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OZET

Biyofilm olarak bilinen tutunmus c¢ok-hiicreli topluluklar tarafindan birgok klinik alet ve ekipmanda siklikla kolonizasyon
gerceklesmektedir. Hatta, biyofilmlerin bugiin igin antibiyotik tedavisine direng gdsteren inatgi infeksiyonlarin kaynagi olabildigi
ortaya konulmustur. Bu inat¢ihgin bir sonucu olarak, klinik-iligkili biyofilm olusumunu énlemek amaciyla klasik antimikrobiyal ajan
tedavi yaklagimlari disinda daha etkili ve komplike teknolojilere gereksinim vardir. Calismada, zararli biyofilmlerin engellenmesi ve
giderilmesi Uzerinde gelistirilen yeni antibiyofilm yaklasimlar sunulmustur.

SUMMARY

Many clinical equipment and tools are frequently colonized by sessile multicellular communities known as biofilms. In addition, some
persistent infections resistant to antibiotic treatment are caused by biofilms. In view of these persisting infections, beside
antimicrobial therapy, more affective and sophisticated technologies are needed to prevent clinical biofilm formation. In this paper,

the new antibiofilm strategies for the prevention and control of detrimental biofilms are reviewed.

Klinikte, antimikrobiyal ajanlarin kullanimiyla ilgili sorun-
lar, daha hizli etki eden ve bilinmeyen yan urinler
Uretmeyen yeni dezenfektanlara ihtiyacin ortaya ¢ikma-
sini  saglamistir. Dezenfeksiyon patojenik  mikro-
organizmalarin defedilmesi ya da kimyasallarla (6rnegin,
klorinasyon) ya da fiziksel (6rnegin; filtreleme, UV
radyasyonu) yollarla etkinliginin yok edilmesi, bdylece
infeksiyon riskinin azaltiimasidir. ideal bir dezenfektanin
genis bir antimikrobiyal etkinliinin olmasi gerekmek-
tedir, bununla beraber nontoksik olmali ve irritasyon
yaratmamalidir (1). Ayrica dezenfeksiyon ylzeyiyle
uyusmali, hazirlanmasi ve kullanimi kolay olmali, stabil,
ucuz, kolay bulunabilir olmali ve kéti kokmamalidir. Yine
de hicbir antiseptik veya dezenfektan ideal degildir ve
belirtilen  kriterler bakimindan uygun olmayabilir.

Dezenfektanlari g farkli kategoriye ayrilmistir: (a) uzun
sure maruz kalmalarda endosporlara karsi etkili, yuksek
etkili dezenfektanlar; (b) tuberkillosidal olan ama spor-
sidal olmayan orta etkili dezenfektanlar; (c) bakteriyal
endosporlari, tiberkiloz ya da kiguk, lipit olmayan RNA
viruslarini (6rnegin, enterovirus) tamamen yok etmeyen
dusuk etkili dezenfektanlar (2). Varolan dezenfektanlarin
etkilerinin arttirilmasi ya da vyenilerinin tasarlanmasi
Uzerine surekli galismalar yapilmaktadir. Ayni etkideki
antimikrobiyal Uriinlerin farkli etkinlik dereceleri goste-
recek sekilde uriin formullerinin degistiriimesiyle, anti-
mikrobiyal maddelerin etkinligi, yuksek oranda arttirila-
bilecektir. Etkinlik pH'dan, deterjan dodasindan, emoli-
yantlar ve himektantlardan, iyonik dogasindan ve
surfaktant gesidinden etkilenebilmektedir (1).
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Bakteriler cogu yerde yasayabilen organizmalardandirlar
ve bunlarin her yerde bulunmalari insanlarin onlarla
surekli temas halinde olmasini gerektirmektedir. Klinik
acidan énemli patojenlerin son 10-15 yil icinde, antibi-
yotik direnci giderek artmistir. Antibiyotiklerin insanlarda
fazla kullanimi ¢oklu direng gelistiren bakterilere yol
acmistir. Bu durum ginimdizdeki bakteri kontrol yontem-
lerini zora sokmaktadir. Bu nedenle gelecek igin yeni ve
daha etkili antimikrobiyal ajanlara ihtiya¢ oldugu,
bakterilerin kontrolii ve yok edilmesi i¢in yeni teknikler
gerektigi aciktir (1).

