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BiYOFILM KONTROLUNDE BiYOSITLER VE ETKi TARZLARI
Nur Ceyhan Giivensen', Selma Ekmekcioglu
Ozet

Mikrobiyel hicrelerin déntisimsiz olarak polisakkarit matriks ve ylzey ile baglanti
kurmasi ve bu yapida Ureyip gelismesi sonucu makroskobik olarak opak yapida,
kosullara gore degisen en ve boyda, kaygan, purlzstz, giderilmesi gu¢ olan yapiya
biyofilm denir. Abiyotik biyofilmlerin kontrol ydntemlerinin basinda dezenfeksiyon
uygulamalarindan olan biyositler gelir. Biyositler endustriyel bircok alanda olmak
Uzere besin maddeleri, tekstil Grlnleri, yapr malzemeleri, petrol CGrGnlerinde
mikrobiyel gelisimi kontrol etmek igin kullanilirlar. Yodun biyosit kullanimi ile
bakterilerin bunlara direng gelistirebildikleri ginimlzde bilinen bir gergektir. Ancak
bircok ortamin biyositlerle mikroorganizmalardan arindirilmasi ise yeni birgok
enfeksiyonun ortaya c¢ikmasini Onleyebilmektedir. Dogru biyositlerle ve dogru
uygulamalarla ortam ve malzemelerin dezenfekte edilmesi bu tip birgok enfeksiyonun
ortaya ¢ikmasini énleyebilecektir. Bu ¢alismada, biyofilm kontroliinde kullanilan etkin
biyosit cesitleri ve bunlarin biyofilmleri giderim mekanizmalari sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Biyofilm kontroli, Biyositler, Quorum Sensing

GIRIS

GUndmize kadar biyofilm bircok arastirmaci tarafindan farkh sekillerde
tanimlanmustir. Ik 17. YY'da Leewenhoek'in disinden almis oldugu 6rnekte plaklar
icinde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden sonra, 1978 yilina kadar
biyofilmin varligindan bahsedilmemistir. Burada bakterilerin blylk bir kisminin
"biyofilm" adi verilen besleyici bir olugsum iginde oldugu ve bakterinin yapismig ylzeyi
ile yuzen taraf arasinda farkhhk oldugu gosterilmistir (1). Daha sonra yapilan
mikroskobik gdzlemlerde bakterilerin tabiattaki sivisal ekosistemlerde farkl ylzeylere
yapisarak cogalmasi %99,9 biyofilm araciligi ile oldugu gbésterilmistir. Artik
ginimaizde yeralti sulari ve okyanuslarin derinlikleri hari¢ biyofilmin tim tabii
ekosistemde olusabildigi kabul edilmektedir (1).

Biyofilm birikimi birbirini izleyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik proseslerin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir (Tablo 1).
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Tablo 1. Biyofilmin gelisim asamalar (Kaynak 2'den derlenmistir).

Zaman

Saniyeler ik tutunma Yeni biyofilm
i i _ olusumunun
Saniyeler/dakikalar Hucre tabakasi baglamas|

4\

Saatler/gUnler Aktif biyofilm Hidrodinamikler

ve/veya mekanik
stres

Biyomasin yapi,

yuzeysel sekli ve
uzaysal dagihmi

Olgun biyofilm
Gunler/haftalar
Hareketlilik
Kemotaksis
Biyofilm
blylmesi
Yatay gen
Aktif dénigim transferi
ve/veya Siviya veya

biyoparcalanma sividan
¢6zinmis madde
transferi Hlcre kopmasi
ve kaybi

Biyofilm
kopmalari

Bakteriler degisik ylzeylere tutunabilirler; bu ylzeyler arasinda canli dokular, dogal
deliklerden vicut ici uygulanan medikal cihazlar, endUstriyel ve icilebilir su sistemleri,
dogal su sistemleri yer alir (3, 4). Mikroorganizmalarin farkli populasyonlarla
fonksiyonel dayanismaya girerek tutunmus besinleri daha kolay elde etmesi ve
ekstrasellller polimerik bilesiklerin antimikrobiyel madde uygulamalari, susuz ve
besinsiz kalma gibi kétl cevresel kosullara kargi koruyucu bir 6rti 6devi gérmesi
ybnleri ile biyofilm, mikroorganizmalarin uzun dénem hayatta kalmasi icin énemli bir
avantajdir (5-10).

Biyofilm bakterileri, cevre kosullarina serbest bulunan planktonik bakterilerden daha
direnglidirler. Biyofilm yapisi inhibitér etkisi olan antimikrobiyeller, dezenfektanlar ve
Istya karsl koruyucu O6zellik gésterir. EPS (extracellular polymeric substances)'nin
direnci arttirdigi distncesi yaygindir (11,12).

Biyofilmin planktonik bakteriden tstinlUkleri dort madde altinda toplanmistir. Bunlar
sirasiyla (4):

1. EPS cevreden besin maddelerini (C - N - PO, gibi) konsantre ederek bakterilerin
kullanimina sunar.



2. Biyofilm olusumunda bulunan bakteriler antimikrobiyel maddeler, ylzey gerilimi
degistiren ajanlar, sicaklik, konakgiya ait fagositler, konak¢i oksijen radikalleri,
proteazlar gibi cesitli kosullara ve maddelere kargi direnclilik gelistirirler. Bu direnc,
gelisimin durdurulup canhligin korunmasindan, genetik diizenleme ile yukari ya da
asagilya dogru dizenleme ile modifikasyona kadar degisen reaksiyonlar halinde
gbzlemlenir.

3. Tabakah dizilim sonucu ylUzeyde bulunan cesitli bakteriler mekanik kalkan
etkilerinin yani sira; katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitérleri salgilayarak
antimikrobiyellere kargi i¢ yuzeyde bulunan bakterileri korurlar.

4. Biyofilm parcalari koparak yeni ylzeylere yayilir. Planktonik bir hicrenin
tutunmasindan daha kolay bir tutunma gergeklestirirler.

