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Biyofilm, mikroorganizmalarin canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi Urettikleri ekzopolimerik yapida jelsi bir
tabaka icine gémula halde birbirlerine, bir kati yuzeye ya da bir ara yuzeye tutunarak olusturduklari topluluk olarak
tanimlanir. Gida endiistrisinde biyofilm olusumu gidalarda bozulmalara, gida isleme ekipmanlarinda hasarlara ve
patojen kontaminasyonlari ile hastaliklara neden oldudu igin istenmeyen bir durumdur. Biyofiimler antimikrobiyel
maddelere karsi planktonik hucrelerden daha direnglidirler. Biyofilmlerdeki bakterilerin antimikrobiyellere kargi
gosterdikleri direngten birgok olasi mekanizma sorumludur. Biyofilmlerdeki direng mekanizmasini etkileyen baslica
faktorler ekzopolisakkarit matriksi, enzimler, heterojenlik, hlicresel persistans, metabolik aktivite, genetik adaptasyon,
kitle algilama, stres cevaplari, dis membran yapisi ve sizdirma pompalari’dir. Direng mekanizmalarinin tam olarak
anlasiimasi biyofilm olusumunun dnlenmesi ve kontrol edilmesinde fayda saglayacaktir. Sonug olarak etkili bir biyofilm
kontroll i¢in arastirmacilar éncelikle direng mekanizmalari Gzerinde yogunlasmali ve daha sonra koruyucu dnlemlerin
alinmasi gerekmektedir. Bu derlemede, gida endistrisindeki bakteriyel biyofilmlerin antimikrobiyel maddelere karsi
gosterdikleri direng mekanizmasi Uzerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyofilm, Antimikrobiyel direng, Gida endustrisi

Mechanism of Antimicrobial Resistance in Bacterial Biofilms
ABSTRACT

Biofilm is defined as a community in which microorganisms adhere to a living or inanimate surface, embedded in a
gelatinous layer in a self-produced matrix of extrapolymeric substances, adhered to each other, to a solid surface or to
an interface. In food industry, biofilm formation is undesirable as they cause food spoilage, damages in food
processing equipment and diseases due to pathogenic contamination. Biofilms are more resistant to antimicrobial
agents than planktonic cells. There are various possible mechanisms responsible for antimicrobial resistance of the
bacteria in biofilms. The main factors that affect resistance mechanism in biofilms are characterized as
exopolysaccharide matrix, enzymes, heterogeneity, cellular persistence, metabolic activity, genetic adaptation,
guorum sensing, stress responses, outer membrane structure and efflux pumps. A whole understanding of resistance
mechanisms can provide benefits to prevent and control biofilm formation. As a result, researchers should initially
focus on the mechanisms of resistance for effective biofilm control and then protective measures must be taken. In
the present review, the resistance mechanisms of bacterial biofilms in food industry against antimicrobial agents are
focused.
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GiRiS
Mikrobiyologlarin cogunlugu calismalarini
mikroorganizmalarin  planktonik  hucreleri  (izerinde
yogunlastirmiglardir. Ancak son zamanlarda
biyofilmlerdeki tutunan bakteri formlari Uzerinde de

durulmaya baslanmis ve ilgi c¢ekici sonuglar elde
edilmistir. Biyofilm konusu giinimuizde mikrobiyolojideki
en popller konulardan biridir. Biyofilmler bakterileri
koruyucu bir tabaka gibi sarar ve onlara direng
kazandirir [1-3]. Simdiye kadar agirlikli olarak biyofilm
kontroli ile ilgili calismalar Gzerinde durulmus ancak
biyofilm direng mekanizmasi Uzerinde pek
durulmamistir. Yeni antibiyofilm stratejileri gelistirilirken
direng mekanizmalari ile iligkilendiriimesi elzemdir [1].

Biyofilmler ile ilgili daha &nceki arastirmalarda
cogunlukla, su dagitim sistemleri, atik su aritma ve dis

plaklar Gzerinde durulmakta ve bu konularla sinirl
tutulmaktaydi. Ancak gida gulvenligini dogrudan
ilgilendiren  bir konu olmasi bakimindan gida

endustrisinin de ilgisini ¢ekmektedir [4]. Gida isleme
ekipmanlarinda ve gida ile temas eden yuzeylerde
olusan biyofimler gida Urdnlerinin  mikrobiyolojik
kalitesini ve gulvenligini tehdit eden kontaminasyon
kaynagdi olarak rol oynamakla birlikte gida kaynakl
hastaliklara ve ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Bu nedenle, biyofiim kontroli ve o&nlenmesi gida
endlstrinin 6nceligi olmustur [5-7]. Gida endustrisinde
siklikla Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella spp.,
Staphylococcus  aureus, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocaolitica, Campylobacter jejuni,
Salmonella spp. ve Vibrio spp. tarafindan olusturulan
biyofilmler izole edilmistir [8-10].

Biyofilmlerdeki bakteriler ylksek konsantrasyonda ve
birbirlerine yakin temasta bulunurlar. Biyofilm matriksi
hiucre interaksiyonunu kolaylastiran besin ve bilesikleri
konsantre ederek abiyotik ve biyotik muamelelerden
bakteriyi  korur.  Biyofilmler genetik elementlerin
transferini, bakteriyel dayanim ve kaliciigi gelistiren
ideal koruyucu vyapilar saglayabilir, nitekim bu
elementlerde  biyofiim  olusumunu  destekleyebilir.
Sonugta, biyofilmler bakterileri antimikrobiyellere karsi
koruduklari  icin  antimikrobiyel  direncin  ortaya
cikmasinda ve yayilmasinda rol oynayabilirler [11].

