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Anahtar Kelimeler 0z: Biyofilmler, mikroorganizmalarin, genellikle cevresel stres kosullarina karsi
Biyofilm, olusturdugu ¢ok hiicreli benzeri yasam formlaridir. Bu ¢evresel stres faktorleri;
basta konakgi hiicre immiin yanitlari, konak¢i sitemlerde yerlesik mikrobiyota,
ortamdaki antimikrobiyal bilesikler ve ortamdaki sicaklik, pH, tuz, organik ve
Patojen, inorganik besin degisimleri olmak tlizere bir¢ok biyotik ve abiyotik faktér ya da
onlarin kombinasyonu olabilmektedir. Patojen bakteriler hem biyotik ve hem de
abiyotik ylizeylerde, yliksek diizeyde biyofilm yapilari olusturma yetenegi
icerdiginden, o6nemli o6l¢iide kalicilik ve inatg1 enfeksiyon karakteristigi
gostermektedir.  Giiniimiizde biyofilmler 6zellikle bakteriyal iiremenin
predominant formu olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, bu yapilarin; kimyasal
fiziksel biyolojik o©zelliklerinin yaninda,  biyofilmlerin biyotik ve abiyotik
sistemlerle etkilesimlerinin detayli bir sekilde tanimlanmasi, modern
mikrobiyolojinin temel ¢alisma konulari arasina girmistir.

Bakteriler,

Konakg1 Savunma Sistemi

Bacterial Biofilms and Their Interactions With The Host Defence System

Keywords Abstract: Biofilms are multicellular-like living forms of microorganisms that they

Biofilm, form under environmental stres conditions. This environmental stres factors could

be include many biotic and abiotic factors or their combinations, in particularly;

host immune responses, residential microbiota in the host systems, the

Pathogen, antimicrobial compounds and pH, salt, temperature, and, organic and inorganic

Host DefenceSystem nutrient changes in the environment. Pathogen bacteria show high level durability
and persistent infectious characteristics with the higher ability to forming biyofilm
structures on both biotic and abiotic surfaces. Nowadays biofilm forms are
defining as the predominant form of bacterial growth. Therefore, detailed
definition of the biofilm interactions with the biotic and abiotic surfaces in addition
to characterisation of their chemical,physical and biological properties has become
one of the main subjects of modern microbiology.

Bacteria,

1. Giris

Dogada mikroorganizmalar, bagimsiz formlardan (planktonik) c¢ok biyofilm formlar1 (sesil) olarak
bulunmaktadir. Biyofilm formlari, biyofilmi olusturan tek ya da birden fazla tiiriin tirettigi hiicre dis1 polimerik
madde (EPS, Extracellular Polimeric Substances, biyofilm matriksi) icerisinde organize olmus, ¢ok hiicreli form
benzeri davranis gosteren mikroorganizma topluluklaridir [1,2]. Biyofilmlerin biyiik bir ¢ogunlugunda
mikroorganizmalar, toplam kuru agirhgin yaklasik % 10’unu, EPS ise % 90’11 olusturmaktadir. EPS yapisinda,
esas olarak; ekzopolisakkaritler, hiicre dis1 yapisal ve fonksiyonel proteinler, hiicre dis1 DNA (eDNA), ylizey aktif
maddeler ve lipitler gibi farkli biyopolimerler su fazinda kiimelenmis halde bulunmaktadir. EPS o6ncelikle,
biyofilmi olusturan mikroorganizmalari immobilize ederek yakin iliskide tutmak suretiyle hiicre iletisiminin ve
sinerjetik bir mikrokonsorsiyumun olusumuna aracilik eder [3]. Diger yandan yapisindaki polisakkaritler,
proteinler, eDNA ve amfifilik molekiiller sayesinde tutunmayi; polisakkaritler, proteinler ve eDNA sayesinde
bakteriyal hiicre agregasyonunu ya da noétral ve ytkli polisakkaritler, amiloitler, lektinler ve eDNA sayesinde
biyofilmlerin birlesmesini saglar. Ayrica, EPS yapisindaki maddelerin biyofilm yapisindaki rollerini su sekilde
6zetlemek miimkiindiir:
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1) Hidrofilik polisakkaritler ve bazi olasi proteinler: su birkimine

2)

3) Polisakkaritler ve proteinler: antimikrobiyal ajanlara, fagositoza, spesifik ya da spesifik olmayan konakgi
immiin savunma sistemine direnglilige

4) Yiikli, hidrofobik polisakkaritler ve proteinler organik bilesiklerin alinimina

5) Yikli polisakkaritler ve proteinler: inorganik iyonlarin alinimina

6) eDNA: genetik aktarimin stimiilasyonu suretiyle genetik ¢esitlenmeye

7) Hiimik bilesikler ve proteinler: elektron verici ve alicilari olarak enerjetik reaksiyonlara

8) Niikleik asitler, enzimler, lipopolisakkaritler ve fosfolipitler iceren membran vezikelleri: ve su kanallari ilkel

bir bosaltim sisteminin olusumuna yardimci olmaktadir.

Bunlara ilave olarak EPS, hiicre disi enzimlerin bu yapida kiimelenmesini saglamak suretiyle ¢ok yonli bir
sindirim sistemi olusumunu gergeklestirir. Bu yolla EPS, bir yandan sulu faza alinan besin maddelerinin
¢oziilmesini ve biyofilmi olusturan mikroorganizmalar i¢in besin ve enerji kaynagi olarak kullanilmasini olanakli
hale getirirken, diger yandan biyofilm icerisinde parcalanan hiicrelerin tiim elemanlarinm tutarak geri doniisiime
sokar [4,5,6,7].

