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BIYOFILM NEDIR?

Hidrate polisakkaritler, proteinler ve
DNA’dan (Egzopolisakkarit — EPS) olusan
bir ag icerisinde kapsullenmis bakteri
toplulugu

| Bacteria: Hydrated Polysaccharides]
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Mikroorganizmalar antibiyotiklerden,
immun sistem ve fiziksel klerensten
korunur.
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Bakteriler, yara yatagindaki yuzeylere (nekrotik doku, sittr materyali vb.)
gecici olarak tutunur.

Yuzeye tutunma

Adhezinler ve pili gibi yuzey yapilari araciligiyla bakteri ylizeye sikica

Kalici tutunma .
baglanir.

Mikrokoloni
olusumu

Bakteriler cogalmaya baslar ve mikrokoloniler olusturur.




Biyokimyasal Faktorler

Ekzopolisakkaritler

Antibiyotik parcalayici
enzimler

EkstraselltGler DNA
Efluks pompalari

Quorum sensing

Biyofilmde Bakteriyel Direngle
liskili Faktorler

Molekiiler
mekanizmalar

Lateral — Horizontal gen
transferleri

Mutasyonlar

Konak iligkili
degisiklikler

Sub-MIC Antibiyotikler
Oksidatif Stres
SOS Yaniti
Kimyasal Sinyaller
Toksin—Antitoksin
Modiilleri
Besinler
Sicaklik
pH
Hiicre Yogunlugu
Osmolarite



Biyofilmin Mikrobiyal Ozellikleri

*Polimikrobiyal yapi

* EPS matriksi (mikroorganizmalari koruyan bariyer)
*Quorum sensing ile gen ekspresyonu

*Metabolik inaktivite ile antibiyotik etkinliginde azalma

eAntimikrobiyallerin biyofilm icine disik penetrasyonu



QUORUM SENSING
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Bakterilerin populasyon yogunlugunu
algilayarak birbirleriyle kimyasal sinyaller ile
iletisim kurdugu hucre-hucre iletisim
mekanizmasi

EPS Uretimi
Matris stabilizasyonu
Biyofilmin olgunlasmasi



Biyofilm icine antibiyotiklerin dusik penetrasyonu

*Bazi antibiyotikler icin gercek bir penetrasyon bariyeri

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

e Biyofilm olusturmus formunda 21 dakika




Bakterilerin ¢cogalma oranlarinda degisiklikler

*Biyofilm Ureten bakterilerin cogalma hizi serbest yasayan formlara
gore cok daha yavas

(Antimikrobiyaller hizl Greyen bakterilere daha etkili)

*Biyofilm icindeki osmotik cevre degisikleri osmotik strese yol acar.
*Bakterideki porin yapisinda veya miktarinda degisiklikler 6zellikle
beta-laktam antibiyotiklerin htcre icine girisini kisitlayabilir
*Antibiyotigin enzimatik inaktivasyonu ile birlikte oldugunda direnc¢
daha da belirginlesmekte



Mikrocgevre degisiklikleri

*Antimikrobiyal ajanlarin dncelikli olarak metabolik olarak aktif
hiicreleri hedef almalari nedeniyle biyofilm icerisindeki heterojen yapi
antibiyotik direncinde artisa yol acmakta (aminoglikozid, tetrasiklin ve
makrolidler)

*Biyofilm mikrocevresinde olusan pH ve osmotik degisiklikler
antimikrobiyal ilac etkinligini degistirmekte

*Oksijenin biyofilmin ytzey katmanlarinda tuketilmesi ve dip
kisimlarda anaerob ortamin olusmasi 6zellikle aminoglikozidlerin
etkinligini azaltmakta




BIYOFILMIN KLINIK ETKILERI

1.Antibiyotik Direnci
Bakteriler 10-1000 kat daha direnglidir.
2.Yara lyilesmesinin Gecikmesi
Kronik inflamasyon - Fibroblast ve keratinosit aktivitesinde azalma - Re-epitelizasyon
bozulur.
Persistan enfeksiyon - Granulasyon dokusu olusumu engellenir.
3.S1k Enfeksiyon Niiksleri
Biyofilm icinde dorman bakteriler uygun ortam olustugunda reaktive olur - Niiks
4.Cerrahi Mudahalelerin Artisi
Ozellikle derin dokuya ilerlemis enfeksiyonlarda debridman veya amputasyon gerekebilir.

Lipsky BA, et al. Clin Infect Dis. 2010; 54:e132-73.
Peters BM, et al. FEMS Immunol Med Microbiol. 2010;59:493-503.
Bianchi T, et al. ] Wound Care. 2016;25:305-17.



Diyabetik Ayakta Biyofilm Gelisimini Kolaylastiran Faktorler

Hiperglisemi

Periferik noropati
Periferik arter hastalig

Uzamis yara iyilesmesi
2 4 hafta

Sik antibiyotik kullanimi

Polimikrobiyal enfeksiyon

Notrofil fonksiyon bozuklugu
Travmaya karsi hissizlik = minér travmalar = giris kapisi

Doku perfiizyonu ve oksijenasyonu azalir > Immin
hicrelerin bolgeye ulasmasi zorlasir

Acik yara ortami kroniklesir - Bakterilerin tutunmasi ve
biyofilm olusturmasi kolaylasir

Direnc gelisimi + Sub-inhibitor antibiyotik diizeyleri, biyofilm
olusumu

Bakteriler arasinda sinerji - daha kalin ve direncli biyofilm
matriksi



Diyabetik Ayakta Biyofilm Gelisimini Kolaylastiran Faktorler

Nekrotik doku/yabanci

. . . Bakterilerin ylizeylere kolayca tutunmasi ve EPS lretmesi
cisim varhig

Agir eksiida/nemli yara

yatag Bakteriyel cogalma igin uygun ortam

Topikal ajanlarin yanlis

Doku toksisitesi
kullanimi

Obezite Dolasim bozuklugu, inflamasyon

Etken mikroorganizma Biyofilm olusturma potansiyeline sahip bakteriler



BIYOFILM OLUSTURAN MIKROORGANIZMALAR

Gram — negatifler Gram - pozitifler
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
Acinetobacter baumannii Staphylococcus epidermidis
Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis / E. faecium
Escherichia coli Streptococcus spp.

Proteus mirabilis
Burkholderia cepacia complex

Funguslar

Candida spp.
Aspergillus fumigatus



DOI: 10.1111/ijcp.13060

ORIGINAL PAPER WILEY C'QIINICALPRACTICE

Association between biofilm and multi/extensive drug
resistance in diabetic foot infection

Asli Vatan® | Nese Saltoglu® | Mucahit Yemisen® | llker Inanc Balkan! | Serkan Surme! |

Tayfur Demiray® | Birgul Mete! | FehmiTabak® | Study Group, Cerrahpasa Diabetic Foot?

339 yara izolati
Biyofilm Uretim orani %34
Biyofilm orani Gram-negatiflerde % 39, Gram-pozitiflerde % 21 (p = .01)

En yuksek biyofilm Gretim oranina sahip mikroorganizmalar:
Acinetobacter baumannii (%62), P. aeruginosa (%52), Koaglilaz negatif Stafilokoklar (% 43)

ve Klebsiella spp. (%40)
Biyofilm olusumu icin bagimsiz risk faktorleri: MDR mikroorganizma ve XDR mikroorganizma




BIYOFILMIN TANISI



KLINIK SUPHE

Yaranin 2 4 hafta boyunca iyilesmemesi

Tekrarlayan enfeksiyonlar

Antibiyotiklere karsi zayif/hic yanit alinmamasi
Granulasyon dokusu olusmamasi

Yarada yapiskan sari-beyaz film tabakasi

Mikrobiyolojik kultlirlerde MDR/XDR mikroorganizma izolasyonu



Ornegin Hazirlanmasi

Doku Homojenizasyonu

Doku icinde saklanan veya biyofilm olusturarak
yuzeye tutunmus mikroorganizmalarin ortaya
cikarilmasi ve tanimlanmasi

Ozellikle biofilm igindeki mikroorganizmalarin
klasik ylzey swab yontemleriyle saptanamadigi
durumlarda kullantlir




Sonikasyonun Rolii

Numune steril siviya konur = ultrasonik banyoda sonikasyon -
biyofilm ¢ézulir - elde edilen sividan:
*Kultlir (aerob/anaerob)

*PCR / gPCR Add 400 mi
*Diren¢ gen analizi Songin

(laboratory)

—_— >
Anaerobic
Culture
Plates

Prosthesis
Placed in
Container
(operating room)




MiIKROSKOBIK YONTEMLER

eKonfokal Lazer Taramali Mikroskopi (CLSM): Canli
biyofilm yapilarinin 3 boyutlu gortuntilenmesi,
floresan boyalarla birlikte kullanihr

eTarama Elektron Mikroskobu (SEM): Biyofilm
matrisinin ytizey morfolojisini yuksek ¢coztinuarlukte
gosterir

elsik mikroskobu: Basit boyalarla ilk asamada
tarama icin kullanihr




KULTUR VE BOYAMA YONTEMLERI

\ V, . Mikrotitre Plak (Microplate) Yontemi
T Bakteri kulturleri kuyucuklu plaklara yerlestirilir.
s =\ Kristal viyole ile boyanir - Optik dansite (OD570)
o S olgalar.
: , Ekonomik, ancak klinik 6rnekten dogrudan

D Sy calismak zordur.




Congo Red Agar (CRA)

Biofilm Production Assay by
Congo Red Agar Test (CRA)
(Qualitative test)

-
Sag

e
The inoculated Isolates
were streaked and
incubated at 37°Cfor 24 h

to 48 h.
Brain Heart Infusion agar
0.08% Congo red dye (w/v)
5% Sucrose (w/v)
\'\-“ " /,'} >
Pink Colonies: Non- Black Colonies: Biofilm

Biofilm Producers Producers

Strongly adherent

Tup yontemi

Nonadherent

Negative control



MOLEKULER YONTEMLER

PCR ve gPCR: Biyofilmle iliskili genlerin
(6rnegin icaA, psl, pel) varligi

16S rRNA Gen Sekanslamasi: Kultlr-
negatif yaralarda mikrobiyal DNA
tanimlamasi

Metagenomik Analiz: Ozellikle karma
mikrobiyal topluluklarda detayli inceleme

PNA-FISH (Peptid Niikleik Asit Fluorescent
In Situ Hybridization)



TEDAVI



DEBRIDMAN

EN TEMEL MUDAHALE
Amag: Biyofilmin fiziksel olarak uzaklastiriimasi

Erken Mudahale — “Biyofilm olusmadan yakalal”
Ilk 72 saat icinde enfeksiyona miidahale etmek, bakteri
kolonizasyonunun biyofilm yapiya dontsmesini engeller.

Gecikmis tedavi = biyofilm riski



Debridman Yontemleri

Cerrahi debridman: En etkili yontem. Kanama biyofilm tabakasinin gectigini
gosterir.

Enzimatik debridman: Proteaz, kollajenaz icerir. sadece yaranin nekrotik
dokusunun debridmanini hedefler.

Otokolitik debridman: Vicut sivilariyla biyolojik cozinme saglanir.
Biyolojik debridman (Larva): Biyofilm ve nekrotik doku Gzerinde etkilidir.

/
\\




Negative pressure wound therapy
Vacuum-assisted therapy

Pumping machine

Fiziksel Yontemler

Wound beig
treated

Negatif Basin¢li Vakum Tedavisi

Ekstida uzaklastirma + grantlasyon stimulasyonu +
bakteriyel yukin azaltiimasi

*Ultrasonik irrigasyon :
Mikroskobik debridman Foam pad and airtight
*Lazer tedavisi (Low-Level Laser)

Anti-inflamatuvar ve bakteriyel yuku azaltici etki

*Fotodinamik terapi

*|sik ve fotosensitizan ajanla biofilm yikimi hedeflenir

Drained fluid




Antibiyotik ve Antibiyofilm Ajanlar

Klasik Antibiyotiklerin Zorluklar::
Sub-inhibitér dozlar biyofilm olusumunu tesvik eder.
Sadece planktonik bakterilere etki eder.

ANTIBIYOTIKLER BIYOFILME OZEL AJANLAR iLE
BERABER KULLANILMALI

Biyofilme etkili antibiyotikler kombine kullaniimal
(Makrolidler, linkozamidler, tetrasiklinler, rifamisinler, kinolonlar,
fusidik asit, nitroimidazoller, stilfonamidler ve oksazolidinonlar)



Diger Tedavi Yontemleri
Hiperbarik oksijen

Sodyum hipoklordz soltisyonu

Lokosit yamalari
Otolog plateletten zengin fibrinlerin lokal uygulamalari
Bal, dispersin-B, laktoferrin, galyum, bizmut, iyodin

Mezenkimal kok hticre



Yeni Yaklasimlar

Anti-biyofilm pansumanlar
Quorum sensing inhibitorleri

Probiyotik / Prebiyotik
ajanlar

Nanoparc¢acikl ajanlar

Asi calismalari

Ultraviyole mavi i1sik

Gumus, polihekzanid, oktenidin iceren urinler

Bakteriler arasi iletisimi bozar = biyofilm matriksi olusmaz

Zararl bakterilerle yarisarak kolonizasyonu azaltir

Nanopartikul-antibiyotik kompleksleri, pH-duyarli ilag
salimi, EPS-hedefli nanopartikuller

MRSA ve Pseudomonas’a karsi biyofilm dnleyici asilar
gelistirilmeye calisiliyor

Acinetobacter ve Pseudomonas’a karsi antibiyofilm etki



Bakteriofaj Tedavisi

Bakteriyel hicreleri 6zgil olarak hedefleyen
virusler

Mikrobiyataya zarar vermeden yuksek 6zgulltk
Dusuk yan etki

Kendi kendine cogalma yetenegi

Antibiyotiklere belirgin direnc gosteren
biyofilmlerin bozulmasinda ozellikle etkili
Biyofilmin ekstrasellller polimerik maddesi (EPS)
icine penetrasyon

Biyofilm matriksini parcalayan depolimerazlar gibi
faj kokenli enzimler 6nemli rol oynamakta




Probiyotik / Prebiyotikler

Lactiplantibacillus (Lactobacillus) plantarum
Lacticaseibacillus rhamnosus

Ko-agregasyon ve rekabet (yapisma bolgelerini kapatma)
Asitlestirme (laktik asit), H,O,

Bakteriyosinler / kicuk antimikrobiyal peptitler

‘Bioslrfaktanlar (adezyonu azaltma, matriksi zayiflatma)

Quorum sensing (QS) inhibisyonu ve biyofilm genlerinin baskilanmasi
«immiin modiilasyon / inflamasyonun dengelenmesi (6zellikle yara
lyilesmesi tarafinda)



Kronik yarada antibiyotik yaniti yoksa/ntks varsa biyofilm akla
gelmeli

Erken debridman biyofilm olusumunu énleme ve ydnetiminde
onemli

Biyofilme etkin antibiyotik kombinasyonlari + biyofilm bozucu
ajan kombinasyonlari tercih edilmeli

Topikal ajanlar + fiziksel ydntemlerle desteklenmeli

Tedavi ekibi multi-interdisipliner olmal