Biyofilm  kontroli ve Onlenmesinde geleneksel
antimikrobiyel protokoller cogunlukla basarili
olamamaktadir. Bakterilerin gegen zamanla birlikte
evrim gostermesi ve stres faktorlerinde hayatta kalmak
icin bir takim mekanizmalar gelistirmesi biyofilm
kontrolinG zorlastirmistir [12]. Biyofilmlerin
antimikrobiyel ajanlara karsi daha direngli olmalarini
saglayan belli basl o6zellikleri; ekzopolisakkarit (EPS),
ekzopolimerlerle interaksiyonlar, populasyondaki
fizyolojik heterojenlik, direng geni transferi ile direngli
fenotiplerin gelisimi, antimikrobiyellerin gapraz direnci,
biyofilmlerin persister hicreleri, tutunan hicrelerin yavas
gelisme hizi vb. seklinde siralanabilir [13-15].

Bakteriyel biyofilmlerin antimikrobiyel muamelesine kargi
gosterdikleri artan direng, biyofilm kontroliinde yeni
yontemlerin uygulanmasini gerektirir. Bu sebepten 6turi
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her bir biyofilm sorunu ele alinirken olusumlari ve direng
mekanizmalarn g6z 6nunde bulundurulmalidir [16]. Bu
derlemede, gida endistrisindeki biyofilm olusumu ve
biyofilimlerdeki antimikrobiyel diren¢ mekanizmalari
arastiriimistir.

GIDA ENDUSTRISINDEKI BiYOFILMLER

Biyofilmler, bir ylzeye vyapisarak kendi urettikleri
polimerik yapida jelsi bir tabaka (EPS) icinde yasayan

mikroorganizmalarin  olusturdugu  topluluk  olarak
tanimlanabilir [17-19].
Gida endustrisindeki biyofilm olusumu Sekil 1'de

Ozetlenmistir. Gida endustrisindeki biyofilm olusumu
genellikle gida isleme hatlarinda kullanilan alet
ekipmanin ylzeyinde biriken organik molekillerin
bakterileri cezbetmesiyle baslar. Organik molekullerden
dolayl alet ekipmana bulasan bakterilerin dayanikli
hiicreleri  (persisterler) temizlik ve dezenfeksiyon
islemleri gibi stres faktdrlerine direng gostererek hayatta
kalirlar (stres cevabi) ve alet ekipmanin ylizeyine geri
dontsimla olarak tutunurlar. Geri dontsimlii tutunmada
bakteri ylizeyin yakinindadir, ancak henliz yiizeyle tam
olarak temas etmemistir. Bakterinin yapmis oldugu zayif
baglarin kaliclya doénismesi ile ise doénisimsiz
tutunma gergeklesir. Donusimslz tutunmada bakteri
hicreleri flagella ve pili gibi organelleri ile ve EPS
olusturarak ylizeylere tutunur. Geri doniisimsiiz tutunan
hicreler, hucre-hiicre adezyonu ve hicresel gen
ekspresyonu ile ylzeyde koloniler olusturup gogalirlar.
Olusan mikrokoloniler ise kitle (quarum) algilama
sistemleri ile bakteriyel biyofilmleri olustururlar [8, 20-
23].

Biyofilm olusumu canl hilcrelerde veya cansiz
ylzeylerde meydana gelebilir [14, 20]. Biyofilm olusumu;
diger bakterilerin varhgi, besin miktari, sicaklik, oksijen
miktari ve pH gibi faktorlerden etkilenir [6]. Biyofilmler
tek bir mikroorganizma tirl tarafindan olusturulabildigi
gibi birden fazla tirli de yapisinda barindirabilir. Farkl
trlerden olusan biyofimlerde her tir kendi mikro
kolonisini olusturur ve bu mikro koloniler birbirlerinden
su kanallari araciligi ile ayrilmislardir. Su kanallari iginde
devam eden su akigl besin maddelerinin ve oksijenin
difizyonunu saglar [21, 22]. Biyofilm bilesiminin %98’
sudan olugsmaktadir ve bilesiminde bulunan diger
maddeler ekstraselliler matriks yapi ile birbirlerine
tutunmaktadirlar. EPS’ler biyofilmlerin morfolojik, yapisal
ve fizikokimyasal o6zelliklerinden sorumludur. EPS’nin
bilesimi polisakkarit, protein, nikleik asit, teikoik asit,
fosfolipit ve diger polimerik maddelerden olugsmakta ve
biyofilmlerin  %75-90'in1  olusturmaktadir [8, 20, 23].
Biyofilm yapisinda bulunan su, bakterinin olusturdugu
EPS’ye baglanmaktadir [24]. EPS’ler biyofilm
olusturarak mikroorganizmalarin koloni olusturmasina
ve ylzeye baglanmasina yardimci olmaktadirlar.
Hucrelerin ¢oklu katmanlar ve EPS antimikrobiyellerin
nufuz etmesini ve i¢ katmanlara ulasmasini zorlastiran
kompleks bir yapi olusturabilirler [15, 25]. Boylece
organizmayl ozmotik strese, faj bulagisina, toksik
bilesiklere, dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi
koruyabilmektedirler [22]. Biyofilmlerdeki
mikroorganizmalar antimikrobiyel bilesenlere karsi
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planktonik formlarindan 10-1000 kat daha direnclidirler
[12, 14, 15, 17].

Gida endustrisinde biyofilm olusumu genellikle yetersiz
veya eksik temizleme islemlerinden kaynaklanmaktadir.
Organik molekuller her tirlu ylzeyde birikebilir ve
uretimde kullanilan su mikrobiyel gelisim icin iyi bir
ortam  saglayabilir.  Ayrica  substratin  fiziksel
karakteristikleri de biyofilm olusumundaki ilk asama olan
tutunmayi etkilemektedir [22, 26]. Endustriyel tesislerin
proses hatlarinda kir birikme ihtimalinin oldugu contalar,
¢clkmaz uglar, eklemler, valfler, koseler, kiriklar veya
catlaklar gibi biyofiim olusumunu tetikleyecek kritik
noktalar mevcuttur. Biyofilm olusumu endustriyel
dizeyde kullanilan alet ekipmanin zarar gérmesine veya
etkinliginin azalmasina yol agarak ekonomik kayiplara
neden olmaktadir [7, 21]. Ayrica halk saghgini tehdit
eden patojen ve gidalarin bozulmasina neden olan