Biyofilmler yeterli nemin bulundugu yuzeylerdeki hticre
disi matriks (EPS)'de bulunan mikro-organizma topluluk-
laridir. Klinik biyofilmlerin bliyimesi sonucunda saglikla
ilgili ciddi problemler ortaya ¢ikabilmektedir. YUzeydeki
biyofilmler nedeniyle ortaya c¢ikan bakteri geligiminin
antimikrobiyallerle tedavisi daha zordur ve tehlikeli
infeksiyonlarin olusmasina yol agar. Biyofilmlerin buyu-
me paternleri, boyutu ve olusumu substrat yapisina,
kompozisyona, mikro-organizma turine ve diger
faktorlere baghdir (1).

Biyofilm icindeki bakterilerin direngliligini arttiran birgok
neden vardir. Bunlar (a) biyofilm icindeki hicrelere
dezenfektanin nifuzunun egellenmesi, (b) dezenfektan
ve biyofilm arasindaki kimyasal etkilesim, (c) mikrogev-
renin kurulumu, (d) pargalayici enzimlerin (ve nétralize
eden kimyasallarin) uretimi, ya da (e) hicreler ve
biyofilm arasinda genetik degis tokustur. Fakat biyofilm-
den alinan ve sivi kultlirde tekrar kiltir edilen bakteriler,
genelde o turiin “normal” planktonik hiicrelerinden daha
dayaniksizdirlar (1).

Klinik ekipman ve implantlarda olusan 6&zellikle
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus
gibi organizmalarin olusturdugu biyofilmler, infeksiyon-
larin ana nedenlerinden biridir (3). Istenmeyen biyofilm-
leri temizlemek icin belirgin sistemlere uygulanabilen
bazi teknikler vardir (4, 5). Bunlar arasinda (a) mekanik
temizleme, (b) antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, (c)
6nemli besinlerin kaldirilmasi ile biyofilm geligsimini
engellemek, (d) mikrobiyal yapismalari engellemek, ve
(e) biyokutle gikariminin desteklenmesi bulunmaktadir.
Mekanik temizleme ve antimikrobiyal ajanlar en c¢ok
kullanilan y6ntemlerdir. Mekanik temizleme pahali
olabilir, clinkli genelde alet kullanimi ve ciddi miktarda is
glcl gerektirir. Kirlenmis bdlgeye ulasilamamasi gibi
bazi durumlarda da kullanilamaz. Biyosit ve dezenfek-
tanlarin  kullanimi, biyofilmdeki mikro-organizmalarin
antimikrobiyal ajanlara karg! direng olusturmasi duru-
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munda etkisiz kalabilir (5, 6). Biyofilmin gerekli besin-
lerden mahrum birakilmasi yoluyla temizlenmesi ve bu
stratejinin etkinligini belirleme Uzerine ¢alismalar devam
etmektedir (6). Bu strateji ortamdaki besinlerin kontrol
edilemedidi durumlarda ve ortamlarda kullanilamamak-
tadir.

Biyofilmin ayrilmasini destekleyen stratejiler, Gzerinde en
az durulanlardir (5). Biyofilm temizliginde biyofilm
matriksinin  fiziksel butinligini  bozmak, biyofilm
temizliginin 6nemli oldudu tibbi ve endustriyel iglemler
igin gekici bir alternatiftir. Bu yaklagim, ekolojik dengeyi
bozma egiliminde olan toksik antimikrobiyal ajanlarin
kullaniimasinin azalmasi ile bir avantaj saglayacaktir (7).

Biyofilmlerin ~ 6nlenmesinde  bugliin  konvensiyonel
uygulamalara alternatif olarak daha yiksek EPS
parcalama kapasitesine ve verimine sahip mikro-
organizmalarin kesfi Uzerinde bazi c¢alismalar vardir.
Boylece, EPS’leri pargalayabilme yetenegdine sahip
bakterilerin, istenmeyen biyofiimlere karsi potansiyel-
biyopargalama ajanlari olarak kullanilabilmeleri mimkin
olacaktir. Bununla beraber, EPS’yi pargalayan bakteriyal
polisakkarazlar ve proteazlarin daha detayli taran-
masilyla, zararli biyofimler i¢in dezenfektan ve temizleme
ajani olarak kullanilabilecekleri suphesizdir (8). Hatta
silikon kateterler Gzerindeki birka¢ Candida tiri ve
Saccharomyces cerevisiae biyofilmini inhibe edici ajanin
yine Candida hucrelerinin olusturdugu bir biyofilm oldugu
bildirilmigtir (9).

