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Ozet: Biyofilmler, 17. Yiizyi1lda Antonie van Leeuwenhoek’in kesfiyle ve sonrasinda bir¢ok bilim insaninin ¢aligmalariyla incelenmis,
gerek endustri gerekse tip alanindaki dnemi son yillarda ortaya konulmustur. Bakteriyel mikroorganizmalar, biyofilm olusumuyla
kendilerini; antibakteriyel ajanlar, immiin sistem elemanlar1 ve gevresel tehditlere karsi savunurlar. Biyofilmler bir¢ok hastalik
olusumuyla dogrudan iligkilidir. Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar sinyal molekiilleri araciligiyla iletisim kurduklar1 “quorum
sensing” denilen bir haberlesme sistemine sahiptirler. Bu mikroorganizmalar biyofilm tiretmek yoluyla bir¢ok avantaj elde ederler ve
antimikrobiyal ajanlardan kendilerini korurlar. Giiniimiizde bakteriyel biyofilm olusumu, Kongo kirmizili agar yéntemi, Standart cam
tiip yontemi gibi farkli analiz yontemleriyle incelenmektedir. Kolorimetrik yontemler, mikroskobik yontemler gibi farkl biyofilm
kiltir yontemleri de mevcuttur.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, Quorum Sensing, Bakteri, Analiz yontemleri, Kiiltiir yontemleri

Defense System in Bacterial Microorganisms: “Biofilm”

Abstract: Biofilms were discovered by Antonie Van Leeuwenhoek in the 17th century and were later studied by many scientists. Its
importance in industry and medicine has revealed in recent years. Bacterial microorganisms defend themselves against antibacterial
agents, immune system elements and environmental threats by forming a biofilm. Biofilms are directly related in the formation of
many diseases. Microorganisms in the biofilm have a communication system called “Quorum Sensing “with which they communicate
through signal molecules. These microorganisms get many advantages by producing biofilms and protect themselves from
antimicrobial agents. Today, bacterial biofilm formation is inspected with different analysis methods for instance Congo red agar
method, standard glass tube method. There are also different biofilm culture methods such as colorimetric methods and microscopic
methods.
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1. Giris icin ilk defa “Biyofilm” tanimini kullanmiglardir. Yapilan
Geg¢misten giniimiize kadar gecen siirecte, biyofilm calismalar, bu topluluklarin bulunduklar1 ortamdan
terimi bilim insanlar1 tarafindan farkh bigimlerde yararlandiklarini - gostermistir  (Arar, 2015). Uygun
tanimlanmistir. Biyofilmin ilk kesfi, 17. ylizyilda Antonie sartlara sahip ortamlarda, bakteriyel
van Leeuwenhoek’n canli ve cansiz cisimler iizerinde mikroorganizmalarin - ¢ogunlugunun matriks yapidaki
hayvanimsi yapilar1 gozlemlemesiyle baglamistir. Antonie biyofilm tabakasinda ¢ogaldiklari ve biyofilm yapisina
van Leeuwenhoek, kendi dislerinden almis oldugu sahip bakterinin, biyofilm yapisina sahip olmayan yani
numuneleri, kendi diizenlemis oldugu mikroskopunda planktonik formdaki bakteriye gore farkhiliklarinin
incelemis ve burada yasayan mikroorganizmalarin oldugu tespit edilmistir (Gebreyohannes ve ark. 2019).
varh@im belirlemesiyle ortaya ¢ikmistir (Milletli Sezgin, Costerton ve ark. (1999) biyofilmleri, bakteriyel
2012). Biyofilm calismalari, daha ¢ok 1970’li yillarda mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve bakterilerin
sekillenmeye baslamistir (Gebreyohannes ve ark., 2019). tim yiizeylere tutunumunu saglayan “Glikokaliks” de
1970’li yillarda, Costerton akarsu yataklari igerisinde denilen polimer yapida matriks bir yapr olarak
yasam siiren bakteri topluluklarimn yaklasik %99’unun tanimlamiglardir. ~ Carpentier ve Cerf (1993) ise
yiizeylere tutunarak yasam siirdiiklerini ifade etmistir. biyofilmleri; icerisinde bakterileri barindiran, yiizeylere
Costerton ve ark. 1978 yilinda, yaptiklar calismalar ~ Yapismis olarak bulunan polimerik matriks yapi olarak
sonucunda bu mikroorganizma topluluklarim agiklamak tanimlamiglardir. Biyofilmlerin, giinimizde en giincel

tanimi ise soyledir; mikroorganizmalarin bir yiizeye,
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arabirime veya birbirlerine tutunmalarini saglayan ve
gelisim oranlar: ile gen transkripsiyonuna bagh olarak
farkl fenotip olusturabilen kendi olusturduklar:1 polimer
yapidaki matriks igerisinde gémiilmiis olarak yasayan
mikroorganizmalar toplulugudur (Donlan ve Costerton,
2002).

2. Biyofilmlerin Yapisi

Biyofilmler, yapisal olarak kendi trettikleri matriks
yapilarda yasamlarini siiriidiriirler (Magana ve ark,
2018). Biyofilmlerin yasamlarini siirdiirdiikleri matriks
yapilarinin yogunlugu ve yapisi ise matriks yapilarinin
icerisinde bulundurdugu mikroorganizma cesitliligi ile
dogru orantilidir (Akyiiz, 2019). Biyofilmlerin hem iiretip
hem icinde yasam siirdiigii bu ekstraselliiler polimerik
matriks yapi, biyofilmlerin spesifik bir 6zelligidir. Jelimsi
yapida olan bu yapi icerisinde mikroorganizmalar, biiyiik
olctide hareketsizdirler. Bu matriks yapi, bol sulu ve
yuklii bir ortam olarak tarif edilmektedir (Chalabi, 2019).
Biyofilm yapis;; %97 su, %2-5 mikroorganizma, %1-2
polisakkarid, %1-2 protein, %1-2 DNA ve iyonlardan
olusmaktadir. Biyofilmler, saf tiirde tek
mikroorganizmadan olusabilecegi gibi heterojen yapida
pek cok tiirde mikroorganizmanin bir araya gelmesiyle
de olusabilirler. Heterojen yapidaki biyofilmlerin,
icerisinde aymi tiirden bakteriler bir araya toplanip
yasam siirmektedir. Yani ayni tiirler biyofilm igerisinde
kiiciik koloniler olusturur. Bu olusan farkli tiirlerin
kolonileri arasinda su kanallar1 bulunmaktadir. Bu
koloniler ihtiya¢ duyduklar: besin, oksijen difiizyonu gibi
temel ihtiyaclarini  su  kanallar1  aracihigi ile
gerceklestirirler (Akyiiz, 2019). Ozetle biyofilm yapisi
soyle aciklanabilir; bakteriyel mikroorganizmalarin
kendilerinin  olusturmus olduklar1 matriks yap1
icerisinde, bir tlirden bakteriyel koloniyi veya farklh
tlirlerin olusturdugu kolonileri barindiran, insan dolasim
sistemine benzer yapida su kanallar sistemi ile yasamlari
icin gerekli gereksinimlerini karsilayan, bakteriyel
organizmalarin kendilerine 6zel olusturdugu korunakli
yasam alanidir.