Bakterilerin biyofilm olugturan formlari ile planktonik formu arasinda ciddi bir gelisme
gerilimi olmasina karsin bakterinin biyofilm olusturmasini gerektiren durumlar vardir.
Bunlar:

1. Savunma: Strese cevap olarak gelisir. Biyofilmin kan akimi ve tikirigin yikama
giclt gibi bir takim fiziksel guglere karsi dayaniklihgi vardir. Biyofilme sahip
organizmalar, besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar,
fagositoza ve antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelerden daha direnclidir. Bu nedenle
biyofilm endustriyel alanda bu 06zelligi kazandiran &6nemli bir faktér olarak
bilinmektedir. Biyofilmin blylk bir bélimdind olusturan exopolisakkaritler (EPS)
savunmada onemli rol oynayan moleklldir. EPS bulundugu bakteriyi gtic
alanlarindan (elektrik ¢ekimi) uzaklastirarak inflamatuar hicrelerin fagositozundan
korurlar (13). Antibiyotik etkisinden de bakteriyi korurlar (14). Cevreden almis oldugu
sinyaller sonucunda tehlikede oldugunu algilayan bakteri mevcut genler ile biyofilm
olusturarak kendini koruma altina almaktadir.

2. Adhezyon ve Kolonizasyon: Yasam icin gerekli ortamda kalabilmenin en bilinen
yolu biyofilm olusturmaktir. insan ve hayvanlar mikroorganizmalarin siiregen bir
sekilde vdcutlarinda bulunmalari sayesinde bilinen karmasik immun sistemlerini
gelistirirler. Vicudun en azindan bir bélUmini bakterinin yasama ve gelismesi igin
besinden zengin ve su icerigi, O, olanag ve isI gibi ortamda devamli bulunan
birtakim (besin, su, Oy, 1sI vs.) faktbrlerle sabit bir yapi olusturmaktadir. Tium bunlarin
sonucu vicudun immudn sistemi ile bakteri arasinda vicudu istila etmesine karsi
amansiz bir yaris siregitmektedir. Bazi durumlarda uzlasma olarak belli bélgelerde
blylk miktarlarda kommensal bakterilerin yasamasina misaade edilmektedir ve bu
bakterilerin ¢odu biyofilm olusturmaktadirlar. Vicut, bilindigi gibi bakterilerin
yasamasl icin c¢ekici bir ortam olup, bakterinin bu bdlgede biyofilm olusturarak
yasamasi igin primer bir motivasyon olusturmaktadir. Bakterinin viicudun herhangi bir
bdlgesinde sabit kalabilmesini saglamak igin bir takim stratejileri vardir. Bakteri ylzey
proteinleri, konakg¢inin fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstrasellller
matriks proteinlerine yapisirlar. Bu adhesin ve matriks proteinleri konakgi ile
bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar "®. Adherans sonrasi bu bdlgeye
yerlesen bakteriler bir yandan belli bir populasyona ulasmak igin ¢ogdalirken diger
yandan da biyofilm olusturma &zelligine gére biyofilm yapimina baslarlar. ilginctir ki
biyofilm bakterinin adheransini arttirirken, biyofilm olusumunun baslamasi ile birlikte
bakteri adhezyon ve motilite faktérlerinin ekspresyonunda da bir baskilama
olmaktadir(16-19) (Tablo 2).



Tablo 2. Biyofilm dreten bazi bakterilerde belirli bir davranig icin gen
ekspresyonunun diizenlemesinde rol oynayan gesitli faktérler (20,21).
Gen Protein/fonksiyon Regulasyon | Tur
Adhezyon
algC Alginat sentez T P. aeruginosa
wcaB Kolanik asit sentezi T E. coli
csgA Curli T E. coli
clfA Kimelenme faktori/fibrinojen baglama d S. aureus
scaA CK-agregasyon d S. gordonii
abpA Amilaz baglama d S. gordonii
rggD Glucosyltransferaz indiikleyici T S. gordonii
int/CoA Intrajenerik ko-agregasyonla-ilgili adhezin ) S. gordonii
flpA Fibronektin-baglama |’ S. gordonii
has Streptokokkal hemagglutinin d S. gordonii
Quorum
sensing
pA4296 Reglilator d P. aeruginosa
comD,E Yeterlilik faktorleri T S. mutans
Hucre duvari
mreC Hlcre morfolojisi T P. aeruginosa
dIitA D-Alanin-D-Alanyl tasiyicisi l S. gordonii
ddl D-Alanin: D-Alanin ligaz l S. gordonii
Stres cevabi
rpoH Stres/sabit faz s faktéri T P. aeruginosa
rpoS Isi flok s faktori |’ P. aeruginosa
proU Transport-osmotik adaptasyon T E. coli
DnaK: Protein katlama (Isi flok) T S. mutans
Grpe: katlama (Isi flok) T S. mutans
60 kDa saperon: Isi flok l S. mutans
htgX Putatif 1s1 flok proteini |} S. gordonii
Karbonhidrat
metabolizmasi
Fruktoz bisfosfat aldolaz l S. mutans
Pravat kinaz d S. mutans
6-Phospho-B-galaktosidaz l S. mutans
pbg Phospho-b-glukosidaz T S. gordonii
P02925 D-ribose-bagl periplazmik protein T E. coli
Q6150 Malat dehydrogenaz T E. coli
Boéliinme
minicell associated protein Div IVA:
Huicre bolinmesi T S. mutans
FTSZ: septum olusumu T S. mutans
ATP-bagiml DNA helikaz RECG: DNA
replikasyonu 1 S. mutans
H-NS: DNA baglanma 0 S. mutans
Hareketlilik
PA2128 Olasi fimbrial protein l P. aeruginosa
pilA Pili protein l P. aeruginosa
flgD Flagellar basal-yapr modifikasyon proteini d P. aeruginosa




PA1092 Flagellin tip B l P. aeruginosa
fliD Flagellar protein (6rt() |’ P. aeruginosa
flgE Flagellar protein (¢engel) l P. aeruginosa
fliC Flagella sentezi l E. coli
Faj Pf1 bakteriofajinin kilif proteini T P. aeruginosa
Pf1 bakteriofajinin Helix destabilize edici
proteini T P. aeruginosa
Pf1 bakteriofajinin olasi kilif proteini T P. aeruginosa