Leroy ve ark. (10) tarafindan, biyofilm olusturucu deniz
mikro-organizma veya makro-organizmalarinin direngli-
liklerinden dolayi, d&ldurilmesinden ziyade enzimatik
olarak biyofilm matriksin (EPS’nin) parcalanmasi ile
adhezyonun inhibisyonu  onerilmistir. Hicre  digi
polimerik matriksin yapiskanliginin enzimatik olarak
giderilmesiyle biyofilm kontrol stratejilerinin mumkin
olabilecegi kinetik bir modelin Onerildigi modelleme
calismasiyla da ortaya konulmustur (11).

Biyofilm matriksi ¢cok sayida heteropolisakkarit igerir. Bu
nedenle EPS’lerin seker igeriginin tayini ve tim sekerler
icin ayri enzimatik aktivitenin eklenmesi 6nemlidir.
Zararl biyofilmlerle micadelede EPS’nin pargalanmasi
icin spesifik polisakkarazlarin proteazlar, lipazlar ve
glikoproteazlar ile uygulanmasinin avantaji daha fazla-
dir. Yine proteazlarin kullanimiyla yizeylere sivi akigi ile
tasinan organik biyofauling de énlenebilecektir (12).

Gunumuzde yeni antimikrobiyal hedeflerin saptanmasina
yonelik arastirmalar arasinda, bir bakteri toplulugu
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icindeki hticrelerin birbirleri arasindaki iletisimin engel-
lenmesi  konusundaki caligmalar, henliz pratige
yansimamis olsa da, gelecek i¢in umut vaadetmektedir.
Quorum Sensing (QS) adiyla bilinen ve bakteri hiic-
resinin ayni topluluk igindeki tirdeslerinin yogunlugunu
algilamasi ve bunun sonucunda topluluk igindeki tiim
bireylerin ko-ordine bicimde davranis degisikligi goster-
mesi olarak tanimlanabilecek bu o0zellik ¢ok sayida
Gram-pozitif ve Gram-negatif mikro-organizmada sap-
tanmistir. Bu mekanizmanin farkh bigimlerde inhibisyo-
nunun antibak-teriyal etki gosterebilecegine dair gbzlem
ve kanitlar vardir (13).

Bakterilerde slime Uretimi ve/veya biyofilm olusumu gibi
virulans faktérlerde etkili genlerin ekspresyonunun
engellenmesinin  klinik agidan o6nemli bir strateji
olabilecegi kabul edilmektedir (14). Bu amagla, 6rnegin.
Pseudomonas aeruginosa’da AHL sinyal molekdillerinin
tahrip edilmesi veya sentezlerinin inhibisyonu veya
LuxR/AHLkompleksinin olusumunun blokaji ile QS
inhibisyonu yeni bir tedavi sekli olusturabilecektir (14-
16). Quorum-Quenching (QQ) olarak ifade edilen bu
yaklasim, mikro-organizmalar arasi sinyal iletisimini
bozarak mikro-organizma topluluklarinin kontrol altinda
tutulmasini  hedefler (17-19). Bu amagla Ulzerinde
calisilan molekdllerden halojenlenmis furanon tirevleri
en ¢cok umut vaadedenler arasindadir. Delisea pulchra
adi verilen bir deniz yosunu tarafindan uretilen dogal
maddeler olan halojenlenmis furanonlar, bu yosunlarin
bakteriler tarafindan kolonize edilmesini 6nlemektedir.
Bu tipte furanon tlrevlerinin gesitli bakterilerde biyofilm
Uretimi dahil cesitli AHL-araciigi ile gelisen virulans
faktorlerinin sentezini engelleyebildigi gosterilmistir. Bu
molekillerin temel etki mekanizmasi LuxR proteininin
parcalanmasini artirmasi olarak saptanmistir. Ne yazik
ki furanon tlrevleri insan ve diger memelilerde toksik etki
gOstermektedir. Ancak temel etki mekanizmalarindan
hareketle toksik olmayan yeni turevlerin elde edilebilmesi
icin galismalar sirmektedir. Bazi ¢alismalarda makrolit
antibiyotiklerin P. aeruginosa’da AHL sentezini baskila-
diklar gosterilmistir. Ornegin, eritromisin P. aeruginosa’da
hemaglitininlerin, proteaz, hemolizin sentezini ve AHL
sinyallerini baskilamaktadir (14). Ancak bu antibiyotik-
lerin QS mekanizmasinin hangi asamasinda etkili
olduklari heniiz bilinmemektedir. Benzer sekilde, bu
antibiyotiklere karsi gelisen direncin, antibiyotigin QS
inhibe edici etkisi Uzerinde yaratacadi etki de bilinme-
yenler arasindadir. Heniiz pratie yansimamis olsa da
QS regilasyonu ve QQ cgalismalari araciligiyla antibak-
teriyal etki elde edilmesi biyofilmlerin engellenmesinde
disltndlmektedir (19).