Biyofilmler; su sitemleri, gida liretim ytizeyleri, konak¢1 organizma mukozal yiizeyleri, kayalar, buzullar, gida ve
gida paketleme ylizeyleri, deri gecisli tibbi cihazlar, dis ytizeyleri gibi, dogadaki nerede ise tiim biyotik ve
abiyotik yiizeylerde olusabilmektedir. Yiiksek kalicilik ve yeniden kontaminasyon kaynagini teskil ettiklerinden,
hem tibbi ve hem de endiistriyel acidan ciddi sorunlara yol agmaktadirlar. Ayrica mikrobiyal enerji, biyogiibre
liretimi ve ¢evresel aritimda biyofilm formlarindan yaygin bir sekilde yararlanilmaktadir. Glintimtizde yapay kalp
kapakeiklari, kataterler ve uterus ici tibbi cihazlar basta olmak iizere deri gecisli tibbi malzemeler yaninda
konakg1 epitel hiicreleri ve mukoz yiizeylerinde olusan bakteriyal biyofilmlerin; kistikfibroziz, endokardit,
periodondit, ostemiyelit, kronik yara enfeksiyonlar1 ve rinosiniizit gibi bir¢ok hastaliga yol a¢tig1 belirlenmistir
[8]. Ozellikle konake1 organizmalardaki savunma mekanizmalari ve enfekte edilen konakgi sitemlerdeki besinsel
yetersizlik, yarisma ve oportiinistik mikroorganizmalar1 patojenik faktorleri kazanmaya zorlayan evrimsel
glclere ilave olarak bircok fiziksel, kimyasal ve biyolojik stres kosulu mikroorganizmalarin biyofilm yapilari
halinde organize olmasini tetikleyen ana nedenlerdir. Giiniimiizde insanlarda yumusak ve sert doku
enfeksiyonlarinin % 80’inin biyofilm yapilarindan kaynaklandigi bilinmektedir [1,8]. Mukozal biyofilmler,
konake: sistemlerde kommensal ya da patojen mikroorganizmalar tarafindan olusturulabilmektedir. Ornegin;
kolonda kommensal mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmler, konake¢1 fonksiyonlar1 tzerine etki
etmeksizin ve bu nedenle herhangi bir konake¢i immiin yaniti olusturmaksizin, sadece biyofilmi olusturan
mikroorganizmalar1 bu kosullarda avantajli hale getirir. Diger organ ve dokulardaki biyofilmler ise yiiksek
diizeyde kaliciliga sahip enfeksiyon ve enflamasyon etkenleridir. Planktonik formlarda oldugu gibi, biyofilm
enfeksiyonlar1 da konakel dogal immiin sistemi tarafindan taninmakta ve immiin yanitlar olusturulmaktadir
[9,10].

Giiniimiizde mikrobiyal iiremenin predominant formu olarak tanimlanan biyofilmlerin planktonik formlardan
¢ok farkli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugunun hi¢ bir kuskuya yer birakmayacak sekilde tespiti,
biyofilm enfeksiyonlarinin ve konakgi-biyofilm etkilesimlerinin dogasinin detayli bir sekilde tanimlanma
zorunlulugunu beraberinde getirmistir. Zira yakin ge¢cmise kadar, mikrobiyal enfeksiyonlarin mekanizmasinin ve
konakge1 patojen etkilesimlerinin tanimlanmasi yaninda, enfeksiyonlarin kontrolii ve tedavisinde, patojenlerin
planktonik formlar: esas alinarak yiriitiilen bilimsel ¢calismalar temel hareket noktasini teskil etmekteydi. Bu
derlemede; biyofilm olusumu ve patojenik bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin konak¢1 savunma sistemi ile
etkilesimleri, giincel literatiir bilgisi 15181nda a¢iklanarak, konunun detayl bir sekilde anlasilirliginin saglanmasi
ve bu dogrultuda yiirttiilecek ¢alismalara 151k tutmasi1 amaglanmistir.

2. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm olusumu tek hiicreli organizmalara gecici olarak ¢ok hiicreli benzeri yasam formu kazandiran bir
slirectir. Bu grup davranisi sayesinde mikroorganizmalar olumsuz c¢evre kosullarina karsi direngli hale
gelmektedir. Planktonik yasam formundan biyofilm formuna gecis; karmasik metabolik regiilasyon siire¢lerinin
gen ifadesini degistirmesi suretiyle mikroorganizmalarin li¢ boyutlu ve gegici reorganizasyonu olarak
tanimlanmaktadir [11]. Bu hiicresel yeniden programlanma; besin maddelerinin kullanimini, hiicre yiizey
molekiillerinin ve viriilans faktorlerin ifadesini degistirmek suretiyle mikroorganizmalar1 olumsuz ¢evre
kosullarina karsi hazir duruma getirmektedir [12,13].

Hiicresel agregasyon ile baslayarak biyofilm olgunlasmasi ile sonuglanan siirecte ¢ok sayida spesifik ve
korunmus faktér devreye girmekte ve bu siire¢ geri doniisebilen ve geri doniisimii olmayan asamalari
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icermektedir. Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan tutunma ¢ogunlukla rastgele bir asamadir. Bu siirecte
Brown hareketi, yercekimsel ve hidrostatik giicler dnemli 6l¢iide etkin rol oynamaktadir. Diger yandan herhangi
bir niste bakteriler; sicaklik, iyonik akis, pH ve besin maddesi diizeylerine bagh olarak, ¢ekici ve itici gligleri
algilayabilmektedir. Ortam o6zellikleri, hiicre yiizey kompozisyonuna bagl olarak temas yiizeyine dogru ya da
aksi yonde gerceklesecek olan vektorel hareketi belirlemektedir [14]. Hareketli bakteriler bu asamada yarigsmaci
bir avantaja sahiptir. Zira flagella hareketi sayesinde, hidrodinamik ve itici giiglerin olumsuz etkisinin listesinden
gelebilmektedirler. Flagella hareketi Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli gibi bakterilerin biyofilm olusturmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [15].
Baz1 bakteri tiirlerinde kemotaksi de yiizeylere tutunmanin yénlendirilmesinde gérev almaktadir. Ornegin; P.
aeruginosa'nin cheR1 metil transferaz mutantlarinda ylizeyde tutunmanin ve biyofilm olgunlasmasinin
bozuldugu tespit edilmistir. Baz1 E. coli suslarinda kemotaksinin tutunmada énemli olmadig1 6ne siiriilmesine
ragmen, iropatojenik E. coli (UPEC) suslarinda bir kemotaksi proteini olan protein II (metil akseptdr protein)
bakimindan mutant suslarda (tar) biyofilm olusumunun gergeklesmedigi saptanmistir. Bu ilk tutunma asamasi
ortamdaki besinsel degisim, hidrodinamik ve itici gii¢ler gibi etkilerle geri doniisebilir olan dinamik bir siirectir
[16].

