliremez,
ancak salgiladiklari proinflamatuar sitokinler kronik
inflamasyona neden olur.



* Biyofilm icindeki polisakkarid bilesenler konak
antikor ve komplemani inaktive eder.

» Konak immun faktorlerinde birikim, immiuin
kompleks hasarina sebep olur ve kronik
inflamasyonu baslatir

Percival L, Bowler P. Biofilms and their potential role in wound

healing. Wounds. 2004; 16: 234-40..




P.aeruginosa ve S.aureus kronik yaralardaki
biyofilmden en sik sorumlu bulunan
patojenler

Hoiby N, Bjarnsholt T, Givskov M, Molin S, Ciofu O. Antibiotic

resistance of bacterial biofilms. Int J Antimicrob Agents 2010;
35(4): 322-32.

» Psodomonas ve stafilokoklar tlkemizde de diyabetik
ayakta dnemli patojenler



* Biyofilm icinde olumsuz yasam kosullarinda
bakterilerin biyime hizinin yavaslatarak duragan
fazda yasamalari nedeniyle antimikrobiyallerin
etkinligi azalir

Patricia M. Mertz. Cutaneous Biofilms: Friend or Foe?

Wounds 2003; 15(5): 1-5.




* Olgunlasmis biyofilm icindeki bakterileri inhibe
etmek icin 100 — 1000 kat daha yuksek antibiyotik
konsantrasyon gerekir.

Ceri H, Olson ME, Stremick C, Read RR, Morck D, Buret A. The Calgary

biofilm device: new technology for rapid determination of antibiotic
susceptibilities of bacterial biofilms. J Clin Microbiol. 1999;37(6):1771—1776.




» MiK degerlerinin altinda kalan antibiyotik
konsantrasyonlari direncli suslarin secilmesine ve
MDR gelisimine katkida bulunur

Wang Q, Sun FJ, Liu Y, Xiong LR, Xie LL, Xia PY. Enhancement of biofilm
formation by subinhibitory concentrations of macrolides in icaADBC-
positive and -negative clinical isolates of Staphylococcus epidermidis.
Antimicrob Agents Chemother 2010; 54: 2707-2711.

Rachid S, Ohlsen K, Witte W, Hacker J, Ziebuhr W. Effect of subinhibitory
antibiotic concentrations on polysaccharide intercellular adhesin
expression in biofilm-forming Staphylococcus epidermidis. Antimicrob
Agents Chemother 2000; 44: 3357-3363.




Biyofilm -dezenfektanlara direnc

» Biyofilm olusturan bakteriler serbest Gireyen
bakterilere gore dezenfektanlara 10 - 100 kat daha
direncli

= Biyofilm Ureten bakteriler antiseptik soltsyonlar
icinde uzun sure canli kalabilmekte



Biyofilm stphesi?

» Hastanin anamnezi yol gosterici
= Akut enfeksiyonlarda biyofilm olusumu % 6

= Kronik enfeksiyonlarda biyofilm olusum orani % 60°a
kadar artmakta



R
Biyofilm stphesi?

* Klinik 6rneklerde 151k mikroskopisi ile incelemede
Gram boyamada inflamatuvar hicrelerin varligi ve
kendi Urettikleri matriksle cevrelenmis mikrobiyal
agregatlar gorulmesi biyofilm varligini distndurdar.




FIG. 1. Biofilm causing tissue infection. Biofilms of P. aeruginosa from sputum of cystic fibrosis patients. Gram-staining (a-e), PNA-FISH smining with a

P. geruginosa specific probe (f, g). The bacteria and the matrix are visible. A diversity of shapes of the bicfilms are seen, a: with surrounding poly-
morphonuclear leukocytes (arrows), b & c: with a few leukocytes within the alginate matrix, d: with channellike holes (arrow), e: with liberated
planktonic bakteria (arrow). Magnification x 1000 [8] (reproduced with permission).

