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Biyofilm Nedir?
Klinik Onemi?

Nasil Onlenir?
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Biyofilm Nedir?

Bakteriyel biyofilmler;
«polisakkaritler, salgilanan proteinler
ve hucre disi DNA'lardan olusan,
kendi Urettikleri polimer matrislerle bir arada tutulan,

karmasik, yuzeye bagli bakteri topluluklaridir»
KESKE BU KADAR

BASIT OLSA®

Dilinyadaki bakteri huicrelerinin

vaklasik %40-80'inin biyofilm olusturabildigi anlasiimistir



NEREDEN CIKTI BU BiYOFILM??
* Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723)
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Editorial

Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723): Master of Fleas and
Father of Microbiology

Ulrich Kutschera '

! AK Evolutionsbiologie, 79104 Freiburg im Breisgau, Germany; kutscherau@gmail com

2 1Cultiver, Inc, Manteca, CA 95336, USA

The Dutch scientist and entrepreneur Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) was
the first to di mms (protists, bacteria), living beings he
characterizedfs “; sing single-lensed microscopes created
for his own, ¢ and draw microbes for the first time
in the history of blomedlcal sciences. A.s a result, he became later known as the “father
of microbiology”.

In this Editorial, I want to commemorate the 300th anniversary of van Leewenhoek’s
death at the age of 90 years by briefly analyzing and summarizing his scientific legacy
in different branches of microbiology, from medical aspects (pathogenic microbes in all
kinds of organisms) to symbiotic relationships. In addition, van Lecuwenhoek’s neglected
agenda of “public understanding of microscopic biology” is outlined, with reference to
his status as a key figure in one of ET.A. Hoffmann’s famous romantic fairy tales of 1822,
Master Flea (Figure 1),
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BIOFILMS, MICROBIAL ECOLOGY AND ANTONI VAN LEEUWENHOEK
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VAN LEEUWENHOEK
AND HIS
“LITTLE ANIMAILS™

Sekil 1

(a) Kendi agzinda mikrobiyal biyofilmleri ilk gézlemleyen ve tanimlayan Antony van Leeuwenhoek
(1632-1723). (b) ASM genel toplantisinda satin alinan bir kopyasi olan 'mikroskopu’.




Mikrobiyolojinin 6ncusu Fransiz bilim insani Louis Pasteur
(1822-1895)

(a)

Sekil 2

Louis Pasteur'iin ¢izimleri. (a) Kayin agac yongalaninin yiizeyinde biiyliyen bakteriler tarafindan
Mycoderma aceti'nin sarabi sirkeye fermente etmesini incelemek icin urettigi cihaz. 'Sirke anasi'
biyofilmlerdir. Bu yongalar uzun yillar kullanilabilir ve benzer cihazlar hala kullanilmaktadir. (b)
Yuzeylerine yapisan mikroorganizma kimeleri (tipik biyofilmler) iceren Beaujolais kirmizi sarabindan
elde edilen Dépét. (c) Ozel bir evde kirmizi sarabin sirkeye fermente edildigi bir kavanozdan biyiik bir
'sirke anasi’.




Biyofilmin igine filmi kim koydu?

Bir terimin atik su mihendisliginden tibba ve 6tesine gegisi

* Yuzeylerde bakteriyel yapisma, kimelesme ve cogalmayi ifade eden 'film' terimi;

1933 ‘de deniz mikrobiyolojisinde yapisan bakterileri serbest yizen 'planktonik’

bakterilerden ayirt etmek icin kullaniliyordu

e GOl suyuna maruz birakilan slaytlarda "oldukca dizgin bir film" halinde

mikroorganizmalarin gelistigi gosterilmistir
e Bu tir filmlerin antimikrobiyallerle kontrol altina alinmasi incelendi

 Biyofilmlerdeki mikroplarin tek planktonik hicrelerden ¢ok daha zor
oldaraldugi kesfedildi

Flemming, HC., Baveye, P., Neu, T.R. et al. Who put the film in biofilm? The migration of a term from wastewater engineering to medicine and beyond. npj Biofilms Microbiomes



Biyofilm terimi tibba 1985 yilinda
JW Costerton tarafindan tanitilmistir

«Kendi urettigi bir matrisle gevrili ve ylizeylere yapisan veya dokularda ya da
salgilarda bulunan kiimelenmis mikroplarin gézlemlenmesi»
v Mikrobiyoloji kadar eskidir, ancak biyofilm enfeksiyonu kavrami ve 6zellikle

kronik enfeksiyonlar acisindan tiptaki 6nemi 50 yildan azdir

onculuk etti

«Biyofilm» terimi, canli organizmada yerlesik baylimenin tanimiicin en

uygun sozcuk olarak giderek kabul gormeye basladi

v' Biyofilmlerin 6nemi 1993 yilinda Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi tarafindan kabul edildi




Biyofilmler: Mikrobiyal bir yuva

* Kronik P. aeruginosa akciger enfeksiyonu olan kistik

fibrozlu (KF) hastalarin

e 1970-1972 yillari arasinda; balgam Gram boyali

yaymalarin rutin mikroskobik incelemesi

e 1974-1978 yillari arasinda; 6len KF hastalarinin AC

otopsi 6rneklerinde

» Bol miktarda mukusla cevrili kiimelenmis bakterilerin

(yiginlar) goraldigu gosterildi

Hgiby N. A short history of microbial biofilms and biofilm infections. APMIS. 2017 Apr;125(4):272-275. doi: 10.1111/apm.12686.