Cilt 22, Sayi 4, Ekim 2008

Biyofilm matriksinin polisakkarit igerigi biyofilmin stabi-
litesini belirleyen 6nemli faktérlerden biridir. Ornegin,
polianyonik EPS’ler metal iyonlariyla etkilesime girebilir.
Demir gibi bazi metaller biyofilm matriksi icerisine dahil
edilerek matriksin stabilizasyonunda katkida bulunabi-
lirler (20). Yakin zamanda yapilan bir calismada (21),
memeli bagisiklik sistemi tarafindan Uretilen ve demir
baglayici 6zelligi bulunan laktoferrinin P. aeruginosa’'nin
biyofilm yapabilme yetenegdini ortadan kaldirabilecegi
gosterilmisgtir. Bazi su bitkileri biyofilm olugmasini
engelleyen bilesikler salgilamaktadir (22, 23).

Biyofilmin pargalanmasi icin enzimler de kullanilabil-
mektedir. Fakat biyofilmdeki hiicre disi polisakkaritlerin
cesitliligi nedeniyle biyofilmlerin pargalanmasi amaciyla
birden fazla enzim etkinligi gerekebilir. Ylzeydeki ve
kapali borularda biyofilm bakterilerinin kontroll bilinen bir
yontemdir. Aslinda, borularda ve proteinin kontakt lens-
lerden c¢ikarilmasi igin proteazlar kullaniimaktadir.
Enzimlerin bakteriyal biyofilmler (zerinde kullaniimasi
yine de sinirhdir, bu biraz da kullanimi sinirhlik goster-
mektedir. Enzimler Uzerindeki etkiyi ©6lgen kantitatif
yontemlerin eksikligi ve farkli enzim etkinliklerine ulagi-
min zorlugu da kullanimlarini kisitlamaktadir. Monokom-
ponent enzimlerin biyofilmler Uzerinde kullanilabildigi
bilinmektedir. Yine de biyofilm matriksindeki heterojenite
monobilesik enzimlerde kullanimini sinirlamaktadir (24).

Klinik agidan dnemli mikrobiyal biyofilmler olan dental
plaklarin iki ticari enzim preparasyonu ile in vitro mua-
melesi sonucu pargalanmasi ve 6nlenmesi saglanmistir.
Calisma, yapismayi saglayici glukanlarin sentezinin
engellenmesi, sentezlenen polisakkaritlerin yapigkan
Ozelliginin giderilmesi ve enzimlerin dental plak kontrol
ajani olarak kullanihiriginin tayini agisindan 6énemlidir
(25).

Uygulamada enzimlerin; ultrasonik uygulamalar, selat-
layici ajanlar, sirfaktanlar gibi ylzey aktif maddeleri ve
enzim stabilize edici diger antibiyofiim etkenlerle
kombine halde kullaniimalari 6nerilmektedir (26, 27).
Biyofilm pargalanmasini arttirici antibiyofilm ajanlar
Tablo 1’de listelenmistir. Yapilan bir ¢calismada (27), 10
sn 40 kHzZ'lik ultrason uygulamasi tek basina Escherichia
coli ve S. aureus civik matriksleri Uzerinde sirasiyla
%49+5 ve %3915'lik, enzim sollsyonlar ve selatlayici
ajan (EDTA) ilavesiyle ise sirasiyla %75+4 ve
%100£15’lik daha yilksek giderim saglamistir. Ozellikle
metal, cam paslanmaz ¢elik, plastikten yapilmis
endustriyel yuzeylerdeki tutunucu bakteri EPS’lerinin bu
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Tablo 1. Biyofilm pargalanmasini arttirici antibiyofilm ajanlar (11, 24, 29)