istenmeyen bir durumdur. Biyofiimler genellikle,
gelistikleri ortam kosullarina, yani sicaklik, pH ve mevcut
besin tlrline goére degisen cesitli bakteri turleri
tarafindan olusturulabilmektedir [27]. Gida endustrisinde
biyofilm olusumuna neden olan mikroorganizma turleri
uretim alanina goére degismektedir. Sut endustrisinde;
Enterobacter spp., Listeria spp., Lactobacillus spp.,
Micrococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp,
balik isleme endistrisinde; Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus, V. wvulnificus, V. alginolyticus, L.
monocytogenes, Salmonella spp., Bacillus spp.,
Aeromonas, Pseudomonas spp., kimes hayvanlari
endustrisinde; Salmonella spp., Campylobacter spp., et
ensutrisinde E. coli 0157:H7, Acinetobacter
calcoaceticus ve son olarak hazir gida enddstrisinde; L.
monocytogenes ve E. coli 0O157:H7
mikroorganizmalarinin neden oldugu biyofilm
olusumlarina rastlaniimistir [28].
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Sekil 1. Gida endustrisinde biyofilm olusum asamalari [22, 23 ve 28'den modifiye edilerek uyarlanmistir]

BiYOFILM KONTROLU

Mikrobiyel kontroliin amaci, mikroorganizmalarin ve
bunlarin aktivitelerinin kabul edilebilir bir dizeye
getiriimesinin  yani sira proses ekipmani Uzerinde
biyolojik birikim olusumunun &nlenmesi ve kontrol
edilmesidir [26, 27]. Gida endustrisinde hijyen
saglamaya yonelik odaklanma antimikrobiyellerin asiri
kullanimiyla sonuglanmis ve bu durum antimikrobiyel
direncin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Dezenfeksiyonda uygulanan yanlis islem parametreleri
(dezenfektan konsantrasyonu, sicaklik ve muamele
suresi) bakterilerin inhibisyonunu zorlastirmis ve bu
bakterilerin direng¢ kazanmasina neden olmustur.
Antimikrobiyel direncin ortaya ¢ikisi gida endistrisi igin
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ekonomik sorun olarak degerlendirilir ve gerek halk
sagligi acisindan gerekse Uretici agisindan istenmeyen
bir durumdur. Etkili bir dezenfeksiyon ve temizleme
sistemi ile antimikrobiyel direng sorununun Ustesinden
gelinebilir [26]. Biyofilm olusumunun engellenmesinde
birincil ve en ©6nemli nokta hicrelerin ylzeye
tutunmalarini  engellemek icin dizenli ve etkin
temizlik/dezenfeksiyon iglemlerinin yapilmasidir [22].
Biyofilm  kontrolinde g¢ogunlukla kimyasal bazli
antimikrobiyel madde kullanimina bagvurulmakla birlikte
son yillarda enzim, bakteriyosin, faj, ultrasonikasyon vb.
uygulamalari gibi yeni kontrol yéntemleri (zerinde de
durulmaya baslanmigtir [28-30]. Biyofilmleri yok etmek
veya ortadan kaldirmak igin kullanilan antimikrobiyel
kimyasal maddeler EPS’e nifuz etmelidir ve mikrobiyel
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hicreye gegcisi saglanmaldir [22, 25]. Biyofilmlerin yok
edilmesinde bakterisidal aktivitenin biyofiimi ¢evreleyen
ortamdan da etkilendigi bilindigi icin dogru bir temizlik
plani yapilmasi gerekir. Antimikrobiyel maddelerin
aktivitesi Uzerinde pH, su sertligi, ortamda diger katki
maddelerinin  bulunmasi ve sicaklik gibi cevresel
faktorler ile antimikrobiyel konsantrasyonu, maruz kalma
slresi, organik bilesiklerin varligi, mikroorganizmalarin
tlrt ve gelisme fazi gibi diger faktorler etkili olmaktadir
[27]. Logaritmik fazdaki hicreler —antimikrobiyel
maddelere durgun fazdaki hicrelere gére daha
duyarlidir [17]. Biyofilm hucreleri biyofilmlerin hicrelere
difizyonunu engelleyen fizyolojik heterojenliklerinin ve
EPS varliginin bir sonucu olarak stres faktorlerine karsi
daha direngclidirler [25].

Biyofilm gelisimi mikroorganizmaya bir takim avantajlar
saglamigtir. Bu avantajlar; (i) antimikrobiyel ajanlardan
koruma, (ii) mikroorganizma gelisimi igin gerekli olan
besinleri saglama, (ii) su molekillerinin daha ¢ok
baglanmasini saglamasi ve boylece kuruma ihtimalinin
dismesi ve (iv) plazmit transferini kolaylastirmasi olarak
siralanabilir.  Biyofiimin mikroorganizmaya sagdlamis
oldugu tim bu avantajlar ise mikrobiyel inaktivasyonu
zorlastirmistir [4].

ANTIMIKROBIYAL DIRENG MEKANIZMASI

Antimikrobiyel direng mikrobiyel gelisimi durdurmaya
veya yok etmeye yonelik olarak uygulanan
antimikrobiyel bir maddeye karsi bir mikroorganizmanin
gosterdigi  direnctir. Mikroorganizmalar ¢ok cesitli
mekanizmalarla direng  gosterebilmektedirler [21].
Antimikrobiyel etki mekanizmasinda mikroorganizmada
minimum inhibitér konsantrasyonu ve bunun sonucunda
olusan biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler dikkate
alinmaktadir. Antimikrobiyel etki, aktif madde ile
mikrobiyel hicredeki spesifik hedefler (hiicre duvari,
sitoplazmik membran, membran enzimleri, sitoplazma
ve genetik materyal) arasindaki etkilesim olarak
tanimlanabilir. Hicre duvarindan kaynaklanan ek bir
korumaya sahip olan gram negatif bakteriler gram pozitif
bakterilere gore antimikrobiyel maddelere kargi daha
direnclidirler [27]. Gram pozitif ve gram negatif
bakterilerdeki potansiyel hedef bdlgeleri; hiicre duvari,
dis membran, stoplazmik membran, fonksiyonel ve
yapisal proteinler, DNA, RNA ve diger sitozolik
bilesiklerdir [24].