Yiizey ile temas gerceklestiginde; hiicre disina salgilanan polisakkaritler, nukleik asitler, proteinler, amiloitler,
hiicre dis1 adhezif uzantilar ve adhezinler gibi ilave elemanlar araciligl ile tutunmanin "geri doniissiiz" yapisma
asamasi gerceklestirilmektedir [17]. UPEC ve diger E. coli patotipleri bu siirecte, ¢ok tiniteli adhezif organeller
olan tip 1 pili'yi kullanmaktadir. Saperon-kilavuz (chaperone-usher, CU) izyolu ile (CUP) sentezi tamamlanan bu
organeller, mikroorganizmalara nis spesifik tutunma 6zgilliigiinii kazandirmaktadir. Saperon-kilavuz izyolunun
(CUP) temel elemanlari; pilus alt engelleyen ve proteinlerin dogru katlanmasini saglayan bir saperon (PapD), dis
membranda por olusumunu gerceklestirerek, saperonu ve pilin proteini alt linitelerini bu organelin sentez
bolgelerine tasiyan bir kilavuz protein (usher) ve pilin proteini alt tnitelerinden olusmaktadir [18]. Tip 1
fimbriyanin FimH adhezini, mannozlanmis bélgeleri tanimakta olup, insan mesane epitel hiicrelerine tutunma ve
isgal icin insan iiroplakinini kullanmakta ve bu yolla UPEC patojenezinde kritik bir rol oynamaktadir [19].
Bunlara ilave olarak Tip 1 pililerin kivrimh ve antijen 43 fibrilleri, bakterilerin abiyotik ylizeylere tutunmasinda
da etkinlik gostermektedir. Kivrimli fimbriyanin, ayrica; laminin, fibronektin ve plazminojen gibi 6karyotik hiicre
dis1 matriks proteinlerine tutunmay sagladig1 da belirlenmistir [20]. Onemli bir biyofilm iireticisi ve patojen olan
P. aeruginosa’da ylizeye geri doniisiimsiiz tutunmada rol oynayan degisik tutunma organelleri tanimlanmistir.
Bunlarin en 6nemlileri tip IV ve UPEC benzeri CupA fimbriyalardir [12]. Pseudomonas ve UPEC'den farkli olarak,
Gram-pozitif enterokoklar hareketsiz olup tutunma elemani olarak pilus icermezler. Enterokoklarda okaryotik
hiicre dis1 matriks elemanlarina tutunmada rol oynayan SagA, Acm (Enterococcus faecium) ve Ace (E. faecalis)
gibi kollajen tutunma proteinleri tanimlanmistir. Yine bu cins iiyelerinde tespit edilen Esp proteininin, E. faecalis
suslarinin abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda rol oynadig1 saptanmistir. Diger yandan son ¢alismalarda E.
faecalis'de tespit edilen enterokokkal biyofilm pilisinin (Ebp), biyofilm olusumu yaninda endokardit ve iiriner
sistem enfeksiyonlarinda 6nem tasidigi belirlenmistir [21,22,23,24].