Clinical Micrebiology and Infection © 2014 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Ekevier Ltd All rights reserved, CMI, 300, |.el —1.225



Biyofilm tespiti

» Bakterilerde biyofilm olusumu tespitinde in-vivo ve
in-vitro yontemler mevcut

» (Mikroplak yontemleri, Calgary Biofilm Device
Modified Robbins Device, Plug Flow Reactor Systems,
CDC Biofilm Reactor gibi)



» Mikroplak ydnteminin tarama yontemi
olarak secilmesi uygun !

= Kullanim kolayhgl, ucuz olmasi, kisa stirede
sonuc alabilme, bircok farkl bakteri ve
tedavi rejiminin degerlendirilebilmesi

Coenye T, Nelis HJ. In vitro and in vivo model systems to study microbial
biofilm formation. Journal of Microbiological Methods 2010; 83(2): 89-105.

Stepanovic S, Vukovic D, Dakic I, Savic B, Svabic-Vlahovic M. A modified
microtiter-plate test for quantification of staphylococcal biofilm formation.
Journal of Microbiological Methods 2000; 40(2): 175-179. .




Biyofilm nasil saptanmali?

» Enfekte yaralarda biyofilmi gostermek icin en
guvenilir yontem doku biyopsisi

» Alinan doku 6rneginin ezilmesi ve doku
homojenizasyonu saglanmasi biyofilm saptanma
olasiligini artirir.

= Biyofilm formasyonu canli ve kliclk, dokularda 4 - 200
um, yabanci yuzeylerde 5 - 1200 um boyutlarinda



* Biyofilm yapisi icinde bulunan bazi
mikroorganizmalar canli olmalarina ragmen
kalturde Uretilemeyebilir.

* Molekduler tekniklerden faydalaniimali

enterman J, Nguyen D, Anderson E, Staudinger BJ, Greenberg EP,
Lam J, et al. Rapid evolution of culture-impaired bacteria during
adaptation to biofilm growth. Cell Rep. 2014 30; 6(2): 293-300.

Pasquaroli S, Zandri G, Vignaroli C, Vuotto C, Donelli G, Biavasco F.
Antibiotic pressure can induce the viable but non-culturable state in
Staphylococcus aureus growing in biofilms. J Antimicrob Chemother
2013; 68(8): 1812-7.




» Konfokal lazer tarama mikroskopu,
* Elektron mikroskopisi ve

» PNA FISH (peptide nucleic acid fluorescence in situ
hybridization) doku 6rneklerinde biyofilmi gostermek
icin en uygun yontemler

o= ANCAK rutin laboratuvarlarda rutin
kullanima uygun degil !

Hgiby N, Bjarnsholt T, Moser C, Bassi GL, Coenye T, Donelli G.
ESCMID guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections

2014. Clin Microbiol Infect 2015 [E-pub Suppl 1:S1-25],
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* Biyofilm tespiti icin ornekleri sonikasyona
* maruz birakmak vorteksleme ve mekanik —
kazima islemlerine goére cok daha etkili "‘“(6(9
..

Rohacek M, Weisser M, Kobza R, Schoenenberger AW, Pfyffer GE, Frei
R, et al. Bacterial colonization and infection of electrophysiological
cardiac devices detected with sonication and swab culture. Circulation
2010; 121: 1691-7.

. Kobayashi H, Oethinger M, Tuohy MJ, Procop GW, Bauer TW.
Improved detection of biofilm-formative bacteria by vortexing and
sonication: a pilot study. Clin Orthop Relat Res 2009; 467: 1360-4.




Biyofilm infeksiyonlari: sorunlari ve

sonuclari

» Rutin antibiyotik duyarlilik metotlariyla serbest buylyen
mikroorganizmalarin duyarlilik sonuclari belirlenebilir.

» Serbest mikroorganizmalara ait duyarlilik sonuclari tedavi
basarisini ongdormede yetersiz

 Biyofilm Ureten mikroorganizmalar antibiyotiklere daha
direnclidir, ancak duyarlilik ve direng sinir degerleri
belirlenmemis

 Biyofilm odagi ortadan kaldirilmadigi slirece rekiirrens
ve tedavi basarisizligi!!