Bakteriler zararl bir stres ortamina maruz kaldiklarinda
canliliklarini surdirmek  igcin  tim imkanlarini
kullanacaklardir. Cevresel kosullar gibi dis stres
faktorlerinin  farkli mikroorganizmalar Uzerinde farkli
inhibisyon ve/veya inaktivasyon etkileri vardir. Normal
cevre kosullarindaki herhangi bir eksiklik mikrobiyel
gelisme hizinin dismesine neden olur. Biyofilmler
antimikrobiyellerin sub-letal dozlarina maruz
kaldiklarinda sadece mindr hicre hasarlari gordldr.
Bakteriyel hucrelerin fenotiplerindeki bu degisiklikler ve
gen ekspresyonunun tetiklenmesi daha direngli tirlerin
ortaya cikmasiyla sonuglanir [26]. Direng
mekanizmalari, canli  mikroorganizmalarin  hayatta
kalmak icin surekli degisen c¢evreye cevap vermek
zorunda olduklar araglardir. Direng bir
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mikroorganizmanin belirli kosullar altinda belli bir
kimyasal muameleye nisbi duyarsizligi, canlihidi veya
cogalmasi olarak da tanimlanabilir. Direng cesitleri i¢sel
veya dogal (fenotipik), kazaniimis (genotipik) ve
mutasyon olmak uzere Uce ayrilir. Dogal veya ic¢sel
direng, mikroorganizmanin kahtsal 6zelliklerinden
kaynaklanan cinse veya tire 6zgu antimikrobiyel
maddelere  dayanabilme  yetenegidir.  Genellikle
plazmitlerin aracilik ettigi kazanilmig direncgte ise
bakteriler yatay gen transferi ile antibiyotik direnci
kazanabilirler. Bu diren¢ mekanizmasi ile bakterinin
sahip oldugu genetik materyal ayni tiire ait bagka bir
bakteriye hatta farkl tirdeki bakterilere dahi tasinabilir.
Son olarak mutasyonlar ise direng gelisiminde pek fazla
rol oynamamakla birlikte genomda bulunan birgok
bolgede genetik degdisikliklere neden olabilirler [24, 27].

Bagh hucreler planktonik hicreler ile karsilastirildiginda
antimikrobiyellere karsi daha direngli bir fenotipe
sahiptirler [5, 27]. Yani biyofilm hiicreleri antimikrobiyel
ajanlara karsi planktonik hicrelerden daha direncli olup
antimikrobiyel ajanlarla temasi engelleyen ya da azaltan
bariyere sahiptirler [10, 22, 31]. Planktonik hicrelerin
dezenfektanlara duyarliidini belirlemede yayinlanan iyi
bilinen standartlarin (EN 1040,NF T 150) aksine biyofilm
htcrelerinin dezenfektanlara duyarhligini
degerlendirmede standart bir yonteme rastlanamamisgtir.
Ancak planktonik hicreler igin hazirlanan standartlar
biyofilmlere uyarlanabilir [14, 32]. Biyofilm hiicrelerindeki
direng; planktonik veya biyofilm populasyonunda ayni
dizeyde indirgemeyi (inhibisyonu) saglamak igin
gereken antimikrobiyel madde konsantrasyon orani (D)
(Esitlik 1) veya sure orani (Ds) (Esitlik 2)0lgllerek
degerlendirilebilir, ya da ayni zaman periyodunda ayni
konsantrasyona maruz birakildiktan sonraki elde edilen
indirgeme (inhibisyon) karsilastirilarak degerlendirilebilir.
Literatirlerden edinilen bilgiye gore mikroorganizma
turdine ve kullanilan antimikrobiyel ¢esidine gére bu oran
Dy icin 1’den 1000’e ve Ds icin 20’den 2160’a kadar
uzanmaktadir.

D«= Biyofilm inihibisyonu igin gerekli antimikrobiyel
madde konsantrasyonu/planktonik hlcre inhibisyonu igin
gerekli antimikrobiyel madde konsantrasyonu (1)
Ds=Biyofilm inihibisyonu igin gerekli sure/ planktonik
hticre inhibisyonu igin gerekli sire (2)

Biyofilmlerin antibiyotiklere olan direng mekanizmasi ile
ilgili birgcok calisma yapilmis ve iyi bilinmektedir ancak
gida koruyuculari, dezenfektanlar ve antiseptiklere
direng ile ilgili galisma sayisi nispeten azdir ve hala tam
anlamiyla acikliga kavusturulamamigtir [24, 32].
Biyofilmlerin  antimikrobiyellere karsi  olusturduklar
yaygin direng mekanizmalari “ekzopolisakkarit matriksi,
enzimler, heterojenlik, hlcresel persistans, metabolik
aktivite, genetik adaptasyon, kitle algilama, stres
cevaplari, dis membran yapisi ve sizdirma pompalari”
seklinde siralanabilir [27].

EPS Matriksi-Glikokaliks
Biyofilm tabakasi dezenfektan madde gegirgenligine

engel olarak biyofilm igerisindeki bakterinin direng
kazanmasina yardimci olmaktadir. Biyofiim yapisindaki
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bu jelimsi tabaka, bakteri hicreleri tarafindan uretilen
“ekzopolisakarit” ya da “ekzopolimer” (EPS) adi verilen
polisakkarit bazli ag yapisidir [24]. Biyofilm tabakasinda
EPS yerine de kullanilan kapsul veya kilif gibi terimlerle
de ifade edilen glikokaliks de gérev almaktadir [16].

Lifli polisakkaritler veya globdler glikoproteinler ve sudan
olusan glikokaliks (kapsul) biyofilmlerin ayrilmaz bir
pargasidir ve kimyasal olarak aktif bir bariyer gibi
dusunulebilir. Bakterilerin  antibiyotiklere ve diger
antimikrobiyel ajanlarin bilesenlerine kargl direnci
glikokaliks matriksi tarafindan desteklenir [33, 34, 35].
Glikokaliks antimikrobiyel ajanlari adsorbe ederek
mikrobiyel direnci arttirir. Glikokaliks tabakasi agirliginin
%25'ine kadar antibakteriyel molekuli adsorbe edebilir.