3. Yasanabilir cevre gelistirme: Ozellikle ortamdaki glukozun bakteri tarafindan
kullanilabilir olmasinin Pseudomonaslar, V. cholerae, E. coli ve Stafilokoklar'in EPS
ekspresyonu ve biyofilm olusturmalarini belirgin bir sekilde arttirdigini gésterilmistir.
Karbon katabolitlerinin  konakgida yapismis bakterinin  gen regilasyonunu
indUkleyerek biyofilm olusumunda kritik rol oynamasi (Tablo 3), bakterinin konakgida
uygun bir ortam olugturarak kalabilmesindeki mekanizmalar i¢in biyofilm gerekliligi
hipotezini ciddi bir sekilde desteklemektedir(22-24).

Tablo 3. Baz bakterilerde biyofilm olusumunda rol oynayan genler ve spesifik

fonksiyonlari .(18-20)

Gen Protein/ fonksiyon Tar
Adhezyon
abpA Amilaza baglanma S. gordonii
sspA/B insan tikirik proteini ve kollejene baglanma S. gordonii
gbpA Polisakkarit olusturma S. mutans
tarC Glucosyltransferaz S in regulatért ve glukan S. mutans
baglayan protein
icaADBC Intercellular adhesin sentezi S. aureus,
S. epidermidis
hla Hemolitik toksin S. aureus
clfA Kimelesme faktori A (CFA), fibrinojen ba.layan | S. aureus
protein
ditA Teikoik asidin D-alanine esterifikasyonu S. aureus
atlE Otolizin/adhezin S. epidermidis
aap Akimulasyon iliskili protein S. epidermidis
bopABCD Plastik ylUzey operonlari Uzerindeki biofilm E. faecalis
esp Enterokokkal ylizey proteini E. faecalis
agn43 Agregasyonda yer alan antijen proteini E. coli
Quorum
sensing
comX Yeterlilik S. gordonii
comABCDE Yeterlilik S. mutans
luxS? Quorum sensing S. mutans
lasl 30C12-HSL quorum-sensing sinyalinin P. aeruginosa
sentezlenmesi
Hiicre Duvari
PBP2B Peptidoglikan sentezi S. gordonii




PBP5 Peptidoglikan sentezi S. gordonii
gimM Peptidoglikan sentezi S. gordonii
bacA Peptidoglikan sentezi S. gordonii
brpA Otolizin muhtemel dizenleyicisi S. mutans
Metabolizma

ccpA Karbon katabolit kontrol proteini S. mutans
crc Global karbon metabolizma regulatéri P. aeruginosa
Stress cevabi

dgk Stress cevap regulatér, antibiyotik regulatéri S. mutans
c°? Sigma faktér-stress cevabini degistirmek S. aureus,

S. epidermidis
purR Purin sentezi ve metabolizmasinin regllasyonu | S. epidermidis
rpoS? Yavas blylmenin regllasyonu E. coli
mutT DNAnNIn yanlis eslesmesinin onarimi S. gordonii
Plasmid
tra F pazmidin konjugatif pilusu E. coli

4. Kommunite olusturmak: Bakterilerin ortama adaptasyonundaki beraberlik
biyofilm olusturmada siklikla goérilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturduklari gibi
ortamdan aldiklari uyaranlar (besin, pH, i1sI vs.) sonucu hizla da planktonik hale
gecebilmektedirler. Béylece bu uyum ortama uygun olarak eksprese ettikleri genler
araciligi ile olmaktadir. Tim bakterilerin gevre faktdrlerine ayni yaniti vermis olmalari
ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri kominal yasamlarinin en énemli géstergesidir.

BiYOFILM ZARARLARI VE KONTROLU

Biyofilmlerin baglica zararh etkileri biyofauling, korozyon, hidrasyon ve penetrasyon
ile renk degisimidir. Suyla iligkili sistemlerinde biyofilm olusumlari sudaki
mikroorganizma sayisini belirgin derecede arttiran bir rezervuar gibi galismaya
baslar. Bu mikrobiyel birikim bazen kétli koku olusturabilir ve sistemden ¢ikan suda
biyofilm materyalinin kiguk partiktlleri gbézle g6rilebilir. Biyofiimden kopmalar,
enfeksiyonlarin yayillmasi ve su sistemlerinin uzak bdlgelerinin kontaminasyonunda
klinik ve halk sagligi agisindan 6nem tasimaktadir(12, 26). Mikrobiyel enfeksiyonlar
yaninda biyofilmler birgcok endustriyel Gretimde Grlin kontaminasyonu ve bozulmasi,
ekipman hasari, tretimde dlUsUsler ve artan enerji giderlerinden dolay! milyarlarca-
trilyonlarca lira kayiplara yol acarlar. Biyofilm kontaminasyonu ve Kirliligi hemen
hemen tim su aritimi ve dagitimindaki su iliskili endUstriyel proseslerde sik¢a
olusmaktadir (27).

Biyofilmlerin tibbi, endustriyel, ¢cevresel ve tarimsal alanda verdidi baslica zararlar
tablo 4 ve 5'te verilmistir.

Belirtilen cogu zarar verici biyofilmi temizlemek icin belirgin sistemlere uygulanabilen
bazi teknikler vardir (31, 32). Bunlar arasinda;

-Mekanik temizleme,

-Antimikrobiyel ajanlarin kullanimi,

-Onemli besinlerin kaldiriimasi ile biyofilm gelisimini engellemek,

-Mikrobiyel yapigsmalari engellemek ve

-Biyokutle ¢gikariminin desteklenmesi bulunmaktadir.



Tablo 4. Biyofilmlerle iligkili tibbi enfeksiyonlar (13, 28, 29).

Enfeksiyon veya hastalik

Etken Mikroorganizmalar

Dental plaklar (dis curtga,
diseti iltihaplan)

Asidojenik gr (+) koklar (Streptococcus sangui vb.)

Periodontitis

Gr (-) anaerobik agiz bakterileri (Protovella
intermedia, Actinobacillus), Candida albicans

Inatc1 enfeksiyonlar

Otitis media

Non-tipik Haemophilus influenzae

Kaslar, iskelet enfeksiyonlari

Gr (+) koklar (Staphylococcus sp.)

Safra yolu enfeksiyonlari

Bagirsak bakterileri (Escherichia colivb.)

Osteomiyelitis

Cesitli bakteriyel ve fungal tlrler-genelde karisik
olarak

Enfeksiy6z bébrek taglari

Gr (-) basiller

Kronik tonsillit

Degisik tdrler

Kistik fibrozis pnémonisi

P.aeruginosa ve Burkholderia cepacia

Meloidosis

P. pseudomallei

Bakteriyal prostat

E. colive diger gr (-) bakteriler

Nektorizan fasiit

Grup A streptokoklar

Gastrointestinal ve bilier
traktus enfeksiyonu

E. coli gibi bagirsak bakterileri

Iimplant kaynakh enfeksiyonlar

Yapay kalp kapakgigi
(endokarditis, septisemi)

S.epidermidis, S.sanguis, S.aureus (koaglilaz (-)
Staphylococcus sp.)

Kontakt lensler (keratitis)

P. aeruginosa, S. epidermidis (gr(+) koklar)

Uriner kateter enfeksiyonlari
(bakterilri)

E.coli, P.aeruginosa, E.faecalis, Proteus mirabilis,
Candida sp.

intravaskiiler kateterler
(septisemi, endokarditis)

S. epidermidis, S. aureus, Gr(-) bakteriler

Merkezi vendz kateterler
(septisemi)

S.epidermidis ve digerleri (koagllaz (-)
Staphylococcus sp.), Enterococcus sp., Klebsiella
pneumoniae, P.aeruginosa, C.albicans

Hickman kateterleri
(kontaminasyon, borularda
tikanma)

S. epidermidis, C. Albicans

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

S. epidermidis, S. aureus, Peptokoklar,
Streptokoklar, Gr (-) bakteriler, Propionibacterium
acnes

ICU pnémoni

Gr (-) basiller

IDUs

Actinomyces israelii ve digerleri

Endotrakeal tipler (pnédmoni)

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

Yapay ses telleri

Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Candida
sp.

Peritoneal dializ (CAPD)
peritonitisi

Cesitli tarler

Penis protezleri

S.epidermidis, S aureus




Tablo 5. Baglica endustriyel, ¢cevresel ve tarimsal biyofilm zararlari (4, 10, 30).

Sistem

Biyofilm Zararlari

Endustriyel ve cevresel

Sogutma suyu kuleleri

Isi ve yogunluk iletiminin azalmasi, verimde dusUs,
biyofauling

Is1 degistiriciler - Vantilatér
sistemleri

Isi iletiminin azalmasi, saglk sorunlar

Kagit ve kagit hamuru
tesisleri

Urln kalitesinde ve verimde dusis,
biyofauling

Gidalarin iglenmesi

Kontaminasyonlar, saglik sorunlari,
Ekipman hasarlari, Gretimde disis

Metal isciligi

Metal isciligi sivisinin degradasyonu

Madencilik

Madenlerin liginginde biyofauling

Fotografcilik

Hatali basimlar, makina hasarlari

Reverse osmosis

Membran gecirgenliginin azalmasi,
materyal degradasyonu

Yizme havuzlari

Saglik sorunlari

Lavabo, tuvalet vb.
borulari, drenaj sistemleri

Akis hizinda azalma, kontaminasyonlar

Klozetler

Kozmetik degradasyonu

Proses ekipmanlari

Korozyon ve biyodeteriorasyon

Enerji santralleri
kondansatérleri

Isi transfer dayaniklihginda artistan dolayi
kayiplari

enerji

Petrol ve gaz drenajlari,
boru hatlari

Su enjeksiyon kuyularinin tikkanmasi,
eksime (H,S Uretimi), korozyon

icme suyu borulari - Su
dagitim sistemleri

Saglik sorunlari, kontaminasyonlar, kétli koku, koéti
lezzet, bulaniklilik, biyofauling, tikaniklik

Gemi gbvdeleri

Sivi sUrtinmesine duyarhligin artisi nedeniyle glc
kayiplari ve yiksek maliyet

Tarimsal

Uziimler ve turuncgiller

Pierce's hastalidi

Patatesler

Halka-kék hastaligi

Sigirlar

Mastitis

Mekanik temizleme ve antimikrobiyel ajanlar olarak biyositler en c¢ok kullanilan
yontemlerdir. Mekanik temizleme pahali olabilir, ¢linkli genelde alet kullanimi ve ciddi
miktarda is glcU gerektirir. Kirlenmis boélgeye ulasilamamasi gibi bazi durumlarda da
kullanilamaz. Biyosit ve dezenfektanlarin kullanimi, biyofiimdeki mikroorganizmalarin
antimikrobiyel ajanlara karsi diren¢ olusturmasi durumunda etkisiz kalabilir (32, 33).
Biyofilmin gerekli besinlerden mahrum birakilmasi yoluyla temizlenmesi ve bu stratejinin
etkinligini belirleme Uzerine galismalar devam etmektedir (33). Bu strateji ortamdaki
besinlerin kontrol edilemedigi durumlarda ve ortamlarda kullanilamamaktadir.

BiYOSITLER VE ETKi MEKANIZMALARI
Mikrobiyel aktiviteye karsi kullanilan biyositler, mikrobiyel popilasyonun hiicre
materyaline, enzim sistemine ya da proteinlerine zarar vererek onu dldirGr (34).




Biyositlerin etki tarzlari 4 gruba ayrilir (Tablo 6).

Tablo 6. Biyositlerin etki tarzlari (34)

BIYOSITLER
Elektron sevenler Membran aktive edenler
Okside ediciler | Elektron sevenler Parcalayicilar Proton alicilar

Halojenler Formaldehit indirgeyiciler Parabenler
Peroksit bilesikleri | FA-alicilan Biguanidler Zayif asitler

Izothiozonlar Fenoller Pyrithione

Bronopol Alkoller

Cu, Hg, Ag

Bakterilerin  biyofilm yapisinda bulunduklari zaman gelistirdikleri metabolik
degisikliklerle antimikrobiyellere, antiseptik ve endustriyel biyositlere, biyofilm
bakterilerinin planktonik hallerine gére, 10-100 kat daha direncli olduklari bildirilmistir
(3, 26) Planktonik hucrelerle kiyaslandiginda, antibakteriyel maddelere, iodin,
iodinpolivinil-pirollidon kompleksi, klorin, monokloramin, peroksijenler ve gluteraldehit
gibi biyositlere ve 1siya kargi daha dayanikiidir (31, 32, 34, 36) Yetersiz
dezenfeksiyonlarin ve temizlik Grdnlerinin bilingsiz kullaniminin patojenik biyofilm
organizmalarinin neden oldugu hastaliklari arttirici 6zellik gésterecegi kaginilmazdir.
Limitlerin Ustinde kullanilacak biyosit dozlarinin ise sistemde korozyona neden
olarak ekonomik kayiplara yol acacagi gibi suyun kullanildidi ya da desarj edildigi
ortamda canlilar Uzerinde olumsuz etkilere yol acacagi unutulmamalidir. Bununla
beraber, antimikrobiyellerin ylksek doz uygulamalari gerek cevresel dénglleri
olumsuz ydnde etkilediginden gerekse toksik etki gdsterdiklerinden pek tercih
edilmez (33).

BiYOFILMLERLE MUCADELEDE KULLANILAN BiYOSITLER VE OZELLIKLERI:
Yikseltgeyen (Oksitleyici) Biyositler:
-Ozel degildir.
-Ayrica askida katl maddeler ve organik maddelerle reaksiyona girerler.
-Halojenlenmis yan Urinler olusturabilirler.

Mikroorganizmalari, hayati elemanlarinin oksidasyonu ile &ldarir. En fazla
kullanilanlar:

-Klor ve tlrevleri

-Brom ve tlrevleri

-Klor dioksit

-Ozon

-Perasetik asit

Klor Tlrevleri ve Brom TUrevleri:

Baslama molekllinden bagimsiz olarak asagidaki dengede olusur.
HOX = OX+ H"

Gercek biyosit HOX molekdlidir. Ayrica biyositin etki derecesi pH'ya baglidir.
Yiksek pH degerlerinde brom bazli biyositler klor bazli biyositlerden daha etkilidir.




Klor ve tUrevleri:
Cls + H,0 < HCIO + HCI

HOCI « OCI'+ H*

pH ve alkalinite digmesine neden olurlar.
Hipoklorit

NaClO - Na*+ CIO

ClO'+ H,O < HCIO + OH"
pH ve alkalinite artmasina neden olurlar.

Brom tlrevleri:
Brom + Hipoklorit
NaClO+ NaBr =+ NaBrO + NaCl

NaCl -+Na "+ BrO
BrO+ H,O < HBrO + OH"

Klor Brom Molar Orani 1:1
Brom Kaynaklari:
BCDMH + H-O — CsHgN» + HBrO + HCIO

Yukseltgemeyen Biyositler:
-Hlcre membranina,
-Hicre duvarina,
-Sitoplazmatik elemanlarina,
-Fotosenteze etki ederler.

Yiikseltgemeyen Biyositlerin Ozellikleri
-Ozel etki gosterirler.
-Organizmalar biyosite alisabilirler.
-Pahalidirlar.

ister endustriyel ister klinik kullanim igin olsun, uygun biyosit segimi oldukca
6nemlidir. Bu amagla, kontrol programinin gelistiriimesi yani biyositin éldirme
bilgileri, biyosit maliyeti ve sistem bilgisi ¢ikariimalidir.

Yikseltgeyen ve ylUkseltgemeyen biyositler biyofilm organizmalarini éldirebilir, ancak
biyofilmlerin canli olamayan kisimlari birgok biyositten etkilenmeyebilir. Etkili bir
biyosit uygulamasi sonrasinda bile bazi biyofilm parcalari ylzeylerde kalabilir. Bugin
tipta ve endustriyel amacla siklikla kullanilan biyositler, aktif bilesenleri ve etki tarzlari

tablo 7 ve 8'de verilmistir.

Tablo 7. Bazi biyositaktif maddeleri, kullanim ve uygulama alanlari ve etki tarzlari."'?

Biyosit Kullanim ve Uygulama Genel Etkileri
Alanlari
Yarilanmig Saglik uygulamalarinda, ev | Membran yapisini bozar, ylksek
amonyum temizliginde, ylzey konsantrasyonlarda sitoplazmik
bilesikleri temizliginde, ilag/ kozmetik | membran proteinleri ¢okeltir.
alaninda
Biguanidler Saglk uygulamalarinda, ev | Klorheksidin membrana bagli

10




temizliginde

ATPaz'i indirger.

Fenoller/Kresoller

Saglik uygulamalarinda, ev

temizliginde, ylzey

Triclosan: disik
konsantrasyonlarda enoil acili

temizliginde indirger.
Dinitrofenol membrani yikar (ATP
sentezi).
Alkoller Saglk uygulamalarinda, DNA, RNA ve hicre duvari
ilag/kozmetik alaninda sentezini baskilar.
Duslk konsantrasyonlarda
fenoksietanol E. coll de protein
transferi saglar.
Aldehitler Saglik uygulamalarinda, Alkali ajan olarak kullanilir.
ilag/kozmetik alaninda,
kagit endUstrisinde
Etilen oksit Saglik uygulamalarinda, Alkali ajan olarak kullantlir.

medikal aletlerde (6rnegin
kateter sterilizasyonunda)

Anyonik ajanlar

Ev temizliginde, ilag/
kozmetik alaninda

Parcalamada kullanilr.

Organik asitler

llag/ kozmetik alaninda,
gida korunumunda

Protonlarin hareketini saglar,
aminoasitleri baskilar.