Mikroorganizma ile ylizey temasi, gen ifadesini degistiren yanitlar tesvik ederek, sesil (bagli, biyofilm) formlarin
olusumu ve olgunlasmasi i¢in gerekli gen ifadesini tetiklemektedir. Bu genetik regiilasyonda ilk asama, hiicre dis1
polimerik matrik materyalinin (EPS) olusumunu ve dolayis: ile biyofilmin olgunlagsmasini saglayan genlerin
ifadesidir. EPS'nin ilk asamada tretilen en 6nemli elemanlari; ilk kez kommensal E. coli pelikiil biofilmlerinde,
UPEC ve gastrointestinal E. coli biyofilmlerinde belirlenen seliiloz, pelikiil biyofilm olusumunda kritik bir rol
oynayan kivrimli ve amiloit fibriller yaninda, poliglukozamin (PGA) ve kolonik asittir [25]. EPS, P. aeruginosa
suslarinda yogun bir sekilde calisiimis ve bu suslarin ¢evresel kosullara bagh olarak iki temel EPS elemani (Pel
ve Psl) sentezledikleri belirlenmistir. Psl, Pseudomonas suslarinin solunum yolu epitel hiicrelerine ve musine
tutunmasini saglar. Diger yandan kistik fibroziz hastaliginda ve solunum yollarinda kalicilikta pel geninin ifade
artisinin 6nemli oldugu da tespit edilmistir. Ayrica 3,5-cevrimsel diguanilik asidin (c-di-GMP) yiiksek
diizeylerine yanit olarak, biyofilm yapisinda biiytik bir salgi adhezini olan CdrA'nin ifade edildigi bilinmektedir.
CdrA biyofilm yapilarini stabilize etmektedir. [26]. P. aeruginosa EPS yapisinda bulunan bir diger yapisal bilesen
olan aljinatin ise, antibiyotiklere ve kronik enfeksiyonlarda konak¢i immiin savunma mekanizmalarina karsi
direnclilikterol oynadig1 saptanmistir. Pel ve Psl'de oldugu gibi aljinat liretimi de,artan c-di-GMP duzeyi ile
tetiklenmektedir. Zira yilizey bagh bir protein olan diguanilat siklazin (MucR) aljinat sentezinin pozitif regiilatori
oldugutespit edilmistir. Pseudomonas biyofilmlerinin iliskilenmesi ve stabilizasyonunda hiicre disiDNA'nin da
onemli bir rol oynadig1 deneysel olarak drneklenmistir. Bu durum 6zellikle mantar benzeri biyofilmlerde yogun
bir sekilde calisilmistir [27]. eDNA'nin biyofilm yapisinda oynadigi rol; E. faecalis GelE (¢inko metalloproteaz) ve
SprE (serin proteaz) enzimlerinin hiicresel otolizi indiikleyerek biyofilm yapisina eDNA'nin salinimini
sagladiginin belirlenmesi suretiyle tespit edilmistir. Ayrica Atn otolizininin liretiminin engellenmesi halinde bu
bakterilerde biyofilm olusumunun, eDNA saliniminin azalmasi yolu ile, % 30 oraninda diistigl saptanmigtir [21].
Cevresel stres faktorlerine baglh olarak, biyofilm icerisindeki hiicreler, ¢ok hiicreli yasam formlarindaki gibi,
farklilasma gosterirler. Bu farklilasmay1 biyofilm igerisinde farkli bélgelerde olusan besin maddeleri, oksijen,
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antimikrobiyal maddeler ve elektron akseptorleri gibi ¢evresel kosullarin yarattigi gradiyent tetiklemektedir. Bu
sayede biyofilm igerisinde farkh fizyolojik kosullara sahip olan mikrokolonilerde farkli gen ifadesi meydana
gelmekte ve fonksiyonel farklilasma gerceklesmektedir. S6z konusu farklilasma tizerine etkili diger bir 6nemli
sistem ise bakteriyal populasyonun firettigi otoindiiksiyon 6zelligindeki hiicre dis1 sinyallerdir. Bu sinyaller
sinyal transdiiksiyonunu tetiklemekte (Quorum-sensing -yeter say1 algilama- sistemi) ve biyofilm icerisinde ¢ok
hiicreli yanitlar olusturulmaktadir [28,29]. Biyofilm olgunlagsmasindan sonraki asama, biyofilm yapisindan kacis
ya da dagilma olarak nitelendirilen son asamadir. Dagilma ortam etkileri ile pasif bir sekilde meydana gelebilen
ancak esasen biyofilmi olusturan hiicrelerin yonettigi aktif bir stirectir. Bu aktif siirecte bakteriler, ¢evresel
degisimleri algilayarak, biyofilm formu ile planktonik form arasinda bir tercih yapmakta ve avantajli formu
secmektedir. Biyofilm dagilimi ortamin besinsel degisimine, oksijen miktarina, toksik triinlerin birikimine ve
diger stres faktorlerine bagl olarak tesvik edilmektedir [30,31]. UPEC suslarinda hiicre disi1 demir, P. aeruginosa
suslarinda ise karbon ve azot kaynaklarinin ortamdaki artisi, biyofilm dagilimini tetikleyen ana faktorlerdir.
Bakterilerde bir¢ok sensor sistemler, ¢evredeki kiiciik molekiillerin diizeyini 6l¢mekte ve bu sinyaller araciligi ile
biyofilm dagilmasi icin zorunlu gen ifadesini pozitif yonde etkilemektedir [32]. Diger sinyaller de rol almakla
birlikte, evrensel c-di-GMP'nin biyofilm formundan planktonik forma geciste anahtar rol oynadig: belirlenmistir.
P. aeruginosa ve E. coli suslarinda c-di-GMP seviyesi arttikca tercih edilen yasam formunun, biyofilm formu
oldugu saptanmistir. Aksi durumda ise biyofilm formunun dagilmasi indiiklenmektedir. c-di-GMP baglanma
proteini olan BdcA, biyofilm kommiinitelerinde c-di-GMP seviyesini diisiirmek suretiyle biyofilmin dagilmasim
tetiklemektedir. Bu durum Pseudomonas spp. ve Rhizobium mellioti'de 6rneklenmistir [33-35].

P. aeruginosa'da aljinat liyaz gibi EPS parcalayan enzimler de bakterilerin matriksten ayrilmasini saglamaktadir.
E. coli 'de CsrA proteininin PGA sentezini bozdugu ve biyofilmin dagilmasini tesvik ettigi saptanmistir [36]. Buna
ilave olarak P. aeruginosa biyofilmlerinde flagellali formlarin mikrokoloniler olusturarak biyofilm yapisindan
ayrildiginin belirlenmesi, flagella tiretiminin hareketli bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin dagilmasinda 6nem
tasidigina isaret etmektedir [8,37]. Biyofilm yapisindaki hiicresel eksilme, hiicre 6liimii ile de gerceklesmektedir.
Bacillus subtilis model organizma olarak kullanilmak suretiyle, iremenin durma fazinda iiretilen ve
peptidoglikan yan zincirlerinde yer alan D-alanin, D-18sin, D-metionin, D-tirozin ve D-triptofan gibi D-amino
asitlerin biyofilmin dagilimini tesvik ettigi saptanmistir. Daha sonraki ¢alismalarda, bu amino asitlerin disaridan
ilavesinin B. subtilis biyofilmlerinde de ayni etkiyi yarattif1 belirlenmistir. Devam eden ¢alismalarda D-amino
asit/norspermidin karisimlarinin bu bakterilerin biyofilmlerinin dagiliminda yiiksek bir etkinlige sahip oldugu
tanimlanmis ve bu karisimlarin antibiyofilm ajanlari olarak kullanilabilme potansiyeli olduguna dikkat
cekilmistir [38-40] (Sekil 1).