Matriksin adsorpsiyon alani  biyositlerin  ulasimini
sinirlandirir  ve  ekzoenzimleri tutar. Ekzoenzimler
biyositleri  indirgeyerek antimikrobiyel aktivitelerini

yavaslatir [36].

Mikroorganizmalarin inaktive edilebilmeleri icin yeterli
konsantrasyonda antimikrobiyel madde ile muamele
edilmeleri gerekmektedir. Ancak biyofiimlerdeki EPS
matriksi antimikrobiyel maddelerin hedef bdlgeye
istenen konsantrasyonda ulagsmasina engel olmakta ve
bir bariyer gorevi goérerek mikroorganizmaya direng
kazandirmaktadir [14]. Anyonik EPS matriksi toksik
katyonik agir metalleri, katyonik antimikrobiyel peptitleri
ve pozitif yUkli antibiyotikleri  (aminoglikozitler)
baglayabilir. Ancak beta-laktam gibi nispeten yikslz
antibiyotiklerde bdylesi bir baglanma sdz konusu
degildir. Genelde, antibiyotikler EPS matriksine ya ¢ok
az nufuz ederler ya da hig giremezler. Bundan dolayi
antibiyotiklerin EPS matriksindeki disik penetrasyonu
antibiyotik direncinde EPS matriksinin ¢ok da etkili
olmadigini disundirmustur [1].

Enzim Kaynakli Direng¢

Bakteriler, bazi antimikrobiyel maddeleri yikacak ya da
inaktive edecek enzim salgilayabilirler. Daha az reaktif
veya yuksuz antimikrobiyel molekillerin enzimler ile
inaktivasyonu biyofilmlerin direng kazanmasina yol agar.
Enzim kaynakh difizyon kisitlamasi ile, glikokalikste
enzimler konsantre hale gelmekte ve duyarli
antimikrobiyeller noétralize edilmektedir [13].
Biyofilmlerdeki enzim varligi ile ayni zamanda aromatik
fenolik ve diger agir metaller gibi toksik bilesikler
indirgenerek detoksifikasyon gerceklestirilir ~ ve
biyofilmlerin toksik bilesenlere karsi dayanimi saglanir
[14]. Ozetle antimikrobiyel bilesikleri indirgeyen
enzimlerin Uretimi biyofilmlere enzim kaynakli direng
ozelligi saglar [16]. Gram negatif bakterilerde bulunan
beta laktamaz enzimi beta laktam antibiyotigini hidrolize
ederek bu antibiyotige olan duyarlligi ortadan kaldirir.
Bir diger antibiyotik grubu olan aminoglikozitler;
asetiltransferaz, nikleotidiltransferaz ve
fosfotransferazlar ile enzimatik degradasyona maruz

birakilarak mikroorganizmanin bu gruptaki
antibiyotiklere karsi  direngli olmasini  saglamistir.
Enzimatik degradasyon ile antibiyotikler baglanma

kapasitelerini kaybederler ve bdylece antimikrobiyel
aktivite sergileyemezler [21].
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Fizyolojik Heterojenlik

Bakterilerin  biyofilmlerdeki ~ yodunluklari  biyofilm
tabakasindaki besin maddeleri ve oksijen
konsantrasyonuna gére degismektedir. Biyofilmin en dig
kisimlarinda yerlesen bakteriler besin maddelerine ve
oksijene derinlerdeki bakterilere gbére daha rahat
ulasabilmekte ve bu durum bakteri populasyonu iginde
bir heterojenlige yol agmaktadir [26, 27].

Mikrobiyel populasyondaki genotipik ve fenotipik
heterojenligin  kaynadi  biyofilmlerin  G¢  boyutlu
yapisindan ileri gelmektedir. Heterojenlik; antimikrobiyel
stres gibi istenmeyen kosullara maruz kalma durumunda
mikrobiyel populasyonlarin  adaptasyon yetenegini
arttirarak htcrelerin dayanikhilik kazanmasini saglar [10,
14]. Biyofilm tabakasina nlfuz eden oksijen ve besin
miktari kimyasal heterojenlige neden olarak bakterinin
gelisme hizi ve metabolizmasini  etkilemektedir.
Besinlerin i¢ tabakaya zayif diflzyonu bakterideki
metabolik potansiyelin sinilanmasina ve biyofilm
matriksinin icinde gelisimin azalmasina sebep olur [37].
Biyofilm  tabakasina nifus eden bilesenlerden
kaynaklanan kimyasal heterojenligin bir sonucu olarak
biyofiimlerde fizyolojik heterojenlik ortaya g¢ikar.
Fizyolojik heterojenlik biyofilmlerin i¢ tabakasinda
gorulen oksijen ve besin eksikligi durumunda 6zel bir
koruyucu faktoriin ortaya c¢ikmasina ve biyofiimlerin
diren¢ kazanmasina neden olur [1, 33]. Biyositler
metabolik olarak aktif bakterileri inhibe eder, ancak
duragan gelisme fazindaki bakteri antimikrobiyel
ajanlara daha az duyarlidir ve bu durum onlari
antimikrobiyel etkiden korur. Sonugta, antimikrobiyel
ajanlara kargl bakteriyel biyofilmlerdeki artan direng
metabolik gelisme hizi heterojenligi fikrini gliglendirmistir
[32].

Hiicresel Persistans (Dayanim)

Persisterler antimikrobiyel ajanlara toleransli
populasyonlardir ve siddetli kronik hastaliklardan
sorumludurlar. Persisterler stres kosullarinda hayatta
kalmak igin fenotipik olarak degisim gosterirler ve
dormant (duragan) forma gegerler [12]. Persister
hicrelere  durgun fazdaki planktonik  kdltarlerin
bazilarinda ve biyofilmlerde rastlaniimaktadir. Durgun
fazdaki bakteri stres kosullarinda persister hicreleri ile
kendilerini korumaya alirlar. Biyofilmlerde ayni durgun
fazdaki hiucre gibi kendisini korumaya almak igin
persister Uretir.  Biyofilmlerdeki persister hicreler
fenotipik degisiklikler gosterip dezenfektanlarin hedef
bdlgelerini bloke edebilir ve dezenfektanlara karsi
direnci ortaya gikarabilir [14].

Bakterilerin gelisme fazlariyla kontrol edilen persister
hiicrelerin olusumu hizla yayilir ve persisterler dlimcul
dozlardaki antimikrobiyel ajanlarin  varliginda bile
hayatta kalir. Durgun fazdaki bakteri yliksek dizeylerde
persister hicre Uretmistir ve bu durum biyofilmlerdeki
artan direngle iliskilendirilmistir [1, 17]. Glikokaliks
matriksi immudn  sistemi korumak igin  biyofilm
persisterlerine yardim eder. Tutunan bakteriyel
popuilasyonda antibiyotiklerin sonlandiriimasinin
ardindan, persister hicreler bakteriyel biyofilmlerin
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gelisimini tekrardan tetiklemeye baslarlar. Persisterler
¢oklu ilag direnci proteinlerinin tretimi i¢in antibiyotiklerle
rekabet eder. Antibiyotikler inhibisyondan ziyade hedef
hicrelerin fonksiyonlarini bozarak bakterisidal etki
gbsterirler. Persisterlerin tolerans olayr ayni zamanda
programli hicre 6lumduyle iliskilendirilmistir buna karsin
antimikrobiyel bilesiklerin etkisi hucrelerde zarara yol
acar ancak tam bir hlicre 6limu gergeklesmez programli
hiicre 6lumdind dolayli olarak tetikler [32, 38].

Metabolik Aktivite - Durgun Faz Fizyolojisi

Bakteriler antimikrobiyal maddelerin hedef aldig
metabolik yollari i¢ degisikliklerle modifiye ederek stres
kosullarinda kendilerini korumaya alirlar. Bakterinin
yaptigi bu fenotipik degisiklikler antimikrobiyal maddenin
hedef bolgeye ulasmasini engelleyerek bakteriye direng
kazandirmis olur [39-43].

Biyofilmler bilindigi Uzere c¢ok katmanli yapilardan
olusmaktadir ve biyofilmlerin merkezine dogru gidildikce
oksijen miktari, gelisme hizi, protein sentezi ve
metabolik aktivite degisiklik gdstermektedir. Biyofilmin
ylzeyinde mikrobiyel aktivite yilksek seviyede iken
derinlere yani merkeze dogru ilerledikge mikrobiyel
aktivite dismekte veya tamamen durmaktadir yani
durgun faz durumuna geg¢mektedir. Biyofiimlerde
antimikrobiyel maddelere karsi duyarhh@in
azalmasindaki sebeplerden biri de budur [39].

Biyofilm direnci biyofilmle biyofilm spesifik gelismenin
zorlanmasi ile agiklanmigtir. Mikrobiyel hiicrelerin
fizyolojik durumuna vyani gelisme fazlarina ve
bulunduklari ortamin 6&zelliklerine gdre bakterisitlere
karsi gosterdikleri duyarliik  degdisebilmektedir.
Besinlerin sinirll dizeyde bulunmasi bariyer bilesimini
etkiler ve bakteriyel hiicre zarfini (hiicre zar ve hiicre
duvar) degistirir. Biyofilmler bakterisitlerin  6ldUriici
dozlarina maruz kaldiktan sonra, direngli hicre
poplilasyonu fenotipik adaptasyon gésterir [1]. Ornegin,
E. coli'deki sicaklik ve besin eksikligi stresleri UV
Isinlarina veya H>O'ye karsi direnci tetikler. Enterokokal
hiucrelerde oksidatif stresten sonra antioksidatif enzimler
artan, prooksidatif enzimler ise azalan ydnde egilim
gosterir. Ancak enterokoklarin fenotipik olarak direngli
olduklari bakterisitlerin ortadan kalkmasiyla birlikte
enzimlerde gériilen bu egilim kaybolmaya baslar. Ozetle
biyofilmdeki besin eksikliginin yavas gelismeye ve aghk
durumuna neden oldugu ve direng mekanizmasini
tetikledigi ileri strtlimustar [28, 32].

Genetik Adaptasyon
Bakteriler genetik adaptasyon ile antimikrobiyal

maddelere karsi direng kazanabilirler. Bakterinin sahip
oldugu genetik materyal ayni tire ait baska bir bakteriye

hatta farkh tirdeki bakterilere dahi tasinabilir.
Bakterilerdeki genetik adaptasyon  mekanizmasi,
genlerde  birbirini  takip eden mutasyon ve

rekombinasyonlar ile yeni genetik materyal kazanarak
veya mevcut olan genetik materyalin sunumu ile
islemektedir. Bakterilerin ortama genetik adaptasyon
gOstererek, buyime ve gogalmasini devam ettirebilmek
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icin olusturduklan biyofilmler, bakterinin adaptasyonu ile
ilgili en 6nemli érnektir [28, 31, 34, 43].