Prokaryotlar ve 6karyotlar veya tek hucreli ve ¢cok hiicreli
organizmalar arasinda simbiyotik bir iliski

How Bacteria Stick  Belirli kosullar altinda, bu simbiyotik

In naruse (but noe in laborarory culrures) bacteria are covered
by u “giycocalyx " of fibers chat adhere to surfaces and ro other

- Achion s povemoml e il et mikroorganizmalarin biylumesi kontrol edilemez hale

by ). W Costernon, G. G. Geesey and K..). Cheng
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» Bakteriler, UV radyasyonu, kuruma, sinirli besinler,

asiri pH, asiri sicaklik, yiksek tuz konsantrasyonlari,

yiksek basing ve antimikrobiyal maddeler gibi

cevresel streslere yanit olarak biyofilmler
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Costerton JW, Geesey GG, Cheng KJ. How bacteria stick. Sci Am. 1978



Prokaryotlar ve 6karyotlar veya tek hucreli ve ¢cok hiicreli
organizmalar arasinda simbiyotik bir iliski

How Bacteria Stick

In naruse (but noe in laborarory culrures) bacteria are covered
by u “giycocalyx " of fibers chat adhere to surfaces and ro other
cells. Adhesion muyght be prevented by a new kind of antsbrotxc

by ). W Costernon, G. G. Geesey and K..). Cheng
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» Kati-sivi kesisimi bir ytzey (kan veya su gibi)
mikroorganizma tutunmasi ve buyimesi icin mukemmel

bir ortam
 Biyofilm kolonisindeki hlicrelerin yakin iliskisi;

* Besin varliginda; gen alisverisi ve cogunluk algilama
(QS) sisteminde degisimin olusmasini tesvik eden

kosullari yaratir




Biyofilm gelistirme yetenegi mikroplarin hayatta kalma
cabasidir

* Oligotrofik ortamlarda daha gicli buyime yetenegi

* Besin kaynaklarina daha iyi erisim

* Biyositlere ve konak bagisikligina karsi daha iyi hayatta kalma

* Gelismis organizma verimliligi ve etkilesimleri ‘ 5o "

—
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* Daha fazla cevresel istikrar
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Biyofilmin li¢ boyutlu mimarisinin olusumu birka¢ asamali bir suirectir

@ Single bacteria land

on surface
v ® '..
‘ ‘ @ Bacteria aggregate
@ N and attach
Dispersal
a20aly

& ®  The Biofilm
/ 1&' 5 Life Cycle

@ Microcolony
formation of bacteria
@ Maturation ’ (&)

‘*“3."

Sharma, S., et al.(2023). Microbial Biofilm: A Review on Formation, Infection,
Antibiotic Resistance, Control Measures, and Innovative Treatment.
Microorganisms. 11(6), 1614.
https://doi.org/10.3390/microorganisms11061614

Tek bir planktonik bakterinin yizeylere geri donistimli
tutungos

1. Geri donusumli baglanma

Bakte iz
tutun . O i -

2. Geridonusiumsuz baglanma
EPS s: len

olusa 3+ EPS uretimi

olgur 4. Biyofilmin olgunlasmasi
edinn
5. Dagilma/kopma
Tamal.._.. e
hicrelerinin tekrar planktonik bir duruma gecmesi ve boylece

baska yerlerde biyofilm olusturmasi
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Initial Attachment; planktonik bakteriler herhangi bir ylzeyle
karsilastiginda baslar

@ Single bacteria land
on surface

Yapismayi
engellemeye
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formation of bacteria

==

Yiuzeye geri dondiiriilemez

i é‘b / sekilde baglanilabilme

ve tabaka olusturma

Ma R, et al.(2022) Strategiest o prevent, curb and eliminate biofilm formation based on the characteristics of
various periods in one biofilm life cycle. Front. Cell. Infect. Microbiol.



Belirli adhezin proteinler ile en dis katman arasinda molekuler olarak

Bakteriyel Yapisma ve Toplanma

koordineli bir baglanma

& o %  TheBiofilm
. ,&' . Life Cycle

\ @ Maturation

.Q'...l-

@ Bacteria aggregate

and attach
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@ Microcolony
formation of bacteria
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* Gevsekce birbirine bagli organizmalar;

* Yiizey malzemeleri ve/veya pili, fimbria ve fibrillerde
veya her ikisinde bulunan reseptore 6zgu ligandlarla
etkilesime giren EPS olusturarak yapisma sureciyle

katilasir

* Organizmalar bagli olduklari ylizeye daha guvenli

bir sekilde yapisir



Initial Attachment; planktonik bakteriler herhangi bir yuzeyle

karsilastiginda baglar
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l Planktonik yapisma ile ilgili faktorler I Etkileri

Fiziko-kimyasal faktorler
Kamgi ve pilus

Referans.

Planktonik bakterilerin ilk tutunmasi ve son dagilimi ile ilgilidir.

( Gonzalez et al, 2018)

Duvar teikoik asitleri (WTA'lar)

Bakteri yiizeyinde bulunan duvar teikoik asitleri (WTA'lar), bakteriyel membran butinlGginin
korunmasinda, konak savunmasindan kagmada ve toksisiteye aracilik etmede hayati 6neme sahiptir.

(Yin ve et a, 2019)

Hidrofobik ve elektrostatik etkilegsim
van-der Waals, Brown hareketi
Kesme gerilimi

Planktonik bakterilerin duizensiz hareketlilik modellerinden ilk tutunmaya gegisindeki temel itici gugtar.
Klinik biyomalzemelerin yiizeyine bakteriyel tutunmayi tesvik eder. Bakterilerin temas ylzeyine ilk
tutunmasini destekler ve tutunmayi artirir; Brown hareketi, planktonik bakteriler igin itici glic saglar.
Bakteri yogunlugu ne kadar distikse, Brown hareketinin etkisi o kadar biyik olur.Planktonik bakteriler
Uzerindeki etki, implant ylzeyinin topografisine ve enfeksiyon pozisyonuna baghdir. Kayma gerilimine
maruz kalan bakteriler, mekanik gerilimi pili boyunca dagitir.

( Carniello et a, 2018)
(Chenet a, 2014)
(Zhang et a, 2015)

( Geisel et a, 2022)

( Krsmanovic et ai, 2021)

Yapiskan matris molekdllerini (MSCRAMM'ler)
taniyan mikrobiyal yiizey bilesenleri

FnBPA ve FnBPB

CWA proteinleri

(i) cerrahi implantin ylizeyine tutunmayi saglar ve hiicreler arasi iletisimi artirarak biyofilm olusumuna
yol agar; (i) FnBP'lerin aktivitesi, SarA'nin butlnlugiine baglidir. SarA, simbiyotik durumlarda ve invaziv
enfeksiyonlarda hayatta kalmak igin hayati bir virtlans faktorudar.