2.1. Bakterilerin Biyofilm Olusturma Durumlari
Mikroorganizmalar, biyofilm olusturduklarinda
planktonik formlarina gére daha iistiin duruma gegerler.
Ciinkli biyofilmler, bakterileri zararl olabilecek bircok
cevresel etkenlerden (pH degisikligi, 1s;, nem
degisiklikleri immiin sistem yanitlari, antibiyotik etkisi
vb.) korurlar. Ayrica biyofilm olusturmus
mikroorganizmanin, fagosite edilmesi planktonik
formdaki bir mikroorganizmaya gore olduk¢a zordur
(Ciftci, 2005; Gebreyohannes ve ark., 2019).

2.2. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma
Nedenleri

Bu nedenler; adezyon ve kolonizasyon,
yasanilabilir cevre gelistirmek ve topluluk olusturmak
olmak tlizere 4 baslik altinda agiklanabilir.

2.2.1. Savunma

savunma,

Biyofilmler; viicut sivilari, viicudun savunma elemanlari
ve disaridan gelebilecek fiziksel saldirilara karsi

dayaniklidirlar. Serbest haldeki planktonik formda yasam
sliren bakterilere karsi; besin maddelerinin eksikligi, pH
degisimleri, temizlik irilinleri, antibiyotik etkisi ve
fagositoz olay1 gibi durumlarda biyofilm olusturmus
bakteriler daha dayaniklidirlar (Milletli Sezgin, 2012). Bu

nedenle sliregen enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalar, bulunduklar1 yerde ¢evreden
gelebilecek  strese cevap vermek icin biyofilm

olustururlar (Costerton ve ark., 1999).
2.2.2. Adezyon ve kolonizasyon

Bakterilerin, bir ortamda yasam
ireyebilmeleri bakimindan gerekli maddelerin ortamda
bulunmasi sarttir. Ortam kosullar1 bakterilerin yasamina
elverissiz de olabilir. Elverissiz ortam kosullarina ragmen
bakteriler yasam siirebilmek icin biyofilm olustururlar
(Akytiz, 2019). Canli  organizmalar, bakteriyel
mikroorganizmalarin  yasamlarin1  slirmeleri  i¢in
sectikleri birincil ortamlardir. (Arar, 2015). Sectikleri
konake¢1 tzerinde sabit kalmak istedikleri bdlgede
bakteriyel mikroorganizmalar kendi ylizey proteinleri ile

siirebilmeleri ve

konak¢inin  ekstraselliiler =~ matriks  proteinlerine
tutunurlar. (fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin
gibi). Bu bakteri, yiizey etkilesimleri ytlizeylerin birbirine
tutunmasinda oldukca degerlidir (Whiteley ve ark., 2001;
Akyliz, 2019).

2.2.3. Yagsanlabilir ¢cevre gelistirmek

Bakteriyel mikroorganizmalarin; tutunup yasamlarini
cevrede glikoz kullanimlari, hiicre disi
polimerik madde(extracellular polymeric substance,
EPS) iiretimini ve biyofilm olusumunu biiyiik miktarda
artirmistir. Bulundugu yiizeye tutunmus bakteriyel
mikroorganizmalarin, biyofilm olusturmasi icin gerekli
genetik hiicresel iletiler ise karbon katabolitleri
tarafindan iletilir (O'Toole ve ark., 2000; 0zkok, 2018).

2.2.4.Topluluk olusturmak

suirdiikleri

Bakteriyel organizmalarin, bulundugu c¢evreye uyum
saglamasi biyofilm yapimlarim da gelistirmekte ve
yapimin siiresini kisaltmaktadir. Biyofilm olusturan
bakterilerin ¢evresel tehditlere ve uyaranlara tepkileri
ayni olsa da fenotipik olarak birbirlerinden farklilik
gostermeleri de toplu yasami gostermektedir (Akyiiz,
2019).Yani biyofilm olusturma yetenegine sahip farkli
bakteriyel mikroorganizmalar ayni ortamda bir topluluk
olusturarak ve birbirleriyle ihtiyaglar1 dogrultusunda
yardimlasarak yasarlar.

2.3. Bakteriyel Mikroorganizmalarda Biyofilm
Olusum Asamalar
Bakteriyel —mikroorganizmalarda, biyofilm olusum

asamalari bes sekilde agciklanmaktadir (Sekil 1).

1. Doniislimli tutunma,

2. Doéntlisiimsiiz tutunma,

3. Koloni olusumu,

4. Olgun biyofilm olusumu,

5. Biyofilm hiicrelerinde kopma ve ayrilma.
Bakteriyel mikroorganizmalarin, biyofilm olusumunun
baslamasi uygun ortam kosullariyla dogrudan iligkilidir.
Ortamdaki besin maddeleri, gerekli pH diizeyi ve uygun
sicaklik gibi cevre faktorlerinin mevcudiyetine gore
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biyofilm olusum ve gelisim asamalar1 devam eder. Ancak
uygun sartlar biyofilm
mikroorganizmalar yiizeylerden ayrilarak planktonik
yasamlarina  geri  donerler.  Biyofilm  olusum
asamalarindan birincisi tutunma olayidir. Ancak bundan

saglanamazsa olusturan

o6nce mikroorganizmanin tutunacagl yiizey hazir hale
gelmelidir. Tutunma o6ncesi su icerisindeki partikiiller,
elementler, organik ve inorganik maddeler yiizeylere
yapisip ince bir film tabaka meydana getirirler. Bununla
birlikte biyofilm olusumu i¢in hem yilizey hazir hale
gelmis olur hem de mikroorganizmalarin tutunumu
kolaylasmis olur (Cali, 2017).
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Sekil 1.Biyofilm olusum asamalari (inci, 2016).