Genetik adaptasyon; biyofilmlerdeki duyarliidr azaltmak
ve farkli fenotiplere uyum saglamak igin istenir. Stres
kosullari altinda yavas gelisen veya duragan (dormant)
mikrobiyel popllasyonlar genetik adaptasyon ile direngli
hale gelirler [1, 12]. Biyofilmlerdeki genetik transfer orani
planktonik hiicre tlrlerine goére daha ylksektir [20].
Ozelliklede oksidatif strese maruz kalan mikrobiyel
hiuicreler genetik adaptasyon ile ¢oklu ilag direnci
gostermektedirler  [39]. Coklu antibiyotik  direnci
operonlari, E. coli'de cesitli genlerin ortaya c¢ikisini
kontrol eden ve c¢oklu ilag direnci (antibiyotikler, organik

¢Ozlciler ve diger dezenfektanlar) fenotipini
destekleyen genis capli duzenleyicilerdir. E. coli'de
“kodlayici katalizorler; sliperoksit  dismutazlari,

hidroperoksit rediktazlari ve alkil glutatyon reduktazlarin
yani sira DNA onarim enzimleri” gibi ¢esitli savunma
genleri mevcuttur. Bakterilerin gogu fermentatif olmakla
birlikte yukseltgen maddelere maruz kaldiklarinda
enzimleri indirgeyip tamir eden oksidantlar Ureterek
stres cevabi verirler. Burada “oxyR ve soxR” gibi cesitli
dlzenleyici genler bahsedilen stres cevabini aktif hale
getirir ve intraselller redoks potansiyelini belirlerler [32].
Baska bir calismada ise Streptococcus mutans’in farkl
yluzey kosullarinda biyofiim olusumlarinin  genetik
adaptasyon ile mumkuin oldugu bildirilmistir [44].

Kitle (quarum) Algilama

Bakteriler sinyal molekdlleri araciligiyla iletisim kurarlar
ve belli bir yogunluga (yeterli gogunluk) ulastiklarinda
toplu davranis sekli sergileyip her zamankinden farkli
fenotipik Ozellikler gOsterirler. Bakterilerin yeterli sayida
¢ogunluga ulastiklarinda gostermis olduklari bu fenotipik
degisiklikler onlari olumsuz kosullara kargi daha direngli
hale getiren “kitle algilama” mekanizmasi ile
aciklanmaktadir. Bu mekanizma sayesinde bakterilerde
is birliginin devami, enzimatik aktivitelerin dizenlenmesi,
virilans o6zelliklerin ortaya cikariimasi ve planktonik
formda iken sahip olmadiklari yeni o6zelliklerin
kazanilmasi mUmkin olmaktadir [43].

Bakterilerin  kitle algilama ile kurmus olduklari
interaksiyonlar biyofilm yapisinin sekillenmesinde rol
oynamaktadir. Biyofilmlerdeki bakterilerin
haberlesmesini saglayan hicre-hicre interaksiyon
prosesi kitle  (quarum) algilama ile bakterinin
fonksiyonunu diizenler [16, 23].

Bakterilerdeki iletisim mekanizmasi ¢ogunlukla disik
molekiler agirlikli  sinyal molekillerinin  Gretimine
baglidir. Bakterilerin hiicre yogunlugu dusik oldugunda
sinyallerin hiicre disi konsantrasyonu da disuik olacak
ve ortaya cikamayacaktir. Ancak biyofilm
populasyonundaki hicre yogunlugu arttikga, bakterinin
algilayip cevap verebilecegi sinyal molekillerine olanak
saglayan kritik sinyal konsantrasyonuna ulagilacaktir [6,
7]. Biyofilm olusumunun ilk asamasindaki tutunma
safhasina dahil olan Pili (fbiril-fimbrae) ve flagella gibi
hicre digi uzantilar ayni zamanda hicre-ylzey ve
hiicre-hiicre interaksiyonunda rol oynamakta ve bu
durum sinyal molekdlleri ile dizenlenmektedir [40].
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Kitle algilama olarak adlandirilan sistemde, bir bakteri
bagka bir bakteri ile oto uyaricilari ve sinyal molekullerini
kullanarak iletisim kurmaktadir [20, 39]. Bakterilerde tir
ici ve tlrler arasi olmak Uzere iki gesit kitle algilama
sistemi bulunmaktadir. Turler arasi iletisimde degisik
otouyaricilar tanimlanmistir. Gram negatif bakterilerde
genellikle N-agil-homoserin-laktonlar sinyal molekili
olarak kullanilirken, gram pozitif bakteriler sinyal
molekull olarak kuguk peptitlerden yararlanmaktadir
[12, 33, 40]. Tur ici iletisimde ise hem gram negatif hem
de gram pozitif bakteriler oto uyarici-2, furanosil borat
diester’i kullanir [1, 40].

Biyofilm olusumunda sinyal molekuli aracili  kitle
algilama birgok bakteri tirlu tarafindan gosteriimistir.
Ozel birtakim genlerin indiksiyonu ile bakteri artan
hiicre populasyonu yogunluguna cevap verebilir [10].
Kitle algilama sistemleri biyofiimlerin heterojen yapisini
etkilemektedirler. Biyofiimlerdeki bakteri yogunlugunun
az olmasi sinyal molekdllerinin de az olmasina neden
olacaktir. Kitle algilamanin eksikligi daha zayif biyofiim
olusumuna ve daha az EPS (retimine neden olur ve
bdylesi bir mutant veya vyetersiz olusan biyofilm
kanamisin antibiyotigine duyarlilik gosterir. [32]. Coklu
tir biyofilmler tekli tir biyofiimlere gore antimikrobiyel
ajanlara kargi daha direnglidirler [41]. Sinyal
molekdllerinin  eksikligi bakterilerin  virtlans faktor
Uretememesine non-virllant 6zellik gostermesine yol
acar [39].

Stres Cevaplari

Biyofilm olusmasiyla birlikte ortaya ¢ikan direncin
gelismesinde rol alan bir diger mekanizma ise stres
cevaplarinin etkinlesmesidir [21, 22, 27]. Bakteriyel
hicreler kuruma, antimikrobiyel ajanlar, yuksek ve
dusuk sicaklik gibi ¢esitli cevresel streslerden kendilerini
korumak igin bir takim fizyolojik degisiklikler gostererek
stres cevabi gosterirler. Boylece bu hucreler sicaklik
sokunun, soguk sokunun, pH’daki degisimlerin ve
kimyasal ajanlarin zararli etkilerinden korunurlar [4, 37].

Biyofilmdeki stres cevabi hiicresel stres direncini arttiran
bakteriyel fizyoloji ve morfolojideki cesitli degdisikliklerle
karakterize edilir. Stres cevabi tamirden ziyade hucresel
zarar igin onleyici bir faktdér gibi c¢alisir. Durgun faz
bakteri gelisimine neden olan besin eksikligi, disuk veya
yuksek sicaklik, daha yiuksek ozmolalite ve daha ylksek
asitlik gibi cesitli faktorler stres geni indiksliyonundan
sorumlu tutulmustur [1, 12, 15]. Bakterilerdeki genel
stres cevabi genlerinin dizenleyicileri SigB ve RpoS gibi
sigma faktorleridir ve bu faktorler biyofilmlerin
dezenfektanlara karsi direng kazanmasini saglarlar [4,
15]. Stres cevabi ile birlikte metabolik aktivitenin
dismesi bakterinin  durgun faza geg¢mesine ve
antimikrobiyel ajanlara karsi toleransin artmasina neden
olmustur [14, 32].

Dis Membran Yapisi

Bakterilerde, antimikrobiyal maddelerin inaktivasyon
etkilerini  gosterebilmeleri  igin  hedef  bdlgeye
baglanmalari gerekmektedir. Bakterilerin hiicre duvari
veya zarindaki yani hedef bodlgedeki degisim
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bakterilerde direng gelisimini tetikler [43, 45].
Antimikrobiyel ajanlar hedef bolgeye ulasmak igin igeri
girmeye zorlandikga, bakteriyel hicre direncinden
sorumlu olan hiicre zarfinin (hiicre zar ve hicre duvari)
modifikasyonu veya adaptasyonu ile karsilasirlar.
Hidrofilik antimikrobiyel ajanlarin dis membrana girigleri
cogunlukla lipopolisakkarit tabakasi ve uzanan
fosfolipitler tarafindan &dnlenirken hidrofobik ajanlarin
iceri girigleri ise dis membran proteinleri tarafindan
engellenmektedir [32].

Sizdirma (Efflux) Pompalari

Dezenfektan direnci daha c¢ok hicre duvari ve hiicre

zarindaki  gegirgenlikten ve artan  “efflux’tan
kaynaklanmaktadir. Bakterilerdeki “sizdirma”
sisteminden sorumlu genler genellikle plazmidler

tarafindan kodlanmaktadir. Sizdirma sistemleri genis
spektrumlu olup, yapisal olarak birbiri ile iligkisiz olan
birgok dezenfektan maddeyi hicre disina atabilmektedir
[24, 42].

Gram pozitif ve negatif bakterilerde bulunan sizdirma
pompalari; bakteriyel hucrelerin metabolitlerini ve yan
aranlerini disari atmada kullanilan tagiyici sistemlerdir.
Ancak zamanla antimikrobiyel ajanlar gibi diger zararli
molekulleri de disart  atma yonunde  egilim
gostermiglerdir. Sizdirma  sistemleri zor kosullarda
bakteriyel canlihia yardim ederler [1, 15]. Sizdirma
pompalarinin ortaya c¢ikisi 6zellikle biyositlerin subletal
konsantrasyonlarina maruz kalma durumunda tetiklenir.
Sizdirma sistemleri (¢ bilesenli bir organizasyonla
karakterize edilir. Bunlar; -stoplazmik membranla iligkili
olan membran flizyon proteini, -substrati membranin
icinden disina tasiyan tasiyici protein, -substrati dis
membrana ulastiran dis membran proteinidir. Burada
kanal i¢c ve dis membranlari geger, ancak substrat
dogrudan stoplazmadan dis ortama puskurtaltr [15].

Sizdirma sistemleri antimikrobiyel ajanlara karsi hem
dogal hem de kazaniimis direng gosterirler. Sizdirma
pompasinin asiri uretimi ¢oklu ilag direncine neden
olabilir.  Bakteriyel sizdirma  pompalari  hedef
modifikasyon ve antibiyotik inaktivasyonu gibi diger
diren¢ mekanizmalari ile kombine edilen coklu ilag

direnci fenotipine egilim gosterirler [37]. Bakteriyel
biyofimler bazi antibiyotiklerin  (kloramfenikol ve
tetrasiklin  gibi) ve ksenobiyotiklerin (salisilat ve

klorlanmis fenoller gibi) duslik konsantrasyonlarina
maruz birakildiklarinda ¢oklu ilag direnci operonlari ile
sizdirma pompalarinin  (mar ve acr AB) acida
cikariimasini tetiklerler [13].

Sizdirma pompalari ilag kesfindeki en 6nemli engeldir ve
gram negatif bakterilerin goklu ilag direncindeki temel rol
oynayicilardir. Sizdirma pompalarinin anlasiimasindaki
son gelismeler bakterideki ilag kesif platformunu
saglayabilir [32].

SONUG

Biyofilmler antimikrobiyel etkisine kargl planktonik
formlari ile karsilastirildiginda daha koruyucu ve
direnglidirler.  Biyofilmlerdeki antimikrobiyel direng
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karmagik ve c¢ok yonlidar. Etkin bir biyofilm kontroll
yapilmak isteniyorsa ilk olarak diren¢ mekanizmalari
Uzerinde durulmall daha sonra gerekli &nlemler
alinmalidir. Biyofiimlerdeki antimikrobiyel direngte farklh
mekanizmalarin etkili olmasi biyofilm kontroliine yénelik
Onlem alinirken birden fazla stratejinin  birlikte
uygulanmasini dustundirmustar. Biyofilmlerin ekolojisini
ve fizyolojisini algiladikga daha etkin ve spesifik
antibiyofilm bilesiklerinin ortaya g¢ikariimasi mumkin
olacaktir. Ozellikle de glikokaliks veya sinyal molekdilleri
biyosentezini hedef alan antimikrobiyel ajanlarin
gelistiriimesi  6nerilmektedir. Gida  endustrisindeki
biyofilmlerin énemi bilgi eksikliginden dolayl hala tam
olarak anlagilamamistir. Ozellikle de gida
endustrisindeki gerek isletme hijyen ve sanitasyonu
gerekse gida gulvenligi agisindan biyofilmler ile ilgili
calismalarda farkh antimikrobiyellerin diren¢
mekanizmalari Uzerindeki etkinlikleri detayll olarak
incelenmelidir.
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