» Diyabetik ayakli hastalarda biyofilm
olusumu ile iliskili faktorler

* Dr. Asli Vatan Uzmanlik Tezi, CTF 2017.

« Tez Danismani Prof. Dr. Nese Saltoglu



Biyofilm uretiminin Modifiye Mikroplak
Yontemi |Ie degerlendlrme5|

—— }.“

& ' — el “:\} 2
. CTF D1yabet1k hastada biyofilm , Dr. Ash Vatan Uzmanlik tezi,
2017



Calismamizda 165 hastadan 339 etken izole
edildi.

PEDIS enfeksiyonevrelemesi ve biyofilm iliskisi

Biyofilm
PEDIS enfeksiyon evresi n,% o

pozitif
Evre 2 (hafif enfeksiyon) 71(43,3) |50 (35)

Evre 3 (orta dereceli enfeksiyon) |52 (31,7) |35 (33)

Evre 4 (siddetli enfeksiyon=SIRS) |41 (24,4) |29 (33)



* Son alti ay icinde tekrarlayan ayak enfeksiyonu
oykusu olan hastalarda biyofilm olusumu ile sinirda
anlaml (p = 0,05)

= Taburculuk sonrasi U¢ ay icinde ayni ayakta tekrar
enfeksiyon gelisimi nedeniyle hastaneye yatis
arasinda ise anlaml (p = 0,03) iliski



. Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler

Univariate analiz

Multivariate analiz

0,31

OR 95% CI P OR | 95% CI P
Ekstremite ampiitasyon 2,20 1,14- | 0,01 | 1,00 | 0,43-2,3 | 0,98
oykiisii 4,24
Son li¢ ayda antibiyotik 2,94 |1,5-5,750,002 0,37 0,09-1,3 | 0,14
kullanim Oykiisii
Son alt1 ayda tekrarlayan ayak | 2,35 1,23- 0,01 {094 | 0,25-3,5 | 0,93
enfeksiyonu varligi 4,53
Uc ay icinde ayni1 ayakta 2,44 1,06- 0,03 {047 0,18-1,2 | 0,12
enfeksiyon nedeniyle tekrar 5,58
hastaneye yatis
MDR 0,16 0,08- |0,001 3,63 1,58-8,33| 0,00

0,32 2

XDR 0,11 0,03- |0,001(4,06|1,25-13,1|0,01




Biyofilm olusumu ile hasta bulgulari
arasinda arasinda anlamli iliski

= Ekstremite amputasyon dykusd,

= Son U¢ ayda antibiyotik kullanim oykisu

= Son alti ayda tekrarlayan ayak enfeksiyonu
oykusd,

= Uc ay icinde ayni ayakta enfeksiyon
nedeniyle tekrar hastaneye yatis ile

= MDR ve XDR mo. ile infekte olmak



» Toplam 339 mikroorganizma

» 115" inde (% 34) biyofilm olusumu pozitif,
» Gram pozitif bakteriler 24/110 (% 21)' u
» Gram negatif bakteriler 91/229 (% 39)'i

e Gram negatif bakterilerde biyofilm olusumu orani
Gram pozitiflere gore anlamli yuksek (p = 0,01).
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* Biyofilm olusturma orani en fazla olan bakteriler
= A. baumannii (% 62),
= P, aeruginosa (% 52),
= Klebsiella spp. (% 40)
o KNS (% 43)



.Non-fermentatif bakterilerde biyofilm olusumu ile MDR iliskisi
Pseudomonas aeruginosa (n=78) MDR var (n,%o) MDR yok (n,%) p
Biyofilm pozitif (n=41) 31 (76) 10 (24)

<0,001
Biyofilm negatif (n=37) 14 (38) 23 (62)
Acinetobacter baumannii (n=27) MDR var (n,%o) MDR yok (n,%) P
Biyofilm pozitif (n=17) 16 (94) 1 (6)