( Dziewanowska et a, 2000)
( O'Neill et a, 2008)
( Foster et ai, 2014)

CIfA ve CIfB

(i) CIfA, bakteriyel virtilansi arttirmak ve biyofilm olusumunu kolaylastirmak icin FnBPA'ya baglanir.

(Claes et a, 2018)

SdrC, SdrD, SdrG ve SdrE

(ii) FnBPB ve CIfB'nin benzer afiniteyle baglanmasi, S. aureus'un doku hiicrelerine sikica baglanmasini
destekledi.

(i) Fibrinojen, kolajen ve kerati'yi baglar; (ii) Hepsi S. aureus'un

patojenik antijenleridir . (iii) SdrC, bakterilerin plastik ylzeylere baglanmasini artirir, ancak proteinlerin
hidrofobisitesiyle iliskili olup olmadigi hala belirsizdir. (iv) Kanda, SdrD, S. aureus'un virtilansini ve
canliligini artirir

(Towell et a, 2021)
( Gogoi-Tiwari et a, 2015)
( Feuillie et a, 2017)

Otolitik enzimler AtlA, homolog protein AtlE

(i) Polistiren veya cam gibi abiyotik ylzeylere ilk tutunmayi destekler
(i) Artan ifade bakteriyel otolizi tesvik ederek daha ylksek eDNA emisyonuna yol agar.

(Kaplan et a 2012)
(Rosman et a, 2021)
( Mashruwala et a, 2017)

Sortase (i) Sortaz, cogu Gram pozitif bakteride yaygindir ve S. aureus'un sivi ortamla etkilesiminde hayati bir (Jiang et a, 2013)
etkiye sahiptir . ( Sugimoto et a 2017)
(ii) Sortaz'a bagl yoldaki mutasyonlar, ylizey CWA proteinlerini Gram pozitif bakterilerin dis zarina (Bhat eta, 2021)
sabitleyebilir.
(iii) Pili hareketliligini dizenler.
PIA Biyofilm olusumuna, bakteriyel virtilansa ve ilag direncine katilir. (Wuet a, 2017)
lektinleri EPS'deki ekzopolisakkarit Psl'ye baglanarak biyofilmde bakteri cogalmasini saglar. ( Passos da Silva et a, 2019)
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Mikrokoloni olusumu; cogalma ve hiicre bolinmesi

* EPS ve mikro topluluklar icindeki spesifik kimyasal sinyallerle tetiklenir

() fgssaasaiea  Sintrofik iliski; Enerji ihtiyaclariicin belirli substratlari kullanmak
“" . Uzere birbirlerine guvenen 2 veya daha fazla metabolik olarak
?~ Ty farkl bakterinin birlesmesidir
. Q.l E Life Cycle
e Substrat degisimi,
(%) Maturatn )
\ * Onemli metabolik Grunlerin akis
L.

* Metabolik atiklarin uzaklastirilmasi

Anaerobik sindirimin gerceklesmesi ve karmasik organik maddelerin

parcalanmasiicin en az 3 farkli bakteri tlirtiniin mevcut olmasi gerekir




Olgunlasma
Bagli hucrelerin olgunlasip daha da gelistigi asama

e Bagl bakteri hlicreleri tarafindan sinyal faktorlerinin
salgilanmasiyla saglanir

* Bakteriyel virtlansi artirmak icin gen dizenlemesi

vo o
%
2.4 6  Biyofilm-spesifik genlerin ekspresyonu
@[) i and attach
& 8 The Biofilm » .
& 7w, LifeCycle ) e Hicrelerden EPS salinmasiyla baslayan slirec; yapinin

mesens gtabilize edilmesiyle devam eder; antimikrobiyal
ajanlardan korunma

* Ornegin, P. aeruginosa;

v'Olgunlasma boyunca biyofilm stabilitesi saglayan
benzersiz sakkaritler (aljinat, Pel ve Psl) Gretir



Olgunlasma
Bagl hicrelerin olgunlasip daha da gelistigi asamadir

 Asama |; hiicre-hlicre temasi; N-asile homoserin lakton (AHL) gibi otoindukleyici
sinyal molekullerinin sentezi

* Asama ll; mikrokoloni boyutunun ve kalinhiginin yaklasik 100 um'ye genislemesi;
yerlesik bir mikrokoloninin tanimidir

» Biyofilmdeki bakteriler arasi stirekli baglanti, aktif isbirlikleri
» Bakteriler bitisik gruplarin boyutlarini ve yakinlklarini taniyabilir
» Yakin hucrelerle etkili sekilde bag kurabilen kiimeler olusturulur

» Gen ve protein ifadesi artik tim bakteri kolonisi tarafindan diizenlenir
= EPS salinimi devam ederken, hiicre agregasyonunu, kimyasal baglanma,
QS ve mikro-makrokolonilerin olusturulmasi



Dagilma; mikrotohumlama




Quorum Sensing: hiucre-hiicre etkilesimi yontemi

Chemotayjg

* QS geni aktive edildiginde;

Quorum
sensing ®

* Biyofilm gelismesi saglanir

%
R DAL Sy
* Olgunlasma ve parcalanma sireclerini koordine eder L mig &

>
“E15150.4 apo\,(m“‘é

* Yalnizca belirli bir hacimde minimum miktarda bakteri bulundugunda mimkundur




(Motility: flagella, chemotaxD
* Non-specific physical forces:

KL
vy s =

Planktonic cells

(" * Active dispersal: seeding

*Passive dispersal: sloughing and erosion
*Changes in environmental conditions
*Inhibition of ¢-di-GMP signaling pathways

-

*EPS production
interactions, ion bridging

*Quorum sensing
\ *Secondary messenger c-di-
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Reversible
attachment