2.3.1.Doniigiimlii tutunma

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin bir ylizeye
tutunmasiyla baslayan hareketli bir siirectir. Tutunum
sonucunda, biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden
olan genetik islemler dizisi baglar. Mikroorganizmalarin,
bir yilizeye tutunabilmeleri icin ylizeyle temasa
gectiklerini gerekKir. Bakteriyel
mikroorganizmalar bu uyaranlar1 fenotipik farkliliklara
dontistiirebilmek amaciyla, bir verici ve alictdan olusan
sisteme sahiptirler. biyofilm
olusumunun baslamas1 “Quorum Sensing” denilen diger
bir haberlesme sisteminden gelecek sinyallere baghdir.
Bu sistem ile bakteriyel mikroorganizmalar, bulundugu
ortamdaki bakteri yogunlugunu tespit ederler.
Bulundugu ylizeye tutunan her bakteriyel
mikroorganizma ortama sinyal molekiiller géndererek
adeta “ben buradayim” mesaji génderir. Ortamda ylizeye

tutunmus bakterilerin, miktar1 ¢cogaldik¢a bolgesel sinyal

anlamalari

Tutunmadan sonra

yogunlugu da artacaktir. Sinyal molekiil trafigindeki artis
sonrasl, biyofilm olusumuna yoénelik islemler dizisi
baslamis olur. Biyofilm icerisindeki bakteriler, hiicre ici
diisiik molekiil agirligina sahip haberciler aracigr ile
iletisim saglayarak biyofilm gelisiminde etkin rol
oynarlar (Milletli Sezgin, 2012). Bu asamada EPS miktar1
bakteriyel mikroorganizmalarda olduk¢a azdir. Biyofilm
olusumu tam gerceklesmediginden bagimsiz hareket
edebilirler (Akyliz, 2019). Bu asamada, yiizeyle bakteri
arasinda uzaktan kurulmus zayif elektriksel etkilesim
olan Van der Walls baglar1 gibi etkilesimler s6z

konusudur (Biger, 2018).

2.3.2. Geri doniisiimsiiz tutunma
Bakteriyel = mikroorganizmalarin, EPS
ylzeylere kalic1 olarak baglanmalaridir (Stoodley ve ark.,
2002). Bu asamada bakteriyel
ylzeyle elektrostatik etkilesimler kurar. Bu etkilesimler
ylzeyle daha gergeklestirdikleri
hidrofobik etkilesimler, dipol-dipol etkilesimi, iyon-dipol
etkilesimi, iyonik ve kovalent baglar ve hidrojen baglari
etkilesimleridir. Bu etkilesimlerle birlikte bakteriyel

olusturarak
mikroorganizmalar

yakin mesafede

mikroorganizmalar, yiizeylere geri doniistimsiiz tutunur.
Yani ilk asamadaki zayif etkilesimin bakteriyel
mikroorganizmalarin EPS olusturmasiyla ve elektrostatik
etkilesimlerle, baglarla  birlikte  kalicy,
doniisiimsiiz  bir tutunmanin olustugu sonucuna
varilabilir. Bakteriyal mikroorganizmalar EPS
olusumuyla doéniisiimsliz tutunum saglayabilirken bir

kurulan

diger geri doniisiimsiiz tutunma yolu ise organelleri olan
“flagella(kamg¢1) ve pili(kil)” sayesinde olur. Yiizeye
yapisan bakteriler gelisim saglarlar ve mikrokoloniler
meydana getirirler (Cali, 2017; Akytiz, 2019).

2.3.3. Koloni olusumu

Yilizeylere kalict olarak tutunum saglamis bakteriyel
mikroorganizmalar, EPS {retirler, biyirler ve gelisim
saglarlar. EPS olusturmus bakteriyel mikroorganizmalar,
planktonik mikrokoloniye
katiliminida EPS aracihigiyla kolaylikla saglarlar. Bir
bakteri bir yilizeye koloni olusturduktan sonra yani

formdaki  bakterilerin

birincil koloni olusumu gerceklestikten sonra ayni yiizey
izerinde bir¢ok farkli bakteri koloni olusturabilir yani
diger bakterilerde ikincil koloniyi olustururlar. Olusan
mikrokolonilere planktonik yasam stiren bakterilerin
katilm saglamasiyla birlikte koloni olusumu meydana
gelir. Ayrica EPS cevresel stres faktorlerinden koloniyi
korumasinin yan sira ylizey ve alt birimleriylede bag
olusumunda kolaylik saglar ( Cali, 2017; Akytiz, 2019).
2.3.4. Olgun biyofilm olusumu

Gelisen ve ¢ogalan mikrokoloniler, biiyiik karmasik farkl
boyutlarda kuleler seklinde mantarimsi yapiy1 andiran
bir sekil alirlar. Bu mantarimsi yapilar ortamdan
metabolik atiklarin uzaklastirilmasi, besin maddesi,
oksijen ihtiyaci gibi gereksinimlerini aralarinda bulunan
adeta dolasim sistemi gorevi yapan su kanallari
sayesinde saglarlar (Arar, 2015).

2.3.5. Biyofilm hiicrelerinde kopma veya ayrilma
Biyofilm hiicrelerinin koparak planktonik formlarindaki
yasamlarina geri doniisiimiidiir. Bu kopmanin nedeni i¢
ve dis faktorler olabilir yani dista bir stres faktori
olabilir veya besin yetersizligi, enzimatik bozulma,
ylizeye tutunumu saglayan baglayici proteinlerin aciga
cikisi gibi bircok neden olabilir. Biyofilmlerde kopma dis
faktor etkili olabilecegi gibi hiicre veya birgok hiicrenin
ayrilmasiyla da olabilir (Giin ve Ekinci, 2009).

2.4. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturarak
Kazandiklar1 Avantajlar

Bakteriyel mikroorganizmalarin herhangi bir ylizeyde
kalabilmek i¢cin bir takim yodntemleri
bulunmaktadir. Bakteri konakgr ile iligkisinde bakterinin

stirekli
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ylzey proteinleri ile konak¢inin matriks proteinleri
(fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi) arasinda
tutunum gergeklesir. Bakteri ile ylizey proteinleri
arasindaki bu etkilesim bakteriyel mikroorganizmalarin
tutunumunda olduk¢a onemlidir (Patti ve ark, 1994).
Tutunum sonrasi bakteriler biiyiir, ¢ogalir ve biyofilm
olusturma yeteneklerine goére biyofilm yapimina
baslarlar. Bakteriyel —mikroorganizmalar biyofilm
olusturarak bir¢ok avantaj elde ederler (Post ve ark,
2004).

2.4.1. Cevresel faktorlere direng

Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm olusturarak
cevresel tehditlerden (nem, 1s;, pH degisimi gibi)
korunurlar. Bu cgevresel tehditler fiziksel giicler de
olabilir (Kan akimui, tiikriigiin yikama giicii vb.) (Sahin,

2007).

2.4.2. Besinlerin depolanmas1 ve atiklarin
uzaklastirilmasi

Biyofilm olusumunun temelinde yer alan

mikrokolonilerin arasinda tipki bir dolasim sistemi
gorevi yapan aralarinda besin, madde aligverisi ve
metabolik artiklarin uzaklastirilmasi goérevlerini yapan su
kanallari sistemi bulunur (Sahin, 2007).

2.4.3. Fagositozdan ve antibiyotiklerden korunma
Bakteriyel mikroorganizmalarin koloni olusturarak ve
ekzopolisakkarit matriks gelistirerek yasam siirmeleri
fagosite edilmelerini ve viicut savunma elemanlarinin
ulasmalarini zorlastirir. Ayrica
ekzopolisakkarit matriks yapi bakteriyel
mikroorganizmalar1 elektrostatik etkilerden koruyarak
antibakteriyel ajanlarin bakterileri fagosite etmesine
engel olur. Biyofilm yapisina sahip bakteriler planktonik
formda yasam siiren bakteriyel mikroorganizmalara gore
stres faktorlerine ve antibiyotiklere, fagosite 6zelligi olan

kendilerine

hiicrelere ve viicut savunma elemanlarina karsi daha
dayanikli yapidadirlar (Donlan ve Costerton, 2002).
2.4.4. Metabolik is birligi ve yeni genetik 6zelliklerin
kazanilmasi

Bakteriyel mikroorganizmalar

bulunduklar1 ortama

uyum saglamak amaciyla biyofilm dretirler. Bu
organizmalar biyofilm {irettikten sonra seri sekilde
planktonik  yasamlarina doéniis yaparlar.
bakterilerin bulunduklar1 ortamlara ekprese etmis
olduklar1 genler vasitasiyla gercgeklestirmektedirler.
Biyofilm olusturan bakterilerin ¢evresel uyaranlara ayni
reaksiyonlar1 gelistirmeleri ortak yasam stirdiiklerinin
onemli bir belirtisidir. Bakteriyel mikroorganizmalar
aralarinda gergeklesen yatay(horizontal) gen aktarimlari
mikroorganizma topluluklarinin  genetik  cesitliligi
acisindan oldukea degerlidir (Davey ve O’'toole, 2000). Bu
olay coklu ilaca direncli bakteriyel mikroorganizmalarin
ortaya cikisinda olduk¢a o6nemlidir. Ayrica biyofilm
ortaminda genetik materyal aktarimlarinin kolaylikla

Bunlar

gerceklesmesini saglarlar (Sahin, 2007).

2.5. Biyofilm ve Hastaliklar

Biyofilmler uzun siiredir endiistri alaninda bir problem
olarak bilinmekteydi. Son yillarda kronik enfeksiyonlarda
yabanci cisim enfeksiyonlarinda biyofilm olusumunun

gorillmesiyle birlikte tip alanindaki Onemi ortaya
cikmistir (Milletli Sezgin, 2012). Ayni tiir bakteriyel
mikroorganizmada biyofilm olusturmus
formu bakterinin planktonik yasam siiren formuna goére
antibiyotiklere karsi daha direnglidir (Sharma ve Ark,
2019). Bu durum antibiyotik tedavisinden
enfeksiyonun

bakterinin

sonra
tekrarlamasi
dolayisiyla biyofilm
mikroorganizmalarin  canli  konak¢idan  atiminin
zorlugunu gostermektedir (Milletli Sezgin, 2012).
Biyofilm iiretebilen mikroorganizmalar canlilarda akut
veya kronik seyirli farkli enfeksiyonlara
olabilmektedirler (Akyiiz, 2019). Biyofilm olusturan
bakteriyel mikroorganizmalarla Tablo 1'de bahsedilen
hastaliklar ve enfeksiyonlar arasindaki epidemik iliski
netlik kazanmistir. Bu baglamda bazi 6nemli
mekanizmalar saptanmistir.

2.5.1. Hiicrelerin ayrilmasi veya hiicre topluluklari
Olgun hiicre gelisimi ve cevresel stres faktorlerinin
cogalmasi biyofilm icerisinde yasam

olasihigini  yiikseltmekte

olusturmus bakteriyel

neden

siiren
mikroorganizmay1 kopartabilir Hatta biyofilm yapisinin
diizenleyicisi olarak gorev yapan acil homoserin lakton
molekiilii biyofilm olusumunda rol oynadig: gibi bakteri
tutunumunu bozarak bakterilerin ayrilmasini ve dolasim
sisteminde enfeksiyona yol agmasina neden olabilir
(Milletli Sezgin, 2012).

2.5.2. Endotoksin iiretimi

Biyofilm olusturabilen gram-negatif
endotoksin tiretim diizeyini ¢cogaltip enfekte olmus hasta

bakteriler

bireyin immiin yamt diizeyini artirir. Olusan immiin
yanitin biiytikliigii enfeksiyonun kuvvetliligini etkiler
(Sahin 2007; Ozkék, 2018).

2.5.3. Konagin immiin yanitina direng
Biyofilm yapisina karsi konagin savunma
elemanlari(makrofajlarin etkileri,
antikorlar vb.), yetersizdir. Biyofilm yapisi, konagin
savunma elemanlarina karsi direnglidir (Milletli Sezgin,
2012).

2.5.4. Bakterilere diren¢ aktarim

fagositik opsonik

Bakteriyal mikroorganizmalarin, sahip oldugu direng

genlerinin, plazmidlerin biyofilm yapilarina
konjugasyonu ile farkl tiir bakteriyel
mikroorganizmalara gecebildigi aciklanmaktadir

(Hausner ve Wuertz, 1999; Roberts ve ark., 1999).

2.6. EPS’nin Yap1 ve Ozellikleri

Bakteriyel mikroorganizmalar tarafindan iretilen EPS,
sonrasinda ekstraselliller ortama sentezi gerceklesen
polisakkarit yapida olusumdur (Er, 2018). Ekstraselliiler
polimerik (Sekil 2), mikroorganizmalarin
bulundugu ortamla iletisiminde de gorevli mikrobik
koékenli organik yapida polimerdir. Hiicre dis1 polimerik
maddeler, yapisal proteinler, lipit, polisakkaritler ve
ekstraselliler DNA (eDNA)'dan olusur. EPS, biyofilm
olusumunda hiicreler arasinda esit dagimamistir.
EPS’lerin biribirleriyle kaynasmasi sonucu bakteriyel
mikroorganizmalar1 igeren biyofilm matriksi meydana
gelir (Martino, 2018).

substans
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Tablo 1. Hastalik, enfeksiyon ve etken mikroorganizmalar (Giivensen ve Ekmekcioglu, 2016; Cali, 2017)

Hastalik veya Enfeksiyon

Etken Mikroorganizma

Dis Ciirtigt, Dis Enfeksiyonlari
Periodontitis

inatc1 Enfeksiyonlar

Otitis Media

Kas-iskelet Enfeksiyonlari

Safra yolu enfeksiyonlari

Kemik Enfeksiyonu(Osteomiyelit)

Nefrolitiyazis

Kronik Tonsillit

Kistik fibrozis pnomonisi

Meloidosis

Bakteriyal Prostatit

Nekrozitanfasiit

Gastrointestinal ve biliertraktusen enfeksiyonu
implant Kaynakh Enfeksiyonlar

Yapay kalp kapakeigi (endokarditis, septisemi)

Kontakt lensler (keratitis)

Uriner kateter enfeksiyonlar: (bakteriiiri)
Intravaskiiler kateterler (septisemi, endokarditis)
Merkezi venoz kateterler(septisemi)

Hickman kateterleri (kontaminasyon, borularda
tikanma)

ICU pneumonie

Kirik, ¢ikiklarda yerlestirilen platin vb. ortopedik aletler
(septisemi)

Endotrakeal tiipler (pnémoni)

Yapay ses telleri

Periton diyaliz kateterleri
Meme implantlari

Penis protezleri

Asidojenik gram- pozitif koklar (Streptococcus sangui
vb.)

Gram- negatif anaerobik oral bakteriler(Protovella
intermedia ,Actinobacillus spp.), Candida albicans

Tiplendirilemeyen Haemophilus influenzae
Gram-pozitif koklar 6rn: Stafilokoklar

Enterik bakteriler 6rn: Escherichia coli vb.

Cesitli bakteriyal ve fungal mikroorganizmalar genelde
karisik olarak.

Gram-negatif basiller

Cesitli Anaerop ve Aerop bakteriler

Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia cepacia
Pseudomonas pseudomallei

E.coli ve diger gram-negatif bakteriler

Grup A streptokoklar

E.coli gb. Enterit Bakteriler

Koagiilaz negatif stafilokoklar, Staphlococcus aureus,
enterokoklar

P. aeruginosa, Staphylococcus epidermidis (gram pozitif
koklar)

E.coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis, Candida spp.

S.epidermidis, Staphylococcus aureus, Gram- negatif
bakteriler.

S.epidermidis ve digerleri (koagiilaz- negatif
Staphylococcus spp.), Enterococcus spp.,Klebsiella
pneumoniae

S. epidermidis, C. Albicans

Gram negatif basiller

S. epidermidis, S. aureus, Peptokoklar, Streptokoklar,
Gram-negatif bakteriler, Propionibacterium acnes

P. aeruginosa, E. coli, S. epidermidis, S. aureus, genis bir
bakteri ve fungus ¢esitliligi

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Candida spp.
S.aureus, P. aeruginosa, diger Gram-negatif bakteriler
Stafilokoklar, E. coli, Peptostreptococcus spp.,
Clostridium perfringens

S.epidermidis, S.aureus

AccV -Exp tF——— 5m
250kV 5076 Travertine ZF#6 Unetched Area 2

Sekil 2. EPS yapisi (Milletli Sezgin, 2012).

EPS miktar1; ortamdaki besin madde miktari, biyofilm
yasl, mikroorganizma gelisimi icin gerekli maddelerin
varligl, mikroorganizma tiiri ile dogru orantilidir. Bu
baglamda EPS biyofilm olusumunun %40 ile %95’ini

olusturmaktadir (Mei ve ark, 2016). Ekstraselliiler
polimerik maddelerin biiyiik ¢ogunlugu yineleyen

oligosakkaritlerin baglanmasiyla olusmus
heteropolisakkarid yapidayken bazi ekstraselliiler
polimerik substanslar ise tek tip glikoz yapida

molekiilden olusmus homopolisakkarid olusumlardir.
EPS’deki regiilator genlerin olusumu kromozomal veya
plazmit DNA kodlu olabilir. Karmasik yapida seyreden
EPS olusumu hem pozitif hem negatif diizenleyiciler
regiile edilir. EPS olusumu c¢evresel
streslerden ve uyaranlardan etkilenir. EPS bakteriyal
mikroorganizmalar1 ¢evresel tehditlere ve olusumlara
karsi Mikroorganizmalarin ylzeylere
yapismasinda gorevlidir. Ortami kuruluktan korur ve
yabanci istenmeyen maddelerden arindirir. Yararh ve
ihtiya¢ olan maddeleri de alirlar. Antibiyotik etkisine,
fagositik ajanlara, toksik ajanlara karsi koruma gorevi
vardir. Bunlarin hepsi Sekil 3’deki gibi EPS olusturmus

tarafindan

korur.

bakteriyal mikroorganizmaya tutunum sagladig1 yiizeye
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aidiyet duygusunu gelistirir ve fizyolojik olarakta
gelisimini stirdiirmesinin saglar (Arar, 2015).

Sekil 3. EPS icinde bakteriyal olusum (Milletli Sezgin,
2012).

2.7. Bakteriyal Mikroorganizmlarin Cogunlugu
Algilama ve Haberlesme Sistemleri (Quorum Sensing:
Qs)

Gelismis canli organizmalarda, insan viicudunda

hiicrelerin yanitlar1 sinyal molekilleri aracilign ile
gerceklesmektedir. Tipki gelismis organizmalardaki gibi
mikroorganizmalarda yasam aktivitelerini
gerceklestirirken sinyaller aracilifi ile gerceklestirirler.
QS, yada “gogunlugu algilama” olarak da bilinen bu
sistem ile mikroorganizmalar olusturduklar:1 sinyallerin
miktarini algilayabilmekte ve yasam stirdiigii bolgedeki
baska mikroorganizmalarin da yogunlugunu
anlayabilmektedir. Bu sinyal molekiilleri sayesinde toplu
olarak gerceklestirmeleri gereken bir olay1 bir hiicreden
digerine aktarabilmektedirler. QS
liretebilen ve ‘oto-indiikleyici’ molekiillerden meydana
gelen sistemdir (Giilgér ve Korukoglu, 2014; Yenigeri,
2018). QS sistemi ile bakteriyal mikroorganizmalar

sistemi sinyaller

biyofilm olusum siirecinin haberlesme bolimiinii
yonetirler (Ac¢ikalin, 2017).
Bakteriyel mikroorganizmalar bulunduklar1 ortama

uyumunu gergeklestirdikten sonra ortamdan gelen
uyaranlari anlar ve cevap verir. Ortamdaki degisikliklere
gore kendi metabolik faaliyetlerinide o degisimlere
uygun hale getirir (Donabedian, 2003). Ortama gelen tiim
bakteriyel mikroorganizmalar ‘ben buradayim’ mesaji
gonderirler. Ortamdaki bakteriyel
mikroorganizma sayist arttikca sinyal yogunluguda
artacaktir (Efe, 2017). QS sistemi sayesinde sinyaller
aracilify ile bakteriyal mikroorganizmalar belli bolgede
topluluk olusturup biyofilm olusumunun temel yapisini
meydana getirirler (Lynch ve Robertson, 2008). QS sinyal

veren sinyaller

molekiilleri bakteriyel mikroorganizmalarin olusturdugu
toplulukta hastalik yapict etkenlerin
diizenlenmesinde de gorev alirlar (Cali, 2017). QS
sisteminin, bakteriyal mikroorganizmalarda ayni tiirler
arast ve farkl tiirler aras1 olmak tizere iki farkli “oto-

olusumunun

indiikleyici” formu vardir. Gr(-) bakterilerde tiire gore
farklihk gosterir ve oto-indiikleyici sinyal molekiilleri
AHL(N-agil homoserin lakton) ve oligopeptidlerdir. Gr(+)
bakterilerde genellikle oligopeptidler bu goérevi lstlenir.
Hem Gr(-) hem Gr(+) bakteriyal mikroorganizmalarda ise
Al-2 (otoindiikleyici-2) bu gorevi yerine getirir (Efe,

2017).

QS sisteminin sinyal molekiillerinin,
mikroorganizmalarda; gen ekpresyonlarinin
diizenlenmesi, biyofilm olusumu, bakteriyel
mikroorganizmalarin hastalik etkenlerinin iiretiminin
kontrolii, antibiyotiklere diren¢ gelisimi, ortam

adaptasyonu, yeterli ¢ogunluga ulasilabilme gibi bir¢cok
gorevi vardir (Yenigeri, 2018).
QS sisteminin 6zli, mikrobik mikroorganizmalarin

cogunlugu algillama sisteminin nasil  ¢alistigini
anlayabilmektir. Bu sistemin c¢alismasinin baskilanmasi
veya bozunumu ile birlikte mikrobik

mikroorganizmalarin kontrolii saglanabilir. Bu baglamda
mikroorganizma hiicrelerinin haberlesme sinyallerinin
baskilanmasiyla ilgili sistem ise “Quorum Quenching”
(QQ) olarak isimlendirilmektedir (Ulrich, 2004; Song ve
ark, 2014).

2.8. Biyofilmlerin Antimikrobik Ajanlara Karsi
Direnci

Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm
olusturduklarinda antibiyotiklere, biyositlere,
dezenfektanlara, antimikrobik ajanlara ve cevresel her
tirli stres faktoriine karsi planktonik formda yasam
siiren bakteriyel mikroorganizmalara karsi anlamh bir
farkla daha direncli olmaktadirlar. Biyofilmin matriks
yapisinin diflizyonu gii¢lestirmesi, antimikrobik ajanlarin
biyofilm katmanlarinin ulasmasina ve
derinlere inmesine engel olmustur (Milletli Sezgin, 2012;

tamamina

Ozkék, 2018). Béylelikle tam penetrasyon saglanamaz ve
antimikrobik ajanlarin etkinligi azaltilmis olup biyofilm
kendini korumus olur (L6pez ve Soto, 2019).

Biyofilm  icerisinde = yasam bakteriyel
mikroorganizmalarin planktonik formlarina gére daha

siiren

yavas gelisim gosterdigi anlasilmis olup yani bir kisim
mikroorganizma besinden yoksun yasam siirmektedir.
Bu besinden yoksun yasam siiren mikroorganizmalar,
antimikrobiyal ajanlarin duyarsiz  olup
yasamlarina devam etmektedirler (Milletli Sezgin, 2012;
Ozkék, 2018).

etkisine

3. Biyofilm Analiz Teknikleri

Son yillarda enfeksiyon gelisiminde biyofilmlere
rastlanmanin artis gostermesiyle birlikte; biyofilm
olusumunun 6nlenmesi, biyofilm diren¢ mekanizmasinin
aciklanmasi,  biyofilm  gelisimine  uygun
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in biyofilm ¢alismalari artis
ve gelisim gostermeye baslamistir.  Teknolojik

tedavi
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gelisimlerin de getirdigi kolaylikla birlikte farkli biyofilm
tespit metotlarindan yararlanilmaktadir (Temel ve Erag,
2018).

3.1. Kongo Kirmizil1 Agar Yontemi

Biyofilm tiretim 6zelligine bakilacak mikroorganizma
icinde belirli miktarda siikroz, beyin kalp inflizyon
buyyonu, Kongo kirmizisi ve agar bulunan besiyerine tek
koloni ekimi gergeklestirilir. Genel olarak 372C de 24
saatlik kulugka sliresi sonucunda kolonilerdeki renk
degisiklikleri 6l¢ii alinarak sonuca varilir. Siyah koyu
kirmizi renkte koloni olusturan suslar biyofilm iiretimi
acisindan pozitif, pembe kirmiz1 renkli koloni olusturan
suslar ise negatif suslar olarak kabul goriirler (Yasar ve
ark., 2011; Atshan ve ark., 2012; Temel ve Erag, 2018).
3.2. Standart Cam Tiip Yontemi

icinde TSB (Triptik Soy Buyyon) besiyeri bulunan cam
tiiplere mikroorganizma ekimi sonrasinda tiipler 24 ile
48 saat araliginda kuluckaya birakilir. Inkiibasyon
sonucunda tiipler bosaltilip tiiplere metilen mavisi
eklenir. Bir siire sonra tiipler tekrar bosaltilip tiiplerin ig¢
ylzeylerinin kontrolii saglandiginda eger boyali bir
olusum varsa mikroorganizma biyofilm lretimi agisidan
olumlu kabul edilir (Temel ve Erag, 2018).

3.3. Modifiye Tiip Aderans Yontemi (Christensen
Yoéntemi)

icerisinde glikozda bulunduran triptik soy buyyonlu
besiyeri bulunan tiiplere mikroorganizmalarin ekimi
yapilir ve 24 ile 48 saat araliginda kulugkaya birakilir.
tiiplerin igerisi bosaltilarak PBS (fosfatla
tamponlanmis salin) ile y1ikanir. Tiiplere esit miktarlarda
“trypan blue”safranin veya kristal viyole eklenip beklenir.
Belirli bir siire gectiginde tiipler tekrar bosaltilir. Daha
sonra kagit lstlinde ters pozisyonda kurumaya birakilir.
Tiplerin i¢ yiizeyinde renkli bir olusum varsa biyofilm
Renk koyulugu
mikroorganizmanin biyofilm olusturma kapasitesinin
derecesini belli etmektedir (Christensen ve ark. 1985;
Temel ve Erag, 2018).

3.4. Mikroplak Yéntemi

Mikroplak yontemi biyofilm gelisiminin belirlenmesi
calismalarinda oldukga sik tercih edilen ve daha belirgin
sonuclarin alinabildigi bir yoldur. Daha derine inersek
spektrofotometrik mikroplak yontemi diger ydntemle
gore daha duyarly, 6zgiil daha nicel sonuglar vermektedir.

Sonra

olusumu olumlu demektir.

Bu yontemde daha ¢ok 96 kuyucuklu mikroplaklardan
yararlanilir. Belirli hacimde (%1-3 glikoz iceren beyin
kalp inflizyon buyyon veya TSB) iceren mikroplak
kuyucuklara mikroorganizma ekimi gergeklestirilir ve
uygun kosullarda kulugkaya
mikroplaklar ters ¢evrilir ve kuyucuklar bosaltilir.
Kuyucuklar fosfatla tamponlanmis salin(PBS) veya tiirevi
uygun bir sivi ile yikadiktan sonra her kuyuya esit olarak
boya enjekte edilir. Boya i¢in safranin veya trypanblue

birakilir.  Sonrasinda

tercih edilebilir ancak en ¢ok kristal viyole tercih
edilmektedir. Kristal viyole kuyucuklara eklenir ve
biyofilm igerisine girmesi i¢in biraz beklenir. Siire
sonunda kuyucuklar bosaltiip yikanir. Bu baglamda
kristal viyole biyofilm iiretimi yapan mikroorganizmalar1

boyayacak geriye kalanlar yikama islemiyle ortamdan
uzaklastirilacaktir. saglamis
mikroorganizmalara zarar vermemek adina yikama
titizlikle ve yavas yapilmalidir. Bu islemden sonra oda
sicakliginda yaklasik 30 dakika kurutulduktan sonra

Yiizeye tutunum

mikroplaklar etanol, asetik asit, aseton gibi maddelerle
etkilesime sokulur.
6lciim yapan mikroplak okuyucu aletde belirli dalga boyu
hesabi yapilarak her bir kuyucuk adina optik dansite
miktar1 belirlenir. Alet tarafindan kaydedilen bu miktar
kontrol kuyucuklarinin ortalama optik dansite(yogunluk)
miktariyla karsilastirilip biyofilm olusumunun derecesi
ve miktar1 anlasilabilir (Stepanovi¢ ve ark., 2007; Ozturk
ve ark, 2014; Temel ve Erag, 2018).

Bu durumda spektrofotometrik

4. Mikrobiyota Kiiltiir Yontemleri

Mikroorganizma miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilir.
Oziinde besiyerlerinde ¢ogaltilan kiiltiirlerin yiizeylerde
biyofilm {iretmesi ve yilizeylere tutunum saglayan
mikroorganizmalarin olusturma
birimi(CFU) olarak belirtilmesi vardir. Bu 6l¢iimler

miktarinin  koloni

biyofilmlerde iireyen mikroorganizma miktarinin
belirlenmesinde fayda saglar. Biyofilmlerin
incelenmesinde ¢esitli yontemler uygulanmaktadir

(Kishen ve Haapasalo, 2010).

4.1. Kolorimetrik Yontemler

Bu yontem biyofilm olusturabilen mikroorganizmalarin
boyayr penetrasyonunu esas alir. Bu yodntemle
mikroorganizmalar spesifik boyalarla boyanip alkol
etanol gibi maddelerle yilizey boyadan arindirilip
spektrofotometre aletiyle oOl¢iim yapilip boyanin
yayiliminin miktarina bakilip biyofilm olusumundaki
mikroorganizma (Kishen ve
Haapasalo, 2010).

4.2. Mikroskobik Yéontemler

Farkli mikroskoplarin mikroorganizma ile
etkilesimini biyofilm olusum siireci, biyofilm yapisi,
bi¢imi, dagilis1 ve canhliginin anlasilmas: i¢in kullanilir
(Kishen ve Haapasalo, 2010).

4.2.1. Isik mikroskobu

miktar1 belirlenebilir

ortam

Istk  mikroskobuyla biyofilm yapisinin ilk defa
goriintiilendigi ~ bilinmektedir. Hem  laboratuvar
ortaminda hem canlilarda biyofilm gelisiminin

incelenmesi i¢in kullanilmaktadir. Ucuz olmasi, basit
kullanima sahip olmas1 ve hizli, dogru sonuglar vermesi
151k mikroskobunun rahathkla kullanilabilir olmasini
gostermektedir.  Mikroorganizma  arastirmalarinda
kullanilan bir yéntemdir (Mohammadi ve ark., 2013).
4.2.2. Taramah elektron mikroskobu

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) bulundugundan
beri biyofilm arastirmalarinda genis kullanim alanina
sahip bir metotdur. Biyofilm olusumlar1 ve yapilarinin
incelenmesinde kullanilmakla birlikte ytliksek ¢6ziliniirliikk
ozelligi ile kazangl kilsada numunelerin hazir hale gelisi
sliireci uzun sirdigliinden SEM’i dezavantaji duruma
getirmektedir (Kishen ve Haapasalo, 2010; Mohammadi
ve ark,, 2013).
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4.2.3. Transmisyon elektron mikroskobu

Numune olusumu zor uzun ugraslar gerektiren bir metot
olmasiyla birlikte goriintii kalitesi ve netligi sayesinde
biyofilm arastirmalarinda bu yénteme basvurulmaktadir
(Mohammadi ve ark., 2013).

4.2.4. Epifloresans mikroskobu

Bu mikroskop ile biyofilm yapisindaki
mikroorganizmalarin ve Dbiyofilmlerdeki hiicrelerin
dagillmi ile pH ve kimyasal madde incelemesi
yapilabilmektedir. Gelismis biyofilm yapisini

gorilintiilemek i¢in floresan boyanarak bu mikroskob ile
goriintiilenebilir (Kishen ve Haapasalo, 2010).

4.2.5. Lazer taramali konfokal mikroskop

Bu mikroskop daha ¢ok laboratuvar ortaminda biyofilm
calismalarinda yogun bir sekilde kullaniir. Diger
metotlardaki belli bash olumsuzluklara bakildiginda bu
metotla aksine daha kotii durumlarda bile biyofilm
calisilabilmektedir. Bu metotla biyofilmlerin igerisinde
mikrokolonilerin
dagiliminin incelenmesi, ii¢ boyutlu yap1 ve canlilik
incelenebilmektedir (Akyiiz, 2019).
4.3. Molekiiler Yontemler
Biyofilm olusumu
mikroorganizmalarin  genetik
incelemelerinin yapilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir.

incelenmesi, mikroorganizmalarin

gerceklestirebilen
arastirmalarinin ~ ve

Biyofilm yapisina sahip
faaliyetlerini incelemede ¢ogunlukla basvurulan bir
metotdur. Bu baglamda enzyme linked immuno sorbent
assay (ELISA) degerlendirmesi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) bu metotlardan bazilaridir (Kishen ve
Haapasalo, 2010).

mikroorganizmalarin

5. Sonug ve Oneriler

Uzun yillardir biyofilmler endiistri alaninda btytk bir
sorun teskil etmekteyken gilinlimiizde tip alanindada
onemli bir sorun oldugu ortaya cikmistir. Bakteriyel
mikroorganizmalar tipki  insan
elemanlarina benzer sekilde biyofilm olusumuyla
kendilerini savunmaktadirlar. Bu nedenle biyofilmler
antibiyotiklere, dezenfektanlara, temizlik malzemelerine
direnglidirler. E. coli gibi, P. aeruginosa gibi biyofilm
olusturabilen ve gelistirdikleri enfeksiyonlardan sonra
kistik fibrozis pnomonisi, bakteriyel prostatit, bakteriiiri

viicut  savunma

gibi  6nemli  hastaliklara neden olan farkh
mikroorganizmalar mevcuttur. Biyofilm icerisindeki
mikroorganizmalar  sinyal molekiilleri  sayesinde

haberlesme saglayip yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli
tlim ihtiyac¢larinida biyofilm olusumu igerisinde dolasim
sistemi gorevi goren su kanallar1 sistemi sayesinde
saglamaktadirlar. Biyofilmler modifiye tiip aderans
yontemi, mikroplak yontemi gibi farkli yodntemlerle
edilip, 1s1k mikroskobu, taramali
mikroskobu  gibi  farkh  kiltiir = yontemleriyle
incelenebilmektedirler. QS sistemi baskilandiginda ya da

analiz elektron

EPS olusumunu tamamen pargalayacak bir ajanin
varliginda, diisiik penetrasyon gosteren antimikrobiyal
ajanlarin etkinliginin artacagi ve biyofilm olusumunun
engellenebilecegi ongorillmektedir.

Katki Oran1 Beyani

Tim yazarlar makalenin
analizine ortak katkida bulunmus olup, makalenin son
halini inceledigini ve onayladigini beyan eder.

tasarimina, ¢alismasina,

Catisma Beyani
Yazarlar bu c¢alismada hig¢bir ¢ikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.
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