18



Bakteriyel Biyofilmler ve Konake¢1 Savunma Sistemi ile Etkilesimleri

Hiicresel ayrilma,
dagilma sinyalleri

Adhezin
Cevresel sinyaller, baskilanmasi,
biyosiirfaktanlar, matriks
yeter say algilama pargalanmas), yeter '
(Quorum-Sensing) sayi algilama Q
sistemi (QuorumySensing) O O

Yiizeylerle temas, sisteni
% tutunma ve agregasyon,
4@\ biyostirfaktanlar

NO
SRR

Planktonik Formlar Yiizeylerde Geri Biyofilm Dagilma
Déniistgimli ve Geri  Olgunlagmasi
Doniistimstz
Tutunma ve Ureme

Sekil 1. Biyofilm olusum asamalari iizerinde etkili faktorler [41]
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3. Konakge1 Savunma Sistemleri ve Patojenlerle Etkilesimleri

Mikroorganizmalarin konakg sistem ile ilk karsilasma yeri olan i¢ ve dis epitel yilizeyleri, dis ortama karsi
fiziksel bariyer olusturarak enfeksiyonlara kars1 savunmanin ilk basamagim teskil eder. ikinci asama; musin ve
antimikrobiyal proteinlerden meydana gelen karmasik bir ag olusturarak, bir¢ok epitel ylizeyini kaplayan ve bu
yolla mikroorganizmalarin epitel hiicrelere ulasmasini engelleyen mukoz yapidir. Konak¢1 savunma sisteminde
liclincli asama, immiin sistem hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir. Bu li¢ agsamali savunma sistemi birlikte
mukozal bariyeri olusturarak, oOrnegin; insan bagirsak sisteminde bulunan trilyonlarca kommensal
mikroorganizmanin sistemik bolgelere ulasmasini engeller. Daha 6nemlisi immiin sistem, patobiyont’lar olarak
tanimlanan oportiinistik ya da primer patojen mikroorganizmalara kars1 da engel olusturmaktadir. Bununla
beraber bir¢ok patojen, konak¢i savunma sistemlerinden kagma yoniinde evrimlesmistir [10]. Konakel
sistemlede biyofilmlerin olusumunun belirleyici ilk asamasi, s6z konusu biyofilmleri olusturacak enfeksiyon
ajanlarinin (patojenlerin) dahil oldugu konakg¢1 sitemlerdeki mikrobiota ile etkilesimleridir. Patojenlerle
enfeksiyon, klasik olarak mikroorganizmalar ile immiin sistem arasindaki savas olarak kabul edilmektedir.
Immiin sistem patojenlerin konakg1 sistemlerde kolonize olmasinin ve hastaliga yol agmasinin engellenmesinde
anahtar rol oynamaktadir. Gergekte patojenler, epitel hiicreleri veya immiin sistem hiicrelerinden 6nce, sistemde
var olan mikroflora ile karsilasirlar. Bu kommensal mikroorganizmalar, gastrointestinal sistem 6rneginde oldugu
gibi, sistemdeki farkli nisleri isgal etmis durumdadirlar ve eksojen mikroorganizmalarin bu bélgeleri isgal
etmelerine diren¢ gosterirler. Bu olaya “kolonizasyon direnci” adi verilmektedir. Ancak bazi kommensal
mikroorganizmalarin patojenlerin kolonizasyonuna énemli katkilarda bulundugu da belirlenmistir. S6z konusu
biyofilmleri olusturacak enfeksiyon ajanlarinin (patojenlerin) dahil oldugu konakgi sitemlerdeki mikrobiota ile
etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Patojenlerle enfeksiyon, klasik olarak mikroorganizmalar ile immiin
sistem arasindaki savas olarak kabul edilmektedir. Immiin sistem patojenlerin konakgi sistemlerde kolonize
olmasinin ve hastaliga yol agmasinin engellenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Son alti yilda yiiriitiilen
calismalarda, mikrobiyota’nin patojenlere elektron akseptorlerini, inorganik besinleri ve sekerleri saglayarak
regiilator goérevi gordiigiinii ve bu yolla viriilanshig tesvik ettigini kamtlamistir. Ornegin; Salmonella spp.
anaerobik solunum yapar ve elektron akseptorii tetratiyonattir. Tetratiyonat gastrointestinal sistem
mikrobiyotasinin trettigi hidrojen siilfit ve notrofillerde tretilen reaktif oksijen tiirlerinin bir seri oksidasyon
reaksiyonu sonucunda olusmaktadir. Salmonella spp.nin buna ilave olarak, mikrobiyota'nin seker
fermentasyonunun son iiriini olan molekiiler hidrojeni (Hz), organik enerji kaynaklarinin azaldigi ya da
tikendigi durumlarda, enerji kaynagi olarak kullanabildigi de belirlenmistir [40,42,43,44,45]. Salmonella spp.
sialik asidi enerjice zengin karbon kaynagi olarak kullanmak suretiyle gastrointestinal sistemde ¢ogalabilme
avantajint  kazanmaktadir. Enterohemorajik E. coli (EHEC) ise bagska bir mekanizma kullanarak B.
thetaiotaomicron aktivitesinden yararlanmaktadir. EHEC suslari, B. thetaiotaomicron tarafindan tretilen
fukozidaz enzimi aktivitesi sonucu, konakg¢i glikanlarindan saglanan fukozlara duyarhdir. Bu yolla olusan
fukozlar EHEC suslarinda, konakgi sistemde kolonizasyonu saglayan viriilans genlerin ifadesini indiikleyerek, bu
patojenlere kolaylik saglar [44]. Benzer sekilde Clostridium difficile ve Citrobacter rodentium mikrobiota’nin
irettigi siiksinati metabolize ederek bagirsak sisteminde ¢ogalabilmektedir. Bu bilesik ayrica C. difficile’nin
viriilans genlerinin pozitif regiilasyonunda rol almaktadir [45]. Mikrobiyota'nin yararl bilesikler olusturmak
suretiyle dolayl bir sekilde patojenleri desteklemesi, konakei sistemin patojen yanitlar1 olusturmasi siirecinde
de gerceklesmektedir. Ornegin; patojenlerdeki Toll-benzeri resertér (TLR) ligantlar, ince bagirsak epitel
hiicrelerinde interlokin-22 (IL-22) bagiml fukozilasyonu tesvik etmektedir. Bu hiicreler ince bagirsak liimenine
gectiginde fukoz serbest kalarak mikrobiota tarafindan metabolize edilir. Fukoz salinimi yukarida ifade edildigi
sekilde baz1 patojenler igin elverisli kosullar yaratirken, érnegin; C. rodentium’da viriilans genlerin ifadesini
baskilamaktadir, konake1 organizmanin sdz konusu patojene karsi toleransini da artirabilir [46] (Sekil 2).
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Sekil 2. Gastrointestinal sistemde patojen-mikrobiota etkilesimleri. (PMN: Polimorfonuklear nétrofiller;
ROS: Reaktif oksijen tiirleri; EHEC; Enterohemorajik E. coli) [10]
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Homeostaz'in korunmasi ve kommensal bakterilerin patojenlerden ayrilmasi i¢cin, kommensal bakteriler ile
konakg1 hiicreler arasindaki etkilesimler siki bir sekilde regiile edilmektedir. Kommensal bakterilerin TLR esasl
taninmasi, konakg1 ile mikrobiota arasindaki simbiyozun temelini teskil etmektedir. Kommensal bir bakteri olan
Bacteroides fragilis'in hiicre ylizeyinde yer alan ve kapsiiler bir polisakkarit olan polisakkarit A'nin (PSA) TLR2
tarafindan taninmasi bu etkilesimin tipik bir 6rnegidir. PSA tarafindan tetiklenen TLR2,regiilator T hiicrelerinin
indiiksiyonunu saglar ve bu hiicreler de anti enflamatuvar sitokin IL-10 {iretirler. Ayrica, B. thetaiotaomicron
gibi kommensal bakteriler cekirdek faktoriiniin (NF-kB) aktivitesini ayarlayarak gastrointestinal sistemde
proenflamatuvar sitokin ifadesini baskilamaktadir. Diger yandan mikrobiota'nin dogal immiin sistemi uyararak,
immiinoglobulin A (Ig A) tretimini tesvik ederek ya da T hiicrelerinin farklilasmasini indiikleyerek patojen
kolonizasyonu ve iiremesini baskiladig1 bilinmektedir. Tiim bunlarin yaninda kommensal bakterilerin, immiin
sistem hiicrelerini uyararak antimikrobiyal lektinlerin ve defensinlerin liretimini de tesvik ettigi saptanmistir.
Bu durum da patojenlere karsi erken asamada olusturulan savunmada énemli bir avantaj saglamaktadir [10]
(Sekil 2). Bakteriyel lokalize enfeksiyonlara karsi konak¢l immiin sisteminde ilk asama savunma
polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) ve diger fagositik hiicreler tarafindan saglanmaktadir. Sitokinler gibi ¢ok
sayida cekici faktore sahip notrofiller, kan dolasimi yolu ile enfeksiyon boélgesine ulasmaktadir. Bakteriler
tarafindan iiretilen bazi molekiiller de nétrofiller i¢cin kimyasal ¢ekiciler (kemoatraktant) olabilmektedir. Bunun
en tipik orneklerini; f-Met-Leu-Phe tripeptidi ve 6nemli bir biyofilm bakterisi olan P. aureginosa tarafindan
iretilen ve yeter say1 algilama sistemi (quorum-sensing) elemani olan N-(3-oksidodekanoil) homoserin lakton
teskil etmektedir [46,47,48]. PMN'ler enfeksiyon bolgesine ulastiginda, bakterileri fagosite etmekte ve fagosite
edilen bakteriler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi (Sekil 2) yaninda hiicre icinde ve disinda etki gosteren
baska sitotoksik ve bakterisidal bilesikler aracihgi ile dldiiriilmektedir. Ornegin; laktoferrin antibakteriyal ve
antibiyofilm aktiviteleri ile bu bilesikler arasinda 6zel bir yer tutmaktadir. Ayrica lokal savunma sisteminin diger
silahlar1 olan defensinler,katelisidinler ve trombosidinler de kismen notrofillerin icerisinde yer alabilmektedir.
Bunlarin arasinda katelisidin LL-37'nin 6nemli sayilabilecek bir antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir [10,48] (Sekil 2).

4. Polimorfoniikleer Nétrofillerin (PMN) Planktonik Formlar ve Biyofilm Formlan ile Etkilesimleri

PMN'ler spesifik olmayan, dogal efektor hiicreler olarak kabul edilmektedir. Zira bu hiicrelerde antijen spesifik
tanima mekanizmasi benzeri bir tanima mekanizmas1 bulunmamakta ve bu nedenle de s6z konusu hiicreler
hafiza yanitlar1 tiretmemektedirler. PMN'ler bunun yerine, bir¢ok bakteri tiiriinde ortak olan ve evrimsel siirecte
korunmus yiizey molekiillerine duyarhdir. Bu evrimsel siirecte korunmus yapilari bir¢ok reseptdr tanidigindan
dolayy, s6z konusu yapilar patojen iliskili molekiiler elemanlar (PAMP) ya da mikroorganizma iliskili molekiiler
elemanlar (MAMP) olarak adlandirilmistir. Bu konakg1 reseptorleri arasinda en énemlileri tiim immiin yanit
olusturma yetenegindeki hiicrelerde bulunan Toll-benzeri reseptérlerdir (TLR). insanda bu reseptor ailesi 9 adet
olup, hedef yapilarinin; lipopolisakkaritler, lipotaykon asidi, peptidoglikan ve flagellin gibi temel elemanlardan
meydana geldigi belirlenmistir. Lipopolisakkaritler ve parcalanan bakteri kalintilarini taniyan ve bu nedenle atik
reseptorleri olarak adlandirilan CD14 reseptorleri, immiin sistem hiicrelerinde bulunan diger 6nemli
reseptorlerdir. TLR-9 biyofilm yapisinin 6nemli bir elemani olan hiicre dis1 DNA'y1 (eDNA) 6zgiil bir sekilde
tanimasina ragmen, PMN'lerin ayrica TLR-9'dan bagimsiz bir sekilde de eDNA'y1 taniyabildigi belirlenmistir
[8,49,50].

Ozetle PMN'ler ve diger fagositik hiicreler ¢cok sayida reseptor ifade ederek ya da diger reseptérlerden
yararlanarak uygun konake¢lr yanitinin olusmasina katkida bulunurlar. Bakterilerin konakg¢i sistemden
temizlenmesi, etkin fagositoz ve 6ldiirme, opsonizasyona baglidir. Bakterilerin fagositoza duyarl hale getirilmesi
anlamina gelen opsonizasyonda C3b/C3bi komplementinin, immiiniiglobin G reseptorlerinin (CD16, CD32 ve
CD64) ve komplement reseptorlerinin (CR1 ve CR3) rol oynadigi saptanmigtir [51]. Ozellikle P. aeruginosa
biyofilmleri ile yiriitillen ¢alismalar sonucu, EPS elemanlarinin fagositozu inhibe ettigi belirlenmistir. P.
aeruginosa biyofilmlerinin EPS matriksinin bilesenlerinden biri olan aljinatin (f-1,4 L-Guluronik D-mannuronik
asit) PMN'lerin yonlendirilmis hareketini ve fagositik etkinligini inhibe ettigi in-vitro deneyler sonucunda
saptanmistir. Bu durum Kkistik fibroziz hastalarinda yiriitilen ¢alismalarla dogrulanmistir [50,51,52].
Baslangicta akcigerlerde mukoit olmayan suslarin kolonizasyonu olusmakta, hastalik gelistiginde, aljinat
iiretilerek biyofilm yapisinin olusumuna yol agan mukoit suslar meydana gelmekte ve hastaligin seyri
agirlasmaktadir. P. aeruginosa'da biyofilm olusumuna bagl olarak ramnolipitlerin tretildigi bilinmektedir. Bu
sentez, yeter say1 algilama (quorum-sensing) sistemi molekiilleri tarafindan kontrol edilmektedir [52].

Ramnolipitler o6zellikle su kanallari basta olmak {izere biyofilm yapilarinin stabilizasyonununda o6nem
tasimaktadir. Ramnolipitler diisiik konsantrasyonda iken makrofaj ve notrofilleri aktive ederken,
konsantrasyonlar1 yiikseldiginde, bu hiicrelerin litik ve nekrotik o6limiine yol agmaktadir. Lize olan
notrofillerden salinan proteolitik enzimler de konake¢ida doku hasarina yol agmaktadir. Notrofil saldirisina karsi
P. aeruginosa'da ramnolipit iiretiminin tesvik edildiginin belirlenmesi, biyofilm yapilarinin immiin yanitlara
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paralel olarak da iretildiginin en giigli kanitidir. Henliz immiin yanitlara bagh biyofilm tesviki ¢ok iyi
anlasilmamis olmasina ragmen, enfiltre nétrofillerden sizan sitokinlerin (tiimor nekrozis faktor o, interlokin 1 ve
6) bakteriler tarafindan taninmasimin ve bu yolla bakteri tiremesini indiiklemesinin de olast oldugu o6ne
siirilmektedir [9,53,54,55]. Genel kuralin aksine,Staphylococcus (S. epidermidis ve S. aureus) biyofilmlerinde
notrofil ve makrofaj fagositozundan, kalitsal korunma séz konusu degildir. S. Aureus biyofilmlerinin fagositozu
icin antibadi- komplement opsonizasyonuna gerek yokur. Ancak fagositler IgG tarafindan saglanan sinyallere
ihtivac duymaktadirlar. Bununla birlikte S. epidermidis biyofilmleri i¢in komplement baglanmasinin
engellenmesi, biyofilm yapilarini fagositozdan korumaktadir. Baz1 Staphylococcus biyofilimlerinde bu o6zellikleri
tasiyan salgl molekiilleri tammlanmistir. Ozellikle katater enfeksiyonlarina yol agan Staphylococcus biyofilm
yapilarinda tanimlanan hiicre ici bir polisakkarit adhezinin (PIA) biyofilm olusumunu tesvik ettigi ve konakg1
immiin sistem yanitlarindan korudugu saptanmistir. Fagositlerin icerisine alinan biyofilm yapilarinin
parcalanmasinda (biyofilm matriks yapisinin bozulmasi) en énemli sitotoksik bilesiklerin reaktif oksijen tiirleri
(ROS) oldugu belirlenmistir [23,56,57].