Van der Waals interactions, ﬁ Surface adhesins:
electrostat'xc .nnterac'tfons, fimbriae/pili, flagella, curli,
hydrophobic interactions. capsule, LPS
*Surface: hydrophobicity, charge| |  *Hydrophobicity
roughn-&'ss, Porosity *Surface charge
*Conditioning films ) *Cell-cell communication:
acylated homoserine lactones,
rocessed oligopeptides j
(
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*Specific interactions: hydrophobic

interactions, hydrogen bonding

X*Inherent cell properties (su

)
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*EPS accumulation
*Quorum sensing
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Muhammad, M. H., (2020). Beyond Risk: Bacterial Biofilms and Their Regulating Approaches. Frontiers in microbiology, 11, 928




I- Reversible
attachment
II- Irreversible
= attachment
‘.
S
-l —
. 'Y
v ¥

EPS

V- Dispersion Re-colonization

’ of new surfaces
o —p

o

Nutrient limitation,
| waste accumulation,
0, deficiency, pH and
T° changes

» Timeline \

-

Strong bonds (e.g.dipole- w—Droteins
)

~Few minutes ~2 Hours ~3 Days ~9 Days ~12 Days
_ Gene expression
" changes
4 Flagellar (e.g. fliQ, 4 EPS Synthesis 4 EPS and QS Synthesis $ Motility and EPS
flaA) and fimbrial degradation
(e.g. finA) proteins
synthesis + Motility + EPS and QS Synthesis
Symbols:
@ Planktonic bacteria @D Sessile bacteria Uronic acids 7 :‘:syt‘:"c‘x?!‘\dmge t Upreguiation
. [}
v Weak bonds(e.g.Van det seee= Dolysaccharides ==~ eDNA
¢ Waals, and electrostatic) y © Lipids + Downregulation

- Water channels

QS molecules !

Grari et al. A comprehensive review on biofilm-associated infections: Mechanisms, diagnostic challenges, and innovative therapeutic strategies.The Mikrobe. 2025






Saglik hizmetleri ortamlarinda biyofilmler

* Tibbi cihaz ylzeylerinde
* Olii dokularda (6rnegin kemik sekestrasyonlari)

* Canli dokularin icinde gelistigi gdsterilmistir

* Orn; akciger dokusu, dis yuzeyleri..




Cihaz iliskili olmayan enfeksiyonlar

Referanslar

Kontakt lensler

Periodontit; Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium

Santral vendz kate

idrar kateterleri >

Kistik Fibroz; P aeruginosa

Periton diyaliz kat

vesnickap i p> Kronik otit; S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis
Beyin omurilik sy

» Kronik yara; polimikrobiyal ( cilt+ anaerobik)

Meme implantlam
Ortopedik implant >

Kronik sintzit

Dis implantlar

=poeiet 3> Dogal kapak endokarditi
Kalp pilleri > Prostatit

Rahim ici cihazlar

» Enfeksiyoz bobrek taslari

Safra stentleri

» Safra yolu enfeksiyonlari

Muhammad, M. H., (2020). Beyond Risk: Bacterial Biofilms and Their Regulating Approaches. Frontiers in microbiology, 11, 928

ligerleri, 2013



Biyofilm Olusturan Patojenlerle Enfekte Kronik Yaralarin
Patogenezi ve Tedavi Zorluklari

» Anjiyogenez

* Kronik yaralar; » Kok hicre aktivasyonu

* Diyabetik ayak Ulserler > Dermis; hiicre disi matris sekillenmesi

* VenoOz bacak ulserleri ‘ BOZULUR

e Basi ulserleri
v’ Ekstidasyon

e Cerrahi bolge enfeksiyonlari v’ Tekrarlayan enfeksiyon

v Doku nekrozu

v’ Kusurlu yeniden epitelizasyon

v’ Azalmis anjiyogenez

v’ Reaktif oksijen ttirlerinin asiri tretimi

* Apseler

* Travma Ulserleri



Biyofilm olusumu ile ....

* Kronik inflamasyonun baslamasindan sorumlu olabilir

* Biyofilm Ureten bakteriler ile enfeksiyon varliginda yara sivilarinda

e |L-6, IL-10, IL-17A ve TNF-a gibi spesifik inflamatuar mediyatorlerin artisi ve

tlser boyutunu etkiledigi gosterilmis

» Bagisiklik sisteminin strekli uyarilmasi, kronik inflamasyonun kottlesmesi ve

kronik yara dongustunin devam etmesi

» Oksidatif stres ve reseptorlerin ve sitokinlerin proteaz aracili bozulmasi yara

yatagi yaslanmasina katkida bulunur




HEALING WOUND

« Synthesis of extracellular
matrix (ECM)

+ Angiogenesis

+ Re-epithelilization

Bacterial colonization Biofilm

Defective | e—
neovascularization

CHRONICWOUND INFECTED BY
BIOFILM-FORMING PATHOGENS
+ Elevated macrophages

« Elevated neutrophils

« Elevated MMPs

« Elevated ROS

« Fibroblast senescence

|

— lyilesmeyi geciktiren devam eden bir inflamatuar faz

== Bivofilm olusumu

=) Azalmis mikrosirkiilasyon

== Sitokin ve biiylime faktorlerinin azalmasi

=) Cilt dishiyozu

m=) Coklu ilaca direncli mikroplarin neden oldugu enfeksiyonlar

Kronik yaralar biyofilm olusumu i¢in
ideal bir ortam olusturur!
v" Nekrotik doku ve dokiintiiler bakteriyel
tutunmaya izin verir
v' Zayiflamis konak bagisikligi; enfeksiyon

duyarliligi artar

Cavallo I, Sivori F, Mastrofrancesco A, et al. Bacterial Biofilm in Chronic Wounds and Possible Therapeutic Approaches. Biology (Basel). 2024;13(2):109.
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Biofilm is a Major Virulence Determinant in Bacterial
Colonization of Chronic Skin Ulcers Independently
from the Multidrug Resistant Phenotype
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Abstract: Bacterial biofilm is a major factor in delayed wound healing and high levels of biofilm