Ajan

Orijin Substrat

Bilgi

Enzimler

Ham seliilaz

Lactococcus lactis

Trichoderma viride

subsp. cremoris B40'In
(Maxazyme CL2000)

defosforillenmis ve kismi

EPS ¢esitli enzim preparasyonlari ile inkiibe edilip
parcalanma icin analize alinmigtir. Ham enzim-
hazirlama testlerinde, tek bir enzim spesifik etki

preparasyonu deramnozillenmis EPS’si gostermitir.
Tek bakteriyal tiirden olugan Faj glikanazlar gok spesifiktir. Enzim aktivitesi faj-
. . Enterobacter agglomerans GFP  duyarli tek tiirden olusan biyofilmlere ilave edildigi
Polisakkarit . . . . . e A ) )
depolimeraz Bakteriyofaj biyofilmleri ve K .pneumoniae zaman gozlemlenmistir. Bir polisakkaraz ile 60 dk
P G1’in de bulundugu iki-tiirden muamele 2 tlrden olusan biyofilm adhezyonunda
olusan biyofilmler %20’lik azalma meydana getirmistir.
P. aeruginosa strainlerinin aljinat liyazi agir Gretimi
yabani tipten daha yiiksek bulunmustur. Bunun yaninda
" . Pseudomonas . . o . . I oy
Aljinat liyaz . P. aeruginosa aljinati diger galigsmalar; P. aeruginosa filminin yapilanmasi icin
aeruginosa .. ; ) L -
ajinat liyazin ilavesinin kopmalara neden olmadigini
gostermistir.
Hiicre agregasyonu BuylUme igin genellikle gok elverisli olmayan kosullar
Agregasyon o . . R A TN
c . . araciliglyla Methanosarcina  disagregataz akivitesi ile iliskilendirilmistir.
engelleyici Methanosarcina mazei . . .
. mazei heteropolisakkarit
enzim i
kapsulu
Arthrobacter viscosus’dan izole edilmis hiicre igi
karboksilesteraz (EC 3.1.1.1)'dan gelen asetil kalintilari;
) ksantandan, aljinattan, glikoz pentaasetattan, sellobiyoz
Genis Bakteri polimerlerinden oktaasetattan, A.viscosus tarafindan tretilen hiicre disi
spesifiteye Cok gesitli bakteriler gelen agil parcaciklari ve polisakkaritten, deasetillenmis p-nitrofenil propiyonattan,
sahip diger esterler. naftil asetattan, izopropenil asetattan ve triasetinden
esterazlar gelen asetil kalintilarini ortadan kaldirmistir.
Esterazlar bir biyofilm yapisinin fiziksel 6zelliklerini
degistirebilmektedir.
Soliisyondaki A .actinomycetemcomitans biyofilminden
hucrelerin kopmasina ve A. actinomycetemcomitans
Degisik bakteriyal tiirlerin yiginlarinin disagregasyonuna neden olabilmektedir.
Dispersin B Actinobacillus biyofilmleri igin bir adhezyon Dispersin B ile S. epidermidis biyofilmlerinin muamelesi;

(veya DspB)

actinomycetemcomitans ~ faktoru olarak poli-b-1,6-

GIcNAc

EPS matriksin disollisyonunu ve yiizeyden biyofilm
hicrelerinin kopmasina neden olmaktadir.

E. coli, S. epidermidis, Yersinia pestis ve P. fluorescens
tarafindan biyofilm olusumunu bozmaktadir.

P. aeruginosa

DNaz ilk treme fazindaki biyofilmlerin olusumu igin

Ticari L . . P. aeruginosa’'nin kapasitesini etkilemistir. Olugan
DNaz | (Sigma-Aldrich) blyof!ImIerlnden hicre dig! biyofilmler DNaz’in varligindan oldukga az
DNA'lar . : .
etkilenmiglerdir.
Celik ve polipropilen
substrat yuzeyindeki
S. aureus, S. epidermidis, Pektineks UltraSP (Novo Nordisk A/S, bir goklu enzim
P. fluorescens ve ) preparasyonu) herhangi bir belirli bakterisidal
Enzim Ticari P. aeruginosa biyofilmleri aktivitesiz paslanmaz gelik Gzerindeki biyofilmlerdeki
karigimi Tiikiirik kapl hidroksiapatit bakte‘riyal hi.Jc.reIe.rin saylsmlﬂazaltmlstlr.‘Pektingks.
substrat yiizeyindeki Ultra’nin aktivitesi; baglica hiicre disi polisakkaritlerin
S. mutans, Actinomyces pargalanmasidir.
viscosus ve Fusobacterium
nucleatum biyofilmleri
230 infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection)
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Ajan Orijin Substrat Bilgi
Diger ajanlar
Selatlayici P. aeruginosa biyofilmi veya  Mutanaz ve dekstranaz hidroksiapatit'ten agiz igi
ajanlar mukoid P. aeruginosa’dan pladi uzaklastirmada kