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Kronik Yarada Antimikrobiyal
Tedavi Yonetimi:
Biyofilmin Onemi ve Yonetimi

Alper SENER



Kronik Yara

* Kronik yaralar, genellikle 3-4 hfta iyilesmeyen veya
lyilesme belirtisi gostermeyen yara = kronik yara
*En sik
» Diyabetik ayak yarasi (llseri)
» Basi yarasi (yatak yarasi)
»Vaskuler tlser (Arteriyel veya vonoz )



Diyabetik Ayak Infeksiyonlari
(DAI)
TUum varalar icinde en sik
gorulenidir... bunu yonetebilen
her yarayl yonetir....



Bir yara neden iyilesmez?



Hipoinsilinemi

Azalmis norotropik faktorler

* Insuline like growth factor

* Vascular endothelyal
growth factor

* Neurotropin 3

!

Periferik sinir onarimi azalmasi

Hiperglisemi

Hicre i¢i glukoz artisi i
— \ 4 ~
Protein Kinaz Yolu AGE yolu Artmis serbest radikal olusumu Poliol yolu
1 * 1
Advanced Glycation

Enflamasyon artisi End products Glukoz-sorbitole
* Protromboz * Enflamasyon doner ve hucre
* Vasokonstriiksiton *  Vaskdiler icinde birikir
e Arteriyel kalinlasma permeabilite

1 artisi v
* Prokoagillan

iskemi — aktivite — Oksidatif stres <
*  Monosit effliiks
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Sensoriyal aksonal kayip < SiNiR HiPOKSISi » Otonomik noropati
Kigik miyelinli lifler Buyiik miyelinli lifler Distal motor aksonal kayip . Gastroparezi
¥ 4 \4 Erektil disfonksiyon
. i * Propsisepsiyon artisi veya * Ayak kaslari atrofisi * Kardiyak- istirahat
jgrl, ha1;<|f t(ke)mas, 5! * Vibrasyon kayip, * Ekstansor-fleksor dengesizligi tasikardisi, egzersiz
uyusu kayol * Eldiven & ¢orap duyu kaybi *  Yik-basing noktasi degisimi intoleransi, ortostatik
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Agri, parestezi, distezi
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Charcot ayagi <— Tekrarlayan ulser - enfeksiyon Penge parmak deformitesi



Patogenez
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Enfeksiyon INFECTION

ABSENCE OF PULSES
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NEUROISCHEMIC

JJ Mendes, J Neves. Diabetic Foot Infections: Current Diagnosis and Treatment. time
The Journal of Diabetic Foot Complications, 2012; Volume 4, Issue 2, No. 1, Pages 26-45



Patogenez

Makrofaj, notrofil gocl
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* Enfeksiyon
* Enflamasyon
* Sitokin/kemokin aktivasyonu

U

Otolitik ve bakteriyel enzimlerin aktivasyonu

g
* Fibrin tikac
* pH azalmasi, oksijenizasyonun bozulmasi,
* Nekroz
* Matrix metallo proteinaz
* Doku proteinaz

INJURY

subendothelial collagen exposure
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Enfeksiyon varligi, yara iyilesmesinin her
asamasini olumsuz etkiler...



Yara iyilesmesinde kritik asamalar?

1.Hemostaz-Trombosit sekresyonlari
-Bakteri invazyonu

2.Enflamasyon -Doku pH
-Biyofilm

3.Proliferasyon-Fibroblast
-Anjiyogenezis
-Keratinosit gocu
-Epitelizasyon

4.Remodelling -Blytume faktorleri
-Fibrin bantlar
-Kollajen birikimi

A A

HEMOSTASIS

Phase
Of
Wound
Healing
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TISSUE REMODELLING
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Platelets Secrete
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Inflamasyon ana yolakta...

A- HEALING WOUND

Fibrin clot « platelets
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Neutrophdy
Mast celhy

* Mikrosirkilasyonda kacaklar

* Angiogenez bozulmasi...

* Fibroblast aktivitesi bozulmasi...

* Hipoksik doku hasari... oksidatif stress
e Persistan inflamasyon

Notrofil, mast hiicre artisi, inflamatuar yanit artisi
Arteriyel okluzyon ve mikrosirkulasyon yetmezligi

M2 ye donls azalmasi...bozulmus fibroblast aktivitesi

B- DIABETIC WOUND
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Rehak L, Giurato L, Meloni M, Panunzi A, Manti GM, Uccioli L. The
Immune-Centric Revolution in the Diabetic Foot: Monocytes and
Lymphocytes Role in Wound Healing and Tissue Regeneration-A
Narrative Review. J Clin Med. 2022 Feb 8;11(3):889. doi:
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<10% CFU/gr

10* CFU/gr ﬁ 10°-107 CFU/gr ~ 108-10% CFU/gr

Caldwell, M.D. Bacteria and Antibiotics in Wound Healing. Surg. Clin. N. Am. 2020, 100,
757-776.den degistirilerek alinmistir.



* Hipoksik ortam

* Biyofilm

* Fibrindz eksltda

* Bozulmus granulasyon

* Doku yikim enzimleri
(sitokromoksidaz,
matriks
metalloproteinaz,
kollajenaz,
hyallilonidaz)

* Yarim-yamalak olusan
kollajen lerin yikimi...

Kronik Yarada Oksijen Seviyesi Dusuktur

Dermis

et .

Reepithelialization and Neovascularization (Day 5)

Blood vessel

Collagen

Yara

“ | yiizeyindeki

Yara

__merkezindeki

pO, <10
mmHg

Source: Singer & Clark, N EnglJ Med, 1999

Vaskuler yatak normal bile olsa, vaskuler yan yollar ve calma ile doku hipoksisi kacinilmaz



Biyofilm-tanim...

* Mikroorganizmalarca olusturulan; herhangi bir ylzeye/ ara ylizeye
tutunan, farkli fenotip gosterebilen, ekstrasellller polimerik matriks
icerisinde bulunan mikrobiyal yapi kimeleridir

* Biyofilmlerin en belirgin 6zelligi
e Polisakkaritler yapidadir,
e Ekstraseltler DNA (eDNA) icerir
e Proteinlerden olusan hicre disi polimerik maddenin (EPS) icerir...



Biyofilm Olusum Asamalari

1 ‘

Tutunma

1. Yuzeye tutunma

2. Mikrokolonilerin olusumu
3. Matriks sentezi

4. Olgun biyofilm

5. Dagilma evresi




Invisibility cloak




Kronik Yaralarda Biyofilmin Onemi?

1. Antibiyotiklere direncg...
2. Fagositozdan kacis..

3. Kronik inflamasyon...



Her kronik yarada biyofilm var midir?
Nasil anlasihir?



Biofilm

Yapisma ) Bakteriyel Cogalma) Matiirasyon ) Ayrilma

En cok biofilm Greten bakteriler

(eksraselltiler matriks)
» E.coli

» P.aeruginosa
» S. epidermidis
» S. aureus

» E. coleaca

» K.pneumonia
> A.israeelii

» B.cepacia

» H.influenzae

* Kimyasal yapisi

» %97 su

»%2-5 bakteri

»%1-2 polisakkaritler
»%1-2 protein

»<%1-2 RNA —DNA (yikim
> Urtinleri)




Biyofilmin Mikrobiyal Ozellikleri?
« Polimikrobiyal,
« EPS matriks= mikroorganizmalari koruyan bariyer,

« Quorum sensing =bakteriler arasi iletisim ve biyofilm icine ¢gekiime...

« Metabolik inaktivitesi azalmis bakteri = uyku hali= antibiyotik etkinligi azalmasi
(AB’ler bolunme fazina maksimum etki gosterir)

« AB’ler biyofilm yluzeyine dusuk penetrasyonu...igine gecis ¢cok mumkun
degil... ozellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin gegisinin
engellenmeS|



Biyofilm icine dusik penetrasyon?

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

e Biyofilm olusturmus formunda penetrasyon 21 dakika

OZET- biyofilm icinde bakteri korunur...



Mikro cevre degisiklikleri?

* Biyofilmin heterojen yapisi antibiyotik direncinde artisa yol acar
(aminoglikozid, tetrasiklin ve makrolidler)...

* Biyofilm mikrocevresinde olusan pH ve osmotik degisiklikler de
antimikrobiyal ila¢ etkinligini degistirmekte...Asidik/bazik ortam...

* Oksijenin biyofilmin ylzey katmanlarinda tuketilmesi ve shuntlar ve
calma fenomeni ...yara zemininde anaerob ortam...



Diyabetik ayak Ulseri biyofilm iliskisi

* Ulser- mikrocevre-cilt florasi % 60 — 80 oraninda biyofilm Uretmekte...
* Biyofilm icinde tek bir mikroorganizma veya birden fazla tur olabilir...

* Hiper glisemik ortam ekstraselliler polimerik substans (EPS)
ekspresyonu ile biyofilm olusumunu artirir...



Diyabetin kronik yarada biyofilme etkisi

* EPS, fagositozu onler... hicrelerin biyofilme penetrasyonunu azaltir...

* Biyofilm icindeki bakteri,notrofil ve makrofaj salgisi (proinflamatuar
sitokinler) kronik inflamasyona neden olur...M1 vs M2 yaniti...

* Biyofilm icindeki polisakkarid bilesenler konak antikor ve komplemani
inaktive eder...antikor gelir,baglanir,ayrilamaz...

* Konak immun faktorlerinde birikim, immuin kompleks hasarina sebep
olur ve kronik inflamasyonu baslar ve genisler...



Antibiyotik ve dezenfektan direnci

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

* MIK degerlerinin altinda kalan antibiyotik konsantrasyonlari direncli
suslarin secilmesine ve MDR gelisimine katkida bulunur

* Biyofilm olusturan bakteriler serbest Greyen bakterilere gore
dezenfektanlara 10 - 100 kat daha direnclidir...



Biyofilmin Tanisi-1

« Klinik olarak:
-Granulasyon dokusunun zayif olmasi, iyiles(e)meyen yara...mehter takimi
-Zaman kanama...
-Koku...
-Masif/tasan exudasyon

« Laboratuvar: Konfokal mikroskopi, FISH, PCR teknikleri...

» Rutin pratikte biyofilm tanisi zordur.



Biyofilmin Tanisi-2

* En guvenilir yontem doku biyopsisi

* Alinan doku orneginin ezilmesi ve doku homojenizasyonu saglanmasi
biyofilm saptanma olasihigini artirir.

 Biyofilm formasyonu canli ve kticik dokularda 4 - 200 um, cansiz
yluzeylerde 5 - 1200 um boyutlarinda

* Antibiyotik baskisi altinda Uretilemeyen bakterilerde molekuler teknikler
kullanilabilir...



Biyofilmin TanisI-3

* Konfokal lazer tarama mikroskopu?

* Elektron mikroskopisi?

* PNA FISH (peptide nucleic acid fluorescence in situ hybridization)?

* Hazirlik asamasinda 6rnekleri sonikasyon uygulamasi vorteksleme ve
mekanik kazima islemlerine gore cok daha etkili ...



Biyofilmin Tanisi

* Isik mikroskopisi ile incelemede Gram boyamada
inflamatuvar hucrelerin varligi ve kendi urettikleri
matriksle cevrelenmis mikrobiyal agregatlar
goriulmesi biyofilm varligini distindtirur




P.aeruginosa
A-Immatiir biyofilm
B-3. saat

C-6.saat

D-24.saat

Besi yeri,kristal viole

En buylUk sorun x200
ve Ustu buyudltme
daha net yorum
yaptiriyor
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Emad: saltoghinese@pnail.com Results: The overall rate of biofilm production among 339 wound isolates was 34%.

The biofilm production rate was significantly higher in Gram-negative micro-organisms
{39%) in comparison with Gram positives (21%) (P = .01). A. baumannii presented the
highest biofilm production (62%), followed by P. aeruginosa (52%) and Klebsiella spp.
(40%). On univariate analysis, significant factors associated with biofilm were antibi-
otic use within last 3 months (OR:2.94, Cl: 1.5-5.75, P = .002), recurrent DFI within
last 6 months (OR:2.35, ClI: 1.23-4.53, P = .01), hospitalisation within last 3 months
due to ipsilateral recurrent DFl (OR:2.44, Cl: 1.06-5.58, P = .03), presence of amputa-
tion history (OR: 2.20, Cl: 1.14-4.24, P =.01), multidrug-resistant (MDR) micro-
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Summary

Purpose: We aimed to determine significant risk factors for biofilm production and to
investigate the association between antimicrobial resistance profile and biofilm forma-
tion in the bacterial isolates obtained from patients with diabetic foot infection (DF1).

Methods: Demographic, clinical, laboratory and outcome data of 165 patients, pro-
spectively recorded and followed between January 2008 and December 2015 by a
multidisciplinary committee, were analysed. Standard microbiological methods were
adopted, Risk factors associated with biofilm were determined by univariate and mul-
tivariate analyses.

Results: The overall rate of biofilm production among 339 wound isolates was 34%.
The biofilm production rate was significantly higher in Gram-negative micro-organisms
{39%) in comparison with Gram positives (21%) (P = .01). A. baumannii presented the
highest biofilm production (62%), followed by P. aeruginosa (52%) and Klebsiella spp.
(40%). On univariate analysis, significant factors associated with biofilm were antibi-
otic use within last 3 months (OR:2.94, Cl: 1.5-5.75, P = .002), recurrent DFIl within
last 6 months (OR:2.35, CI: 1.23-4.53, P = .01), hospitalisation within last 3 months
due to ipsilateral recurrent DFl (OR:2.44, Cl: 1.06-5.58, P = .03), presence of amputa-
tion history (OR: 2.20, Cl: 1.14-4.24, P = .01), multidrug-resistant (MDR) micro-

Univariate analiz | MultivVariate analiz

OR | 95%CI| p |OR | 95%CI | p
Ekstremite ampiitasyon 2.20 1.14- | 0,01 [ 1.00| 0.43-23 [ 0,98
oykiisil 424
Son {i¢ ayda antibiyotik 2.94 1,3-5.751 0,002 | 037 | 0,09-1.3 (0,14
kullanmm oykiisii
Son alt1 ayda tekrarlayan ayak | 2,35 1,23- | 0,01 [094] 025-35 093
enfeksiyonu varhg 4,53
Ug ay iginde ayni ayakta 244 1,06- | 0,03 |047] 0.18-12 [ 0,12
enfeksiyon nedeniyle tekrar 558
hastancye vatig
MDR 0.16 0.08- [ 0,001 | 3.63 | |,58-8.33| 0,00
0,32 2
XDR 0.11 0,03- | 0,001 | 406 | 1,25-13,1| 0,01
0.31
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Bu calismada... TR...

Biyofilm olusturma orani en fazla olan bakteriler
“A. baumannii (% 62),

= P, aeruginosa (% 52),

°Klebsiella spp. (% 40)

= KNS (% 43)



Biyofilm tedavi ve 6nleme ve stratejileri

.Debritman

Veya digerleri...

oSelektif debridman 6zelligi olan larvalarin antimikrobiyallerle kombine kullanimi ¢calismalari
eBiyofilm olusumunu 6nlemeye yonelik asi,

eBiyofilm etkili antibiyotik kombinasyonlari,

eTopikal antimikrobiyal tedavi rejimleri,

e Antimikrobiyal ortiler (gimdus, iyot)

e 6kosit yamalari

eOtolog plateletten zengin fibrinlerin lokal uygulamalari,

eBakteriyofaj tedavileri,

« Bal, dispersin-B, laktoferrin, galyum, bizmut, iyodin
¢QS inhibitorleri
eHiperbarik oksijen



Bakteriyofaj tedavisi

 Patojenik bakterileri azaltmak/ 6ldiirmek icin litik bakteriyofajlarin
kullanilmasi

* Bakteriyofaj polimerik matrikse yayilmakta ve biyofilmi yok etmekte
* Diyabetik ayakta bakteriyofajlar topikal olarak kullanilabilir
* Ancak, tim bakteriofajlar kullanima uygun degil!

* Potansiyel olarak yararl fajlarin,
» hedef bakterilerle olan etkilesimleri ve
» genetik icerigiile ilgili ayrintilh calismalari, daha fazla bilgi gerekli!



Probiyotikler

* eProbiyotikler, mikroorganizma ile yarismakta ve konak yanitini
module etmekte
* Lactobacillus plantarum
* Lactobacillus reuteri,
e [actobacillus rhamnosus,
* [actobacillus casei,
* Lactobacillus acidophilus
* Lactococcus lactis
* Lactobacillus fermantum



Dogrudan biyofilme etkili ajanlar

eMatriks cozicl enzimler,

e 6kosit yamalari

eOtolog trombositten zengin fibrinlerin lokal uygulamalari?
e Antimikrobiyaller, antiseptikler...

e ESWT

* Soguk plazma

* Eletrik stimulus

e UV



Sonuc
* Biyofilm varligi kronik yaralarda en dnemli bir sorun!

* Tanisal problemler vardir...Bu neden ile tim yaralarda variligi
veya olasiligl pesin 6n kabul olmalidir...

* Yalnizca antibiyotik tedavisi yeterli degildir!
e Standart bakim yara bakimi ve debridman tedavinin temelidir,

* Biyofilm yonetimi tedavi basarisini belirler...