production have been repeatedly described in multidrug resistant organisms (MDROs). Nevertheless,

a quantitative correlation between biofilm production and the profile of antimicrobial drug resistance
in delayed wound healing remains to be determined. Microbial identification, antibiotic susceptibility
and biofilm production were assessed in 135 clinical isolates from 87 patients. Gram-negative
bacteria were the most represented microorganisms (60.8%) with MDROs accounting for 31.8% of
the total isolates. Assessment of biofilm production revealed that 80% of the strains were able to
form biofilm. A comparable level of biofilm production was found with both MDRO and not-MDRO
with no significant differences between groups. All the methicillin-resistant Staphiylococous aurens
(MRSA) and 80% of Pseudomonas aerugmosa MDR strains were found as moderate/high biofilm
producers. Conversely, less than 17%, of Klebsidla pmeumaniae extended-spectrum beta-lactamase

(ESBL), Escherichia cai-ESBL and Aanetobacter baumanmii were moderate/high biofilm producers.

Notably, those strains classified as non-biofilm producers, were always associated with biofilm
producer bacteria in polymicrobial colonization. This study shows that biofilm producers were
present in all chronic skin ulcers, suggesting that biofilm represents a key virulence determinant
in promoting bacterial persistence and chronicity of ulcerative lesions independently from the
MDRO phenotype

Keywords: skin ulcer; MDRO; biofilm; wound; MRSA; ESBL; Pseudomimas aeruginosa;
Kiebsiella pneumeniar; Escherichia coli; Aanetobacter baunumnii

situte, Istituto di Ricovero e Cura a Caratiere Scientifico (IRCCS), (0144 Rome,

* Kronik yaralardan izole 153 sus analizi
* %74,4 MDR organizma

* %78,9 biyofilm olusturma yetenegine sahip

MDR olmayan organizma
* P.aeruginosa, S.aureus , S.epidermidis ve

S. pneumoniae’nin biyofilm kultirlerinde

mutasyon sikhiklari artiyor




Antimicrobial resistance mechanisms
in biofilms
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Bu mekanizmalar binfiIm iliskili enfeksiyonlarin
direncine ve kalicihgina katkida bulunur

Altered MicroénvilPnment

Persister Cells

Grari et al. A comprehensive review on biofilm-associated infections: Mechanisms, diagnostic challenges, and innovative therapeutic strategies. The Mikrobe. 2025;



Kronik yaralarda biyofilm yaygin mi?

* 50 kronik yara ornegi

* 30'unda biyofilm (%60) ¢ 8 prospektif kohort analizi

e 16 akut yara ornegi e 185 kronik yara e Meta-analiz; 12 ulke, 24
* 1’inde biyofilm (%6) * Kronik yaralarda biyofilm G2 lIEme
prevalansi %78 * 2666 lezyon
James GA et al;2008 e Asya calismalarinda %73
Malone M et al;2017 * Genel yayginhk %68

Coelho M et al;2025

Kronik yaralarda biyofilmlerin yayginligini degerlendirmek kolay degil!



Biyofilm olusumu .... E

= Kronik —yara- enfeksiyonu kisir dongtisu

= Sorumlu en yaygin mo; S.aureus ve P.aeruginosa (%63 ve %25)

L 4

e Diyabetik durum daha yavas yara iyilesmesi ve artmis biyofilm kalinligi ile iliskili

* Diyabetik ulserlerde yuksek bir bakteriyel karmasiklik mevcut

r]

* Biyofilmler genellikle topikal ve sistemik antibiyotiklere direnclidir

* EPS nedeniyle antimikrobiyal tedavinin etkinligi azalir

e Bakteriler arasi plazmit aracili antimikrobiyal direnc genlerinin degisimi

* Bagisikliktan kacis
* Tedavi basarisizlig







Nasil taniriz??

*

* Ciplak gbz; Yara biyofilmlerinin ¢iplak gozle gorulebilmesi ?
* Genellikle 100 um'den klcuktlr ve makroskobik olarak ayirt edilemez

* Ornekleme; Mikroskobik ydntemler (ESCMID-2014)

* Birden fazla boélgeden debridmandan sonra biyopsi veya kazima tercih edilen
yontem
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Ciplak gozle; sarimsi yari saydam jelatinimsi tabaka olarak goriilebilir
Pigment salgilayabilen bakterilere baglh yara goriinimu degisebilir
» S. aureus ksantofilleri; soluk sari
e P. aeruginosa; soluk yesil
Yara yuzeyinde veya daha derin ve heterojen yerlesimli bulunabilir
* Kolonizasyonunun derinligi farkli bakteri turleri arasinda degisiklik gosterir
* Anaerobik bakteriler daha derindir
Cikarilmasi kolaydir, ancak hizla yeniden olusmasi da kolaydir
* Kronik yara biyofilmlerine 6zgu bir klinik 6zelliktir

* Debridmandan sonra yarada kalan serbest bakteriler, antimikrobiyal ajanlara karsi
artan direncle 24 saat icinde biyofilmi hizla yeniden olusturabilir

Olii dokulardan ayirt edilmesi zordur




Bir yaranin biyofilm icerme olasiliginin klinik gostergeleri

o S N T _—

Wound Repair and Regeneration ' I

2017-Diinya Biyofilm Sempozyumu

Antibiyotik veya antiseptik tedaviye
direnc [gli¢li kanit |

Uygun antibiyotik veya antiseptik
kullanilmasina ragmen tedavi
basarisizlig1 [gli¢lii kanit]

Gecikmis iyilesme [zayif kanit]

Tekrarlayan enfeksiyon/alevlenme
donguleri [zayif kanit]

Asiri nem ve yara ekstdasi [zayif kanit]

Dlsuk duzeyde kronik
inflamasyon [zayif kanit]

Dusuk duzeyde eritem [zayif kanit]

cl

o

> 1

2019-Diinya Yara lyilestirme Dernekleri

Federasyonu

Rutin yara yonetimi sonrasinda yara
iyilesmesi belirtisi olmamasi

Antibiyotikler kesildikten sonra durgun yara
iyilesmesi ve lokal veya sistemik enfeksiyonun
tekrar ortaya ¢ikmasi

Yaranin soluk veya hafif kirmizimsi sismis
tabani, kotu kokulu nekrotik dokularla birlikte
olabilen ¢cok miktarda sari sizinti veya salgi ve
dusuk kaliteli granulasyon dokulari

Yaranin duzenli debridmani, antibakteriyel
pansumanlar, hassas antibakteriyel ilaclar ve
bakteriyel biyofilm giderici ilaclarla etkili
tanisal tedavi




Bakteriyel biyofilm tespit teknikleri

Teknik Tanim Guclu yonleri Sinirhihiklar
Biyofilm olusumunu tespit Basit, uygun maliyetli, yaygin Kdltlirde Uretilemeyen bakterileri,
etmek icin 6zel ortamlarda olarak kullanilan; kantitatif polimikrobiyal enfeksiyonlari tespit
Kiiltlir temelli teknikler bakteri yetistirilmesi (6rnegin  (6rnegin, mikrotiter plaka testi) edememe, gdzlemci degiskenligi,
tip yontemi, mikrotiter plaka  ve cihazlarin sonikasyonu spesifik olmama, disik duyarhlik ve
testi, CRA yontemi) yoluyla tespiti iyilestirebilir protokol degiskenligi ile sinirlidir
C!.SIV!, SEM ve TI?M iicerir. Yulfsek (;ozgnur.luklu,. kiltirden Viiksek malivet, karmasiklik,
Biyofilmlerin yerinde bagimsiz; biyofilmlerin detayli : -
. L — ] . e o numunenin bozulma potansiyeli
incelenmesini saglar, biyofilm  gorsellestirilmesi (6rnegin, (6rnegin SEM); biyofilm hidrasyon
Mikroskopik teknikler morfolojisi ve yapisinin ayrintih - CLSM 3 boyutlu gériinimler 8 DY : y.
AT . L e durumunun korunamamasi; ileri
goruntdlerini sunar ve genellikle sunar); biyofilm morfolojisi ve . .
. . . diizeyde uzmanlik ve ekipman
floresan boyamaiile hicresel kompozisyonun erektirir
zenginlestirilir belirlenmesinde etkilidir &

Hizh, kaltirden bagimsiz;
kiltlirlenemeyen organizmalari
tanimlayabilir; ytksek
hassasiyet (6rnegin NGS);
polimikrobiyal enfeksiyonlarda
ve biyofilm diizenleyici genlerin
incelenmesinde faydalidir

PCR, qPCR, FISH ve NGS gibi
teknikler. Biyofilmle iliskili
genlerin tespiti, mikrobiyal
DNA/RNA analizi ve biyofilm
icindeki mikrobiyal tirlerin
tanimlanmasi icin kullanihr

Yanlis pozitif sonuglar verebilir (canl
ve 0l DNA); yiksek maliyet ve
karmasiklik (6rnegin, NGS ve FISH);
biyofilm dinamiklerini izlemeden
genetik bilgiyle sinirhdir; 6zel
ekipman ve uzmanlik gerektirir

Molekiiler yontemler

*CLSM:Confocal Laser Scanning Microscop, SEM: Scanning Electron Microscopy, TEM: Transmission Electron Microscopy




Biyokimyasal Analizler

immiinolojik yontemler

FTIR ve
Raman spektroskopisi

Bakteriyel biyofilm tespit teknikleri

XTT rediiksiyon testi, tetrazolyum

boyasi XTT'yi renkli formazana
donusturerek saglam
biyofilmlerdeki hticrelerin
metabolik aktivitesini dlcer.

Belirli biyofilm bilesenlerini tespit

etmek icin mAb'lerin kullanimi,
Radyoaktif isaretli mAb'ler tibbi

implantlardaki biyofilm varliginin in
vivo gorintulenmesinde kullanihr .

Proteinler, ntkleik asitler,
karbonhidratlar ve lipitler gibi
biyofilmin hicre disi ve hiicresel
elemanlarinin analizi icin ileri
molekiler dizeyde teknikler.

Biyofilm yapisini bozmadan
metabolik aktiviteyi

Olcer; Candida biyofilmlerini
incelemek ve ila¢ duyarliligini
degerlendirmek icin faydalidir

Yuksek hassasiyet ve spesifiklik;
planktonik ve biyofilm
durumlari arasinda ayrim
yapilmasini saglar; tibbi
cihazlardaki biyofilm varliginin
invaziv olmayan bir sekilde
gorintulenmesini saglar; cift
tani ve tedavi uygulamalariicin
potansiyele sahiptir

Ayrintili molekuler bilgiler
saglar; biyofilm "parmak
izlerini" tanimlar; biyofilm
dinamiklerini ve bilesimini
anlamaya yardimci olur

Biyofilmlerin yasa baghligi;
biyofilm matriksinden
etkilenme; deneysel kosullara
bagli degiskenlik

Biyofilm matrisine sinirli
penetrasyon; antijen
heterojenligiyle ilgili zorluklar;
yuksek Gretim maliyetleri; daha
az yaygin biyofilm olusturan
patojenler icin sinirli
uygulanabilirlik

Arastirma ortamlariyla sinirlidir;
maliyeti yluksektir; 6zel ekipman
ve uzmanlik gerektirir; rutin
tanilama icin yaygin olarak
bulunmaz

Grari et al. A comprehensive review on biofilm-associated infections: Mechanisms, diagnostic challenges, and innovative therapeutic strategies. The Mikrobe. 2025;



Biyofilm/6lii doku (carrion)

Ayirt edici noktalar

Bakteriyel biyofilm

Olii doku

Gorunum

Seffaf jel iceren acik
sarl

Gevsek sari renk

Doku yogunlugu

Sikica bagli, mekanik
olarak gikarilmasi
kolay degil, keskin
aletlerle tutulmasi
gerekiyor

Gevsek baglantilar,

mekanik olarak

kolayca cikarilabilir

Confocal laser scanning microscopy

Enzimlerin ve otolitik
temizleme yardimci
maddelerinin
etkilerine karsi
duyarhilik

Dusuk

Yiksek

» Ayirt edebilmek zor

> OliU doku, genellikle yara yiizeyini
ayni zamanda biyofilmle kaplar

» Biyofilmdeki bakterilerin
blyumesi ve yayilmasi icin kulttr
ortami haline gelebilir



7| 2AZI KAFALAR COK
KARISIK BE

BiYOFILM GELISMESINi ONLEMEK MUMKUN MU=

> Ik yapismayi dnle

» Biyofilmi boz

» Biyofilm dagilimi sirasinda planktonik bakterilerin yayilmasini durdur

» Kombine immuinoterapi

Kronik yara biyofilmlerinin yonetimi

Yara debridmani ve sistemik antimikrobiyal tedavi




Klinik debridman yontemleri

Debridmanin siniflandiriimasi

Avantajlan

Dezavantajlari

Travmatik biyofilm iizerindeki etkisi

Cerrahi debridman

Klinik debridmanin ‘altin standardi'.
Nispeten kisa bir stirede yaradan biylk miktarda
nekrotik ve kismen inaktif dokuyu cikarabilir.

Debridmanin etkisi, cerrahin klinik deneyimine
baglidir ve nekrotik doku tamamen ¢ikarilmaz veya
cok fazla normal doku cikarilarak normal dokuya
zarar verilir. Ayni zamanda, travma blyuktir ve
yaradan kolayca kanamaya neden olarak hastanin
ameliyat sonrasi agrisini siddetlendirir.

Trabekdler biyofilmin bozulmasi, kismi trabekiler
biyofilmin uzaklastirilmasi Tim nekrotik ve kismen
inaktif dokular uzaklastirilirsa, derin trabektler
dokularin biyofilmi bozulabilir.

Mekanik debridman

Distk maliyetli, basit ve kolay uygulanabilen bir
yontemdir. Ameliyatta anesteziye gerek yoktur.

Normal doku ve yeni epitel zarar gorebilir.

Travmatik biyofilmin parcalanmasi ve kismen
cikariimasi.

Enzimatik debridman

Klinik prosedir basittir ve sadece yaranin nekrotik

dokusunun debridmanini hedefler.

Tedavi daha maliyetlidir, iyilesmesi daha uzun sirer

ve yara enfeksiyonunu tetikleyebilir veya
kotilestirebilir.

Travmatik biyofilmin parcalanmasi ve kismen
cikariimasi.

Kendiliginden ¢6ziinen debridman

Sadece yaranin nekrotik dokusunu hedef alan,
yaranin epitelizasyonunu saglayan ve fibrozis
olusumunu azaltan basit bir klinik islemdir.

Travma degisikliklerinin dogru ve zamaninda
degerlendirilememesi ve temizleme siiresinin
uzamasl travma enfeksiyonunu tetikleyebilir veya
siddetlendirebilir ve travma eksiidasi travma
etrafindaki normal cildi tahris edebilir.

Yaraya uygulanan pansumanin etki mekanizmasina
bagli olarak trabekiler biyofilm tGzerinde farkh
etkiler meydana gelecektir.

Biyolojik debridman

Sadece yaranin nekrotik dokusu hedef alinarak
yapilan debridman, oldukga etkili ve glivenli olup,
hastada belirgin bir agriya neden olmaz.

Yaralarda striinme sirasinda larvalarin gériinima
ve olusan kasinti hasta igin rahatsiz edici olabilir.
Bazi hastalarda alerjik reaksiyonl

ve enfeksiyonlar gelisebilir.

Travmatik biyofilmin parcalanmasi ve kismen
¢ikarilmasi.

Ultrasonik debridman

Klinik operasyon basittir, sadece yara ylizeyindeki
nekrotik doku debridmanini hedefler ve hastanin
agrisi belirgin degildir.

Debridman sirasinda aerosolize bakteri yayilimina
neden olma riski vardir.

Travmatik biyofilmin pargalanmasi ve kismen
¢ikarilmasi.

Su jeti debridmani

Debridman oldukga etkili ve glivenli olup hastanin
agrisi dnemli diizeyde degildir.

Debridman sirasinda aerosolize bakteri yayilimi,
yaranin intraoperatif hemostazinin etkili olmamasi
ve daha fazla kanama riski vardir.

Travmatik biyofilmin belirgin sekilde ortadan
kaldirilmasi.

Diisiik sicaklik plazma radyofrekans
ablasyon debridmani

Travmatik nekrotik ve kismen inaktive olmus

dokulari etkili ve kapsamli bir sekilde uzaklastirabilir

ve bakteriyel nebulize yayilim daha az zararhdir.

Kesici basligin elektrot teli, ameliyat sirasinda

Travmatik mikroorganizmalari ve biyofilmleri

kolaylikla hasar gormektedir, bu da yara temizleme dogrudan éldirir.

stiresinin uzamasina ve emis deliginin kolayca
tikanmasina neden olmaktadir.




Mikroorganizmalarin metabolik slireclerini dogrudan diizenleyen
antimikrobiyal tedaviler

> Faj tedavisi
= Direncli bakterilerin lizisi

= Mikrobiyataya zarar vermeden yuksek 6zgulltk

" Disuk yan etki
O 4 saatlik faj tedavisinden sonra bakteri
sayisinda ve metabolik aktivitede

= Biyofilm olusum asamasindaki hiicreler iz  azalma
U 24 saatteki ikinci faj tedavisinden

= Kendi kendine cogalma yetenegi

sonraki bakteriyel azalma belirgin
diisuk

O Optimum etkinlik icin erken verilmeli
(Milho C, et al; 2019)



Mikroorganizmalarin metabolik slireclerini dogrudan diizenleyen
antimikrobiyal tedaviler

> Nanoteknoloji
* Metal nano it
" Cinko nal
= Altin; yal
= Poli-(laktik-ke

» Populasyon etkisi inhibitorl
» Aptamerler

» Peptit nukleik asitler

» Biyolojik bozunmada rol oynayan enzimler

» Antimikrobiyal peptitler

» Katabolit kontrol proteini A

eri

tifler degiller

ure kullanildiginda
ksisite lokal veya

1¢li bakteri suslarinin

» Mavi isik tedavisi ; 400 -470 nm dalga boylari (en iyi antibakteriyel aktivite 405 nm'de)
= Fibroblast proliferasyonunu, géctinu, anjiyogenezisi ve kollajen sentezini tesvik

= Bakterisidal ve antibiyofilm etki

O Daha fazla arastirma ihtiyaci.....




Biyofilm mikroortamini degistiren terapotik yaklasimlar

» pH ayarlamasi; alkali ortami asite ¢cevirme
" Asetik asit (%1 ve %5), sitrik asit, borik asit ve askorbik asit

= Bakteriyel virtlansi azaltir; biyofilmi olusumunu, bakteriyel biytume ve

tUremeyi engeller  Antibiyotik aktiviteleri tizerine farkl etkiler
O Daha fazla arastirma ihtiyact.....

» Negatif basincl yara tedavisi
= Biyofilmi tesvik edecek materyal strekli uzaklasir

= Granulasyon dokusunu ve neovaskilarizasyonu artirir

O Ekipman ve egitimli personel ihtiyaci
Q lyi yonetilmezse bakteriyel cogalma...

= Biyolojik yuk azalir




Biyofilm mikroortamini degistiren terapotik yaklasimlar

> Yiizey aktif maddeler ile calismalar mevcut

= FDA onayli yuzey aktif madde polimer pansumanlari

= Virulans faktorlerin inhibisyonu

= Bakteriyel biyofilm inhibisyonu

= Antibiyotikler ile sinerjik etki

= Bakteri agregasyonu ve EPS matris olusumunu engelleme

= Biyofilmin planktonik forma donustiurulmesi

Ghatak PD; A surfactant polymer dressing potentiates antimicrobial efficacy in biofilm disruption;2018 e RO m————




Biyofilm mikroortaminin modifikasyonu

> Probiyotikler

= Patojenlerle rekabet ve antipatojenik bilesiklerin Gretimi

= Yaygin olarak kullanilan probiyotik ’Lactobacillus plantarum’

= Organik asit Gretimi O Umut verici alternatif bir tedavi

" QS ve virtilans faktérlerinin ifadesinin azalmasi
" |[n vitro calismalarda; P. aeruginosa, MRSA'da blyime ve biyofilm 6nleme
etkisi

= Lactobacillus rhamnosus lizati; yara epitelizasyonunu destekleme




Biyofilm mikroortaminin modifikasyonu

> Mezenkimal kok hiicreler

o o . ) . U Umut verici bir tedavi yaklasimi
= Dogrudan ve dolayli antimikrobiyal 6zellik O Daha ¢ok calisma gerekli

* Hicre ici hedeflere bakterisidal etki
" Toll benzeri reseptor sinyallemesi araciligiyla immdan sisteme etki

» Biyofilmleri parcalama

v" Yiiksek ozmotik basing, asidik pH degeri |

v' Antibakteriyel, ucuz O Optimum bal konsantrasyonlari
v’ Biyofilm tretimini ve bakteriy d Balin klinik standardizasyonu
v Popiilasyon etkisine midahal O Daha ¢ok calisma gerekli

v’ Olgun biyofilm olusumunu ortadan kaldirmak |

LiuY, Long S, Wang H, Wang Y. Biofilm therapy for chronic wounds. Int Wound J. 2024
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» Enzimatik debridman (A), anti-biyofilm antikorlari (B), nanopartikiller (C), anti-
biyofilm nanopartikiller (D), QS inhibitorleri (E) antimikrobiyal peptitler (F)

Cavallo I, et al; Bacterial Biofilm in Chronic Wounds and Possible Therapeutic Approaches. Biology (Basel) 2024

Grari et al. A comprehensive review on biofilm-associated infections: Mechanisms, diagnostic challenges, and innovative therapeutic strategies.The Mikrobe. 2025;



Tackling Biofilm-Associated Infections: Challenges,
Diagnostics, and Innovations

A Path from Challenges to Solutions in Biofilm-Associated Infections

* Biyofilm ozellikleri
* Yara evresi
v’ Micadele kisisellestirilmeli.....

\/
Antimicrobial Resistance:
Biofilm « EPS matrix blocks antibiotic penetration
o Efflux pumps eject drugs, reducing effectiveness
Challenges « Persister cells remain dormant and evade treatment
Immune Evasion
» EPS shields bacteria from immune attack.
« Frustrated phagocytosis leads to persistent infections
\/
v\/
* Culture-Based: Simple and widely used but slow and limited
Diagnostic for polymicrobial biofilms.
Techniques * Microscopy High-resolution tools like confocal microscopy
z provide structural insights
ol « Molecular Tools:PCR and NGS allow rapid, specific detection
"r « Emerging Techniques: Monoclonal antibodies, FTIR and
- Raman spectroscopy
\/
\/ 7
Innovative « Bacteriophages: Viruses targeting bacteria inside biofilms
Therapeutic + Quorum Sensing Inhibitors: Block bacterial communication
P » Phototherapy: Light-based destruction of biofilm structures.
Approaches « CRISPR-Cas Systems: Gene editing to disable resistance
genes.
W:}\m « Smart Coatings: Prevent blofilm formation on medical devices
D
\/
\/ o
Impact:
Impact « Improved patient outcomes and recovery rates
and Future * Reduced healthcare costs and burden
Directions * Minimized antibiotic overuse and resistance development
Future Directions:
« Development of personalized medicine strategies targeting
” specific biofilm-forming pathogens.
« Advances in nanotechnology for more precise biofilm disruption
ﬂ and drug delivery.
\/