Konakg¢1 savunma sistemleri ile biyofilm yapilarinin interaksiyonlarinda bir diger dnemli nokta, biyofilmi
olusturan bakterilerdeki quorum-sensing (yeter say1 algilama) regiilasyon sistemleridir. Bu regiilator sistemler
biyofilm olusumunu ve viriilans faktdrlerin sentezlenmesini tesvik etmeleri yaninda, konake¢r savunma
sistemlerinden korunmada da rol oynamaktadir. Ozellikle fenolde ¢éziilebilen bir modiilin olan peptit sinyal
molekiliiniin (agr-quorum-sensing sistemi) tretilmedigi S. epidermidis ve S. aureus mutantlarinda fagositlerin
kemotaksisinin yonlendirilemedigi ve s6z konusu mutantlarin olusturdugu biyofilmlerin hiicre i¢i sitotoksik
etkilere karsi cok daha duyarl bir hale geldigi saptanmistir (Sekil3) [9,17,58].
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Sekil 3. Polimorfoniikleer noétrofiller (PMN) ve diger fagositik hiicreler ile biyofilm yapilarinin etkilesimi
(CR: komplement reseptorti, FcR: antibadi reseptorii, EPS: hiicre dis1 polimerik madde)
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5. Biyofilmlere Kars1 Basarisiz immiin Yamitin Konakgida Yarattig: Sorunlar

Ozellikle kistik fibrozis ve impant iligkili ostemiyelitte tamimlandigi iizere, nétrofillerin ve diger
immiinokompetan hiicrelerin infiltrasyonu biyofilm enfeksiyonunun temel géstergesidir. Diger gostergeler ise
enfeksiyonun inat¢i olusu ve implant iliskili ostemiyolitde tanimlanan kemik pargalanmasi gibi yikici
enflamatuvar stireglerdir. Ayrica bakterileri 6ldiirme akiviteleri basarisiz olan lékositlerin infiltrasyonu,
parcalanma ile sonug¢lanmakta ve aciga cikan bakterisidal ve sitotoksik bilesikler konak¢ida doku hasarina,
dolayisi ile daha fazla 16kositi ¢eken proenflamatuvar gevrenin olusmasina ve sonuc¢ta da enflamasyonun
gelismesine yol agmaktadir. Bu durum “amacina ulasmayan fagositoz” ya da “basarisiz deneme” olarak
adlandirilmaktadir. Enflamasyon nekrotik ve lize lokositlerin enflamasyon boélgesinden temizlenememesi
nedeniyle de tetiklenmektedir. Diger yandan, bakterisidal etkilerinden kaynaklanan nétrofil klerensi i¢in zaman
ve uzamda limitli bir enflamasyon siirecinin olusmasi 6n kosuldur. Aksi taktirde noétrofil klerensi
gerceklesmemekte ve enflamasyon tetiklenmektedir. Notrofil klerensi ancak fagositoz sonrasinda apoptotik hale
gecen hiicrelerin, igerikleri ortama sacilmadan, makrofajlar tarafindan taninmasi ve alimi ile gergeklesir. Ancak
biyofilm enfeksiyonlarinda nétrofiller enflamatuvar yaniti daha da siddetlendirerek, biyofilm olusumunu tesvik
etmektedirler [8,55,59,60].Konak¢1 yanitini etkinligi siki bir sekilde zamanlamaya baghdir. Eger dogru zamanda
ve yeterli yanit olusturulur ise etkin bir antibiyofilm basarisi elde etmek miimkiin olmaktadir. Biyofilm
enfeksiyonlarinda, iyon selatlama saglanabilir.Ornegin; laktoferrin nétrofillerde olusturulur ve orada depolanr.
Ancak bir¢ok hiicre dis1 salgida da laktoferrin bulundugu belirlenmistir. Laktoferrinin biyofilm olusumunu
engelleme etkisi hiicre dis1 laktoferrin konsantrasyonunun dogru zamanda artisina baghdir. Bir proteaz olan
katepsin B ile laktoferrinin kesiminin, s6z konusu proteinin antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitesini
kaybetmesine yol actig1 belirlenmistir. Katepsin B salinimi ise elastaz araciligi ile gerceklemektedir. Laktoferrinin
antibiyofilm aktivitesi; elastazin yogun olarak bulundugu hatali immiin yanit kosullarinda, yani lize ya da
nekrotik nétrofillerin yogun olarak bulundugu durumlarda, ortadan kalkmaktadir [24,61]. insan Kkatyonik
antimikrobiyal proteini olan katelisidin (LL-37) esas olarak epitel hiicreleri ve norofiller tarafindan tiretilmekte
ve vicut sivilarinda da bulunmaktadir. Anjiyogenez, kemotaksi ve kemokin sentezinde rol oynadigi belirlenen bu
protein bir enfeksiyon yaniti olarak iiretilmektedir. S6z konusu proteinin antibiyofilm aktivitesinin; quorum-
sensing sisteminin baskilanmasi, bakteriyel hareketliligin tesvik edilmesi ve bakterilerin yiizey temasinin
engellenmesi suretiyle ortaya ciktig1 belirlenmistir. Basarisiz immiin yanit kosullarinda meydana gelen notrofil
parcalanmasi, nekrozu ve doku hasari, katelisidin tiretimini de 6nemli 6l¢iide diisiirdiigiinden, biyofilm olusumu
icin avantajli kosullar meydana gelmektedir [8,62,63].

6. Sonug

Biyofilm olusumunun konake¢l savunma sistemleri ve kullanilan kemoterapétikler yaninda, gida basta olmak
tizere farkl endiistriyel {iretim siireclerinde kullanilan abiyotik yiizeylerden dezenfektanlar araciligi ile etkin bir
sekilde gideriminin miimkiin olmamasi, s6z konusu yapilarin olusumunun biyokimyasal, genetik ve fizyolojik
esasinin tam anlami ile aydinlatilamamasindan kaynaklanmaktadir. Biyofilm yapisinda yer alan
mikroorganizmalari, ylizey agregasyonunda, yiizeyler ve besin maddeleri i¢in var olan mikrobiota ile
yarismasinda, konakg¢1 savunma sistemlerine karsi etkin yanitlar olusturmasinda ve yayillmasinda hangi genetik
regiilasyon mekanizmalarinin ve bunlarin tesvik ettigi molekiillerin rol oynadiginin belirlenmesi, etkin biyofilm
onleme ve eradikasyon stratejilerinin gelistirilmesini beraberinde getirecektir. Bu ancak patojenlerin planktonik
formlar ile biyofilm formlariin karsilastirmali sistem biyolojisi ¢calismalari kullanilarak detayli bir sekilde
incelenmesi sonucunda miimkiin olacaktir.
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