0,69
Biyofilm negatif (n=10) 9 (90) 1(10)




Biyofilm olusumu ile direncli diger etkenler arasindaki iliski

MRSA MSSA
S. aureus p
(n,%0) (n,%0)
Biyofilm pozitif (n=5) 3 (60) 2 (40) 093
Biyofilm negatif (n=26) |5 (19) 21 (81) |
VRE pozitif VRE negatif
Enterokoklar p
(n,%0) (n,%0)
Biyofilm pozitif (n=6) 4 (67) 2 (33) 002
Biyofilm negatif (n=27) |4 (15) 23 (85) |
GSBL pozitif |GSBL negatif
Enterobactericeae spp. P
(n,%) (n,%)
Biyofilm pozitif (n=31) |17 (55) 14 (45)
<0.001
Biyofilm negatif (n=85) |15 (18) 70 (82)




GSBL yapan Enterobacteriaceae spp. ve biyofilm iliskisi

GSBL pozitif | GSBL negatif

Klebsiella spp.
0% (%) "
Biyofilm pozitif (n=6) |5 (83) 1(17)
0,01
Biyofilm negatif (n=9) |1 (11) 8 (89)
GSBL pozitif | GSBL negatif
Escherichia coli P
(n,%) (n,%)
Biyofilm pozitif (n=7) |6 (86) 1(14)
Biyofilm negatif 0,01
5 (29) 12 (71)

(n=17)




Biyofilm olusumu ile MDR ve XDR gelisimi arasindaki

iliski
MDR var (n,%) | MDR yok (n,%) |p
Biyofilm pozitif
84 (73) 31 (27)
(n=115)
< 0,001
Biyofilm negatif
58 (26) 166 (74)
(n=224)
XDR var (n,%) |XDRyok (n,%) |p
Biyofilm pozitif
37 (32) 78 (68)
(n=115)
< 0,001
Biyofilm negatif
9 (4) 215(96)

(n=224)




 DFU’nda iyilesmeye engel olan onemli bir faktor,
coklu ilaca direncli veya biyofilm lireten bakteri
enfeksiyonlari



Kronik yaralarda biyofilm enfeksiyonlarini
Onleme ve tedavi stratejileri

* biyofilm olusumunu 6nlemeye yonelik asi,

* biyofilm etkili ilaclar ile antibiyotik kombinasyonlari,
* topikal antimikrobiyal tedavi rejimleri,

* |6kosit yamalari

» otolog plateletten zengin fibrinlerin lokal
uygulamalari,

 bakteriyofaj tedavileri,

« selektif debridman 6zelligi olan larvalarin
antimikrobiyallerle kombine kullanimi calismalari

* QS inhibitorleri ile kombine kullanimi calismalari .....



 Diyabetik ayak tedavisinde yeni yaklasimlara ihtiyac
bulunmakta
= Bakteriyofajlar
= probiyotikler
= antimikrobiyal peptidler

Bacterial Biofilms in Diabetic Foot Ulcers: Potential




» Bakteriyofaj tedavisi,
patojenik bakterileri azaltmak veya ortadan kaldirmak icin litik
bakteriyofajlarin kullaniimasi

» Bakteriyofaj polimerik matrikse yayilmakta ve biyofilmi yok
etmede

» Diyabetik ayakta bakteriyofajlar topikal olarak kullanilabilir.

*Njoroge J, Sperandio V. Jamming bacterial communication: new
approaches for the treatment of infectious diseases. EMBO Mol Med.
2009;1(4):201—210.

sSillankorva S, Oliveira R, Vieira M, Sutherland I, Azeredo J.
Bacteriophage Phi S1 infection of Pseudomonas fluorescens planktonic
cells versus biofilms. Biofouling. 2004;20(3):133-138




» Topikal bakteriyofaj suspansiyonu,
= S. aureus, P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii ile

enfekte kronik Ulserlere karsi yara iyilestirme ozelligi
acisindan test edildi.

Bakteriyofaj tedavisinin
a bakteri koloni sayilarini azalttig

= biyofilmlerdeki hicre bozulmasini 6nemli 6lclde
arttirdigl

o yara iyilesmesini arttirdigi gozlendi.

Mendes J, et al. Wound healing potential of topical bacteriophage therapy on
diabetic cutaneous wounds. Wound Repair Regen. 2013; 21: 505—603

Mendes J,et al. In vitro design of a novel lytic bacteriophage cocktail with
therapeutic potential against organisms causing diabetic foot infections. J Med
Microbiol. 2014;63(Pt 8):1055—-1065.




Bakteriyofajla ilgili sorunlar

* Ancak, Tum bakteriofajlar kullanima uygun degil!!

» Potansiyel olarak yararli fajlarin,
= hedef bakterilerle olan etkilesimleri ve

o genetik icerigi ile ilgili ayrintil calismalari, daha fazla
bilgi gerekli!



Probiyotikler

* Probiyotikler mikroorganizma ile yarismakta ve konak
yanitini modile etmekte

» Enfekte kronik DAU (izerine Lactobacillus plantarum
etkinligi calismasi ; topikal uygulama

o diyabetik hastalarin yarisinda debridman, granilasyon
dokusu olusumu ve total iyilesmeyi indukledi.



Probiyotikler

Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus
» Lactococcus lactis

MRSA klinik izolatlari da dahil patojen
mikroorganizmalari dogal olarak elimine edebilir

Sikorska H, Smoragiewicz W. Role of probiotics in the prevention and treatment

of methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections. Int J Antimicrob
Agents. 2013;42(6):475—481




Probiyotikler

S. aureus+ P. aeruginosa probiyotik in vitro calismasi

* L. fermantum patojen susun sitotoksisite ve biyofilm
olusum becerisini azaltti

Varma P, Nisha N, Dinesh K, Kumar A, Biswas R. Anti-infective properties

of Lactobacillus fermentum against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. J Mol Microbiol Biotechnol. 2011;20(3):137-143




Bakteriosinler

= Biyofilm Ureten hicreler Gzerinde etki yapan
bakteriyosinler DA enfeksiyonlarinin tedavisinde
uygun

O’Driscoll N, Labovitiadi O, Cushnie TP, Matthews K, Mercer D,
Lamb A. Production and evaluation of an antimicrobial peptide-

containing wafer formulation for topical application. Curr Microbiol.
2013;66(3):271—278.




= Klinik olarak izole edilmis ve biyofilm tGreten MRSA susuna
karsi ¢ bakteriosin, nisin A, laktisin Q ve nukasin ISK-1"in
antimikrobiyal aktivitesi ve etki mekanizmasi

- L. lactis tarafindan uretilen nisin A ve laktisin Q,
planktonik ve biyofilm hiicrelerine karsi bakterisidal
etkili

Okuda K, Zendo T, Sugimoto S, Iwase T, Tajima A, Yamada S, et al.

Effects of bacteriocins on methicillin-resistant Staphylococcus
aureus biofilm. Antimicrob Agents Chemother. 2013; :




Antimikrobiyal peptidler

* Antimikrobiyal peptidler immunmodulator
» Bakteriyel toksinleri nétralize eder
* Biyofilm olusumunu 6nler ya da ortadan kaldirir.

Hancock R, Sahl H. Antimicrobial and host-defense peptides as new anti-infective
therapeutic strategies. Nat Biotechnol. 2006;24:1551-1557

Hou S, et al.. Effects of Trp- and Arg-containing antimicrobial-peptide structure on

inhibition of Escherichia coli planktonic growth and biofilm formation. Appl
Environ Microbiol. 2010;76(6):1967—1974.

Baltzer SA, Brown MH. Antimicrobial peptides: promising alternatives to
conventional antibiotics. J Mol Microbiol Biotechnol. 2011;20(4)




Antimikrobiyal peptidler

 AMP anjiogenezde ve yara iyilesmesinde rol oynar
* Gramicidin S;
= Bacillus aneurinolyticus tarafindan uretilen siklik bir
dekapeptid
» Gram pozitif bakterilere etkili topikal

Gause G. Gramicidin S. Lancet. 1946;2:46




Antimikrobiyal peptidler

* Nisin
o Gram pozitif bakterilere karsi etkili mikrobiyal ajan

* 50 yildan beri gida koruyucusu olarak giivenle
kullanilan bir bakteriyosin

Cleveland J, Montville T, Nes I, Chikindas M. Bacteriocins: safe, natural
antimicrobials for food preservation. Int J Food Microbiol. 2001;71:1—2

Cotter D, Hill C, Ross P. Bacteriocins: developing innate immunity for
food. Nat Rev Microbiol. 2005;3:777—788.




Antimikrobiyal peptidler

» Sorunlar
= Direng gelisimi?
= Maliyet
- Uretim maliyetleri amino asit grami basina yaklasik 50-
400 dolar

Marr AK, Gooderham WJ, Hancock RE. Antibacterial peptides for therapeutic

use: obstacles and realistic outlook. Curr Opin Pharmacol. 2006;6(5):468—472
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Guar gum as a new antimicrobial peptide delivery
system against diabetic foot ulcers
Staphylococcus aureus isolates

Raquel Santos,'” Diana Gomes,” Hermes Macedo,’ Diogo Barros,”
Catarina Tibério,! Ana Salomé Veiga,g Luis Tavares,’ Miguel Castanho®
and Manuela Oliveira’

'Centro de Investigagao Interdisciplinar em Sanidade Animal, Faculdade de Medicina Veterindria,
Universidade de Lisboa, Lishon, Portugal

“Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Lisboa, Lisbon, Fortugal
FSPA Instituto Universitério SA, Lisbon, Portugal

*Centro de Estudos do Ambiente e do Mar, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lishoa,
Lisbon, Fortugal

Diabetic patients frequently develop diabetic foot ulcers (DFUs), particularly those patients
vulnerable to Staphylococous avreus opportunistic infections. it is urgent to find new treatments
for bacterial infections. The antimicrobial peptide (AMP) nisin is a potential candidate, mainly due to
its broad spectrum of action against pathogens. Considering that AMP can be degraded or
inactivated before reaching its target at therapeutic concentrations, it is mandatory to establish
affactive AMP dalivery systems, with the natural polysaccharide guar gum being one of the most
promising. We analysed the antimicrobial potential of nisin against 23 5, aurews DFU bicfilm-
producing isolates. Minimurm inhibitary concentration (MIC), minimum bactericidal concentration
(MBC), minimum bicfilm inhibitory concentration {MBIC) and minimum bicfilm eradication
concentration (MBEC) were determinad for nisin diluted in HCI and incorporated in guar gum gel.
Statistical analysis was performed using the Wilcoxon matched-pair test. Misin was effective
against all isolates, including some multidrug-resistant clinical isolates, independent of whether it is
incorporated in guar gum. While differences among MIC, MBC and MBIC values were ohserved
for HCI- and guar gum- nisin, no significant differences were found between MBEC values.
Inhibitory activity of both systems seems to differ only twofold, which does not compromise guar
gum gel efficiency as a delvery system. Our results highlight the potential of nisin as a substitute
for or complementary therapy to current antibictics used for treating DFU infections, which is
extramely relevant considering the increase in multidrug-resistant bacteria dissemination. The guar
gum gel represents an alternative, practical and safe delivery system for AMPs, allowing the



Biyofilmi mekanik uzaklastirma

» Kronik yaralarda biyofilme yonelik uygulamalar

= oncelikli olarak biyofilmi uzaklastirmaya yonelik
debridman,

= negatif basincli vakum tedavisi
o Kompresyon

Hgiby N, Bjarnsholt T, Moser C, Bassi GL, Coenye T, Donelli G. ESCMID
guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections 2014. Clin

Microbiol Infect 2015 [E-pub Suppl 1:S1-25], doi:
10.1016/j.cmi.2014.10.024.




Hiperbarik oksijen tedavisi

* Biyofilmlerin anaerobik ve mikroaerofilik ortami
nedeniyle azalan antibiyotik etkinligini artirarak anti-
biyofilm etkinlige katkida bulunur.



Antibiyotiklerin biyofilme etkileri

- Antibiyotiklerin diistik konsantrasyonlarda, MiK degerinin
altinda kalan dozlari biyofilm olusumunu arttirmakta

- Kaplan JB. Antibiotic-induced biofilm formation. Int J Artif
Organs 2011; 9: 737-751.

= Antibiyotik tedavilerinin baslangic ve bitis dozlari,
= dozlar arasinda uzayan donemler

= devam eden dlsuk doz tedaviler

* Odenholt I. Pharmacodynamic effects of subinhibitory
antibiotic concentrations. Int J Antimicrob Agents
2001;17(1):1-8.



Care hastaya uyarli antibiyotik tedavisi mi?

» |ki farkh gruptan sistemik antibiyotik birlikte
kullanimi?

« Sistemik ve lokal antibiyotik birlikte kullanimi ?
» Antibiyotik ve lokal dezenfektan kombinasyonlari?

* Biyofilme etkili antibiyotikler mi?



Biyofilm infeksiyonu antibiyotik kullanimi

onerileri

» Kronik enfeksiyonu olan hastalara uygulanan
antimikrobiyal tedavide biyofilm olusmasi nedeni ile

tekli ilac rejimleriyle kisa streli ve dusuk doz
tedavilerden kacinilmasi énerilmekte

« Biyofilme etkili antibiyotiklerin secilmesi



Biyofilme etkinligi gosterilen antimikrobiyal ve
antiseptikler

e rifampisin,

e daptomisin,
e azitromisin,

e tobramisin,

e oritavansin,

e taurolidin,

* N-klorotaurin



Biyolojik ve kimyasal ajanlar

 Bal, dispersin-B, laktoferrin, galyum, bizmut, iyodin
gibi biyofilme yonelik tedavide kullanilabilecek
biyolojik ve kimyasal ajanlar tGzerine calismalar
vapilmakta



2 et al.
2016; 69: 1282 1289

Polyethylene/silver-nanofiber composites: A material
for antibacterial films

* GUmus-nanofiber kompozitlerinin Escherichia coli
ATCC 25923'lin bayumesini% 88 ve% 56 oraninda
inhibe ettigi

« Basari nanokompozitten salinan artan gimuas
iyonlarina atfedildi

» Antibakteriyel etkinin membran bozulmasi ile iliskili
oldugunu
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Dogrudan biyofilme etkili ajanlar

» Matriks ¢coziclu enzimler,
» QS inhibitorleri,

« Virulans faktor antikorlari,
 Lokosit yamalari

» Otolog trombositten zengin fibrinlerin lokal
uygulamalari

» Antimikrobiyalle QS inhibisyonu 6zelligi olan ultrason
dalgalari, elektrik ve ultraviyole 1sik kombinasyonlari



Quorum sensing:

Bakterilerin harici sinyallere karsi yanitlarini senkronize etmek ve aktivitelerini koordine
etmek icin kullandiklari iletisim

» Bakteri biyofilm olusumunu hiicreden hicreye
yollanan quorum sensing (minimum populasyon
birimini algilama) adi verilen iletisim sinyalleri
araciligiyla kontrol etmekte

= Enfeksiyon sirasinda virulans faktorlerinin regtilasyonu
sonucu konak immun yanitindan kacabilir.

Donabedian H. Quorum sensing and its relevance to infectious

diases. J Infection 2003; 46: 207-14




QS sisteminin antimikrobiyal dirence katkisi

 Diyabetik ayak ulserleri siklikla polimikrobiyal
etkenlerle kolonize olur.

» Polimikrobiyal biyofilmde virllans faktorleri QS
molekdlleri araciligiyla birbirleriyle sinerjistik etkili
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Bakterilerdeki sinyal molekdulleri

* Gram negatif bakterilerde asilhomoserin lakton, siklik
dipeptidler,
* Gram pozitif bakterilerde kicuk peptidler,

* hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilerde
autoinducer-2



QS inhibitorleri,

» QS inhibisyonu enfeksiyonlara karsi umut vadeden
bir strateji
= Yaklasik 40 patent ile cok sayida QS inhibitoru kesfedilmistir
= QS inhibitorlerinin gecerli dogrulama yontemleri optimize
edilmeli

o QS parcalanmasinin lehte veya daha tehlikeli suslari
secebileceginin kesfi derinlemesine arastirilmal

S. Scutera, M. Zucca, D. Savoia
Novel approaches for the design and discovery of quorum-sensing

inhibitors
Expert Opin. Drug Discov., 9 (2014), pp. 66




Calismalar sirmekte

« Selektif debridman o6zelligi olan larvalarin
antimikrobiyaller ve QS inhibitorleri ile kombine
kullanimi??



» Ayrica antimikrobiyaller ile QS inhibisyonu 6zelligi
olan ultrason dalgalari, elektrik ve ultraviyole isik
kombinasyonlarinin da kullanimi Gzerine de
calismalar ve deneyimler gerekmektedir



UNIVERSITY PRESS

From: Searching for new strategies against polymicrobial biofilm infections: guanylated
polymethacrylates kill mixed fungal/bacterial biofilms

J Antimicrob Chemother. 2015;71(2):413-421. doi:10.1093/jac/dkv334

S. aureus
- -

Control Vancomycin (1024 mg/L) Ciprofloxacin (512 mg/L) PG3 (128 mg/L) PG4 (128 mg/L)

C. albicans
- - -

Fluconazole (1024 mg/L)  Caspofungin (4mg/L) PG3 (128 mg/L) PG4 (128 mg/L)

S. aureus/
C. albicans

polymicrobial

I biofilms

Control Oxacillin (16mg/L)+  Ciprofloxacin (4.5mg/L) + PG3 (128 mg/L) PG4 (128 mg/L)
fluconazole (8 mg/L) caspofungin (4mg/L)

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial
Date of download: 3/8/2017 Chemotherapy. All rights reserved. For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com




Sonuc olarak,

» Coklu ilaca direncli bakterilerin polimikrobiyal
topluluklarinin olusturdugu enfeksiyon, DFU
lyilestirme engelinin onemli bir nedeni

» Kronik infeksiyonda biyofilm olusumu kacinilmaz

* Biyofilmin tespitinin her yerde yapilabilmesi,
» kolay yontem gelistirme klinisyene hastaya

uygulanacak multidisipliner tedavi yontemleri
hakkinda secenek sunabilecektir.



The Visualization of Biofilms in Chronic Diabetic Foot Wounds
Using Routine Diagnostic Microscopy Methods

Angela Oates,' Frank L. Bowling,” Andrew J. M. Boulton,” Philip G. Bowler,’
Daniel G. Metcalf,” and Andrew J. McBain'

* Yara orneklerinde biyofilmlerin tanimlanmasina
yonelik basit bir araca gereksinim vardir.
= Biyofilm tespitinde Floresan boyama, Gram boyama

 Biyofilmlerin belirlenmesinde yontemin daha
kullanisli olabilmeleri icin kolaylik ve maliyet etkinlik
gereklidir.




Biyofilme yaklasim

» Daha yakin takip
» Uygun antibiyotik
= Biyofilme etkili antibiyotiklerin secilmesi
* Mukerrer debritman kararini gézden gecirme

» Hastanin tekrarlayan enfeksiyonlarinda
antibiyotiklerin kombinasyonu (Lokal+sistemik)

 CID hastane enfeksiyonlarinin &nlenmesine
calismak!!