Metal Tuzlari

Saglik uygulamalarinda,
ilag hazirlamada

Tiol gruplar arasinda etkilesim
saglar (civa, gimus).

izothiozolonlar

Kisisel temizlikte, ev
temizliginde ve endistride

BIT (benzisothiazolnone) tagima

sistemine etki eder ve S. aureus’
ta glukozu okside eder, tiol iceren
enzimleri, ATPaz' 1, gliseraldehit-
3-fosfat' | aktive eder.

Peroksitler

Saglik alaninda, kisisel
temizlikte, ev temizliginde
ve endustride

Oksitleyici ajan olarak kullanilir.

Klorlu bilesikler ve
halojenler

Saglik alaninda, kisisel
temizlikte, ev temizliginde,
endUstride ve atik sularda

Oksitleyici ajan olarak kullanilir.

Amfoterik ajanlar

Saglik alaninda, ev

Membranla iligkisi

temizliginde bilinmemektedir.
Non-iyonik ajanlar | Saghk alaninda, ev Membranla iligkisi

temizliginde bilinmemektedir.
Limonen Saglk alaninda, ev Membranla iligkisi

temizliginde bilinmemektedir.
Antimikrobiyal Saglk alaninda DNA etkilesim ajani olarak
boyama kullanilr.
lodoforlar Saglik alaninda Tiol gruplari ile kovalent baglanir.
Pentamidin, Medikal aletlerde (6rnegin | DNA sentezini baskilar.
Propamidin kateterler)
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Tablo 8. US/FDA tarafindan onaylanan biyositler (37).

Dezenfeksiyon Biyositler
Seviyesi _
Duslk Seviye Etil ve Izopropil alkol (% 70-90)

lodofor ¢dzeltisi (dillisyon yapilabilir)

Fenolik (dilisyon yapilabilir)

Yarianmis amonyum deterjan ¢6zeltisi (dilisyon
yapilabilir)

Sodyum hipoklorit (ev temizliginde % 5.25-6.15)

Orta Seviye Etil ve izopropil alkol (% 70-90)

Fenolik (dilisyon yapilabilir)

Sodyum hipoklorit (ev temizliginde % 5.25-6.15)

Yiksek Seviye Gluteraldehit 2 % 2

Gluteraldehit % 1.12 ve fenol/fenat (% 1.93)

Hidrojen peroksit (% 7.5)

Hidrojen peroksit (% 7.35) ve perasetik asit (% 0.23)

Hidrojen peroksit (% 1) ve perasetik asit (% 0.08)

Hipoklorit (Tuz icerikli chlorine ile kullaniimalr)

Orto-fitalaldehit (0.55)

Perasetik asit (% 0.2)

BiYOFILM OLUSUMUNDA VE KONTROLUNDE QUORUM SENSING (QS)

Hlcre disi sinyaller ve QS (gevreyi algilama) dizenleme sistemlerinin biyofilmin
olusumu ve varligi igcin dnemli oldugu bildiriimistir (38). Genel olarak bu
mekanizmalar, hicre digi isaretlesmeler yolu ile ¢alisir. Bakteriler bu isaretleri, yerel
yogunluklarini degerlendirmek amaci ile kullanirlar. Bu isaretler yeterli yogunluga
ulastiginda (érnegin yidksek yogunluklara), dizenleyici bir geri bildirim (feed back)
cemberi uyariimakta, bunun sonucunda da hicre nifusundaki fenotiplerin ifadesinde
hizli bir artis olmaktadir (39, 40). Cevreyi algilama, bir bakteriye kendi hicre
popullasyon yogunlugunu izlemesine olanak veren "otoinducer" veya "feromon"
olarak adlandirilan sinyal molekullerinin Uretimine bagimlidir. EPS lifli ve g6zenekili
bir yapiya sahiptir. Dolayisiyla digtk molektl agirlikli, yogunluga bagh hicre-sinyal
molekdllerinin hlcreler arasi gegisine izin verir. Degdisik bakteri tlrlerinde, biyofilm
olusumu yaninda biyoluminesens, antibiyotik biyosentezi, konjugasyon ve hayvan,
bitki ve balik patojenleri tarafindan olusturulan virulens faktérlerinin Gretimi gibi cesitli
fizyolojik islemler, QS ile regile edilir (39, 42). Bugiin biyofilmin olusum evrelerinden
her birinde QS mekanizmalarinin rol oynadigi bilinmektedir. S. aureus, H. pylori ve
S.entericanin bu mekanizmalari kullanarak tutunduklari ve biyofilm olugsumunu
baslattiklar kanittanmistir (43). Otoinducerlarin ortamdaki konsantrasyonlari yeterli
seviyeye ulastiginda bakteri bu sinyalleri algilar ve bunlarn belirli hedef genlerin
aktivasyonunda ya da baskilanmasinda kullanir.
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Biyofilm olusumunda ylzeye tutunan hucrelerin genlerinde yukari seviyeye (up-
regulation) dogru ya da asagi seviyeye (down- regulation) dogru dizenlemelerin
olduguna dair degisik calismalar bulunmaktadir. Davies ve ark.(1998), P. aeruginosa'
ya ait biyofilm olusumu ile ilgili genlerden lasR-lasl ve rhIR-rhll uyarim sistemlerini
gb6stermiglerdir. Bu genlerden herhangi birinin uyarimi sonucu, yeterli sayida biyofilm
olusturma yetenegindeki bakterilerinin énce mikro koloniler olusturdugu, daha sonra
ince bir biyofilm tabakasi meydana getirdikleri bildirilmigtir. Ayni ¢alismada, uyariimig
biyofilmin tutunma yUzeyinden sirfektanlar ile kolayca yerinden sékildigu bildirilmis
bunu takiben mikrokolonilerin oldugu ortama Homoserine Lactone eklendiginde,
normal yukseklikte biyofilm olustugu bildirilmistir. QS sistemini kullanan bazi
bakteriler ve bunlarin cevreyi algilama sisteminde rol alan biyofilm olusumu ile iligkili
bazi regulatér sistemler tablo 9'da gésterilmistir.

Tablo 9. Biyofilm olugsumu ile iligkili bazi regulatér sistemler.(39, 43-46)

Regllatér | Bakteriyel tiirler Biyofilm olusumundaki fonksiyon
gen(ler)
Gram (-) bakteriler
barA/uvrY | E. coli Biyofilm olusumunun aktivasyonu
cpxRA E. coli Dlzensiz ylzeylere hassasiyet ve optimal
hicreler-arasi iletisim ihtiyaci
Crp E. coli Biyofilm olusumunun engellenmesi (katabolit
represyon)
csrAB E. coli Biyofilm olusumunun énlenmesi, kopmanin
aktivasyonu
Hns E. coli Oksijensiz kosullarda adhezyonun
indirgenmesi
ompR/envZ | E. coli Tutunmanin ve selliloz gene aktivasyonunun
arttirilmasi
rcsB-yojN- | E. coli Hlcre ylzey kompozisyonunun yeniden
rcsC modellenmesiyle biyofilm olusumunun
aktivasyonu
rpoS E. coli Biyofilm kalinhginin azaltiimasi veya
P. aeruginosa arttirilmasi
Biyofilm kalinhginin azaltiimasi
Crc P. aeruginosa Normal biyofilm gelisimine ihtiyag (tip IV
hareketliliginin aktivasyonu)
gacAS P. aeruginosa Mikrokolonilerin olusumuna ihtiyag
mvaT P. aeruginosa cup geninin indirgenmesiyle abiyotik
ylzeylere adhezyonun azaltiimasi
rpoN P. aeruginosa Adhezyonda ve biyofilm mimarisinde rol
Vibrio fisheri oynar
Biyofilm mimarisinde rol oynar
bopABCD | Enterococcus Plastik ylzeyler Gzerindeki biyofilm olugsum
faecalis operonu
lasl P. aeruginosa 30C12-HSL quorum-sensing sinyalinin
sentezi, biyofilm olusumu
lasl P. aeruginosa QS, swarming hareketin kontrolQ
Swrl Serratia QS, swarming hareketinin regtlasyonu
liquefaciens
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bsmA ve S. liquefaciens Biyofilmin gelisiminde is gorur
bsmB
ahyR/I Aeromonas QS, biyofilmin olgunlagmasinda rol oynar
hydrophila
ypsl/R Yersinia QS, agregasyonda fonksiyon goésterir
pseudotuberculosis
Ups Vibrio cholerae EPS biyosentezi
LuxS Salmonella insanlarin safra taglari tizerinde biyofilm
enterica serovar olusumunda etkili
typhimurium
LuxS Helicobacter pylori | Adezyonda etkili
cepl/R Burkholderia Olgun biyofilmin olugsumu igin gerekli
cepacia H111
RpfF Xanthomonas DSF (Difazlenebilir sinyal faktdri)'ntn Gretimi,
campestris DSF/rpf quorum-sensing sistemi,
ekstraselller mannosidaz sentezi ile yine
kendi Urettigi ksantan polisakkaritinin ve
biyofilmin dagilimi, pargalanmasi
Cer Rhodobacter QS, agregasyonun hticresel kontrol(
sphaeroides
Gram (+) bakteriler
AbrB Bacillus subtilis Biyofilm olusumunun énlenmesi
CcpA B. subtilis Biyofilm olusumunun engellenmesi (katabolit
Streptococcus represyon)
mutans
SpoOA B. subtilis Olgun biyofilm olusumunda gerekli (abrB'nin
engellenmesi)
SpoOH B. subtilis Olgun biyofilm olusumunda gerekili
ArIRS Staphylococcus Polistren'e primer yapismanin indirgenmesi
aureus
Rbf S. aureus Abiyotik ylGzeyler Gzerinde olgun biyofilm
olusumunda gerekli
SarA S. aureus Biyofilm olusumunun aktivasyonu, PIA/PNAG
aktivasyonu
Agr S. aureus QS, konak hulcresi ile temasi saglayan ylzey
adhesinlerin ¢caligmasinda rol alir
SigmaB Staphylococcus Biyofilm olusumunun aktivasyonu
epidermidis
BfrAB Staphylococcus PVC ve tikirik kaplh biyofilm olusumu
gordonii aktivasyonu
Hk11/rr11 S. mutans Biyofilm mimarisinde rol oynar
BrpA S. mutans Abiyotik ylUzeyler Gzerinde olgun biyofilm
olusumuna ihtiyac
LuxS S. mutans QS, biyofilmin gelisimi
GbpA S. mutans Polisakkarit olusumu

"Acyl-Homoserine Lactone (AHL)" sistemi bir grup Gram negatif bakterilerde (sekil 1),
"otoindUkleyici 2 sistemi (Al2)" Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde, "peptit
baglantili sistem" ise, Gram pozitiflerde tanimlanmistir. AHL-temelli QS sisteminin
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hem biyofilm olusumunu hem de bakterilerin iletisimini sagladigi ve topluluktaki
hicrelerin QS ajani olani AHL'nin yogunlugu ile c¢ogdunluk oranlarini ¢6zdikleri
bildirilmigtir. Ayni calismada, AHL'in diger QS ajanlarindan farkli olarak
kolonizasyondan da sorumlu oldugu ortaya konmustur.®®

N'l«g.‘;}-xl G HSL
Mo /N\N/ﬁ\l L C,-HSL
PN 4 3 3-oma-C - HEL
N'Lx,;’i.j.x_ ! €, HSL
-~ ““V/LL\.,,/H\,;’.‘“ .f 3-0mn-C,-HSL
T

- ___..-L\/I"\h,-"fi 5__._,-"' 3-0m0-G - HSEL

1 LL;

A ,f'ﬁ{ mf‘i‘xf eawin-C ~-HSL
.-""'- ’ w H“x_ f: '“u_.'::l\- ‘:;\4*’. 3-01'}_‘:11'HEL
Sekil 1. Bazi yaygin Acyl-Homoserine Lactone (AHL) lar ve tirevleri. (20)

QS mekanizmasinda kullanilan sinyal molekillerinin ¢esidi ve bu molekillerin
algilanma mekanizmalari dikkate alindiginda farkh gruplara ayrilir (48) (Sekil 2).

Sinyal Molekailleri *Acyl-Homoserine Lactone (AHL veya HSL)-
Bakterilerin Gram Gram (-)
Ozelliklerine Gore *Oligopeptit-Gram(+)
Furanosil borat diester tiirevleri-bazi
Gram(-),

Gram(+)(2 sinyal molekiilii)

Mekanizmasina *LuxI/LuxR Sistemi-Gram(-)
Gore *Oligopeptit Sistemi- Gram(+)
*Hibrit Sistemi

Sekil 2. QS mekanizmasinin gesitleri (20, 21 ve 42'den derlenmisgtir).

Biyositlerin dogru secilip uygulanmasi endustriyel veya tibbi sorunlarla micadelede
etkili sonuglarin alinmasini saglamaktadir. Bu sonuca ulasabilmek icin biyositin
ortamda bulunan mikroorganizmalara etkili oldugunun gtvenilir testlerle gdsterilmesi,
uygulama yéntemi ve uygulama konsantrasyonlarinin dogru olarak belirlenebilmesi
gerekmektedir (12). Biyositlerin etkisini degerlendiren testler yapilirken olaya bir¢ok
faktériin karigmasi nedeniyle dikkatli olunmalidir. Test mikroorganizmasinin dogru
secilmesi, hlcre slUspansiyonunun dikkatli yapilmasi, canhllik kontroli yapilirken
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biyositin etkisinin nétralizer maddelerle ortadan kaldiriimasi gerekmektedir. Biyositin
bakteriyolojinin altin cagindan énce erken tarihlerde bulunmus olmalarina ragmen
uluslararasi kabul géren test semalari olusturulabilmesi son yillara kadar stirmustQr.
GUnimuzde halen degisik Ulkelerde degisik prensiplere dayanan farkli testler
uygulanmaktadir (12,49). Biyosit testleri ile ilgili calismalar dezenfektan kinetigine
dayandiniimaktadir. Gézlemler, bakterinin biyosit tarafindan &éldirilmesinin, biyosit
konsantrasyonu ve bakterinin biyositle temas slresine bagh oldugunu géstermistir.
Son yillarda konuyla ilgili pratik uygulamalar gelistirilmigtir. Kapasite testleri ve
uygulamali testler, gercek yasam ortami taklit edilerek ve biyositin kullanim
konsantrasyonlarinda uygulama ortaminda yapilan ve daha gercekci sonug¢ veren
testlerdir. Bu testlerde, trindn kullanim amacina gére degisik mikroorganizmalar ve
temas sureleri kullaniimaktadir. Bazi Avrupa Ulkelerinde sadece biyositin kendi etkisi
degil, kullanim sekli veya biyosit islemi de test edilmektedir (50-52).

Biyositin etkinligi bircok faktdr tarafindan etkilenebilmektedir. Bu nedenle biyosit
etkinlik élcim testleri yapilirken bu faktérler dikkate alinmalidir. Ortamin 1si ve pH'sl,
inokUlum bUyUkligl, yok edilmesi amacglanan mikroorganizmanin cinsi ve fizyolojik
durumu, mikroorganizmanin ylzey yapisl, kullanilan biyosit konsantrasyonu, ortamda
biyosit etkisini interfere eden maddelerin bulunmasi, biyositin uygulanma sekli ve
sUresi biyosit basarisini etkileyen baslica faktérlerdir (53). Biyosit iglemini ve biyosit
etkinlik test sonuclarini etkileyen faktdrler mikroorganizmalara, biyosite ve cevresel
faktorlere bagl olabilmektedir. Mikroorganizma o biyosite dogal direngli olabilir.
Ornegin; bakteri sporlari bitlin biyositlere vejetatif bakterilere gére daha direnclidir.
Tuberklloz basili farkli duvar yapisi ve hidrofobik 6zelliginden dolayi nispi bir dogal
direng sergilemektedir. Pseudomonas, dig membran yapisina bagli olarak
antibakteriyal maddeleri hlcre icine daha az almaktadir. Ortamdaki mikroorganizma
sayisi arttikga biyositlerin etkisi azalabilmektedir. Biyofilm olusturmus bakteriler
biyositlerin etkisine daha direngli olmaktadir (54). Yine mikroorganizmalar
mutasyonlar sonucu biyositlere kazanilmis direng gelistirebilir. Biyositlere bagli
faktérler icinde biyosit konsantrasyonu, biyositle temas silresi ve biyosit eriyiginin
tazeligi sayilabilir. Ortamin 1sisi, pH' si, biyositin sulandirildigi suyun sertlik derecesi,
ortamdaki kir ve organik madde yiki dezenfeksiyonu etkileyen gevresel faktérlerdir.
Ornegin; gluteraldehit yiksek pH'larda daha etkili olurken, sodyum hipoklorit diisik
pH'larda daha etkili olabilmektedir. Ortamdaki lipidler biyositin mikroorganizma
tzerindeki etkilerini azaltmaktadir (55). Kir, toz, organik birikinti mikroorganizmalara
besin maddeleri sagladigi gibi dezenfektan maddelerin buraya nifuz etmesini de
zorlastirir. Bu nedenle dezenfeksiyon ancak bu kalintilardan temizlenmis ortamlarda
beklenen etkiyi gbsterebilmektedir.

Bugin cevresel yaklasimlara artan ilgi nedeniyle ve saglik agisindan biyofilm kontrolQ
icin ¢cevre dostu alternatif ydntemler arastirimaktadir. Bu yaklagimlardan biri, iletisim
sinyallerinin ve QS sistemlerinin gérintilenmesi olup biyofilm olusturan bakterilerin
davraniglari hakkinda bize énemli ipuclar verir. Bu ipuclar biyofilmin neden oldugu
zararlara kargi mtcadelede 6nemli acilimlar saglayabilir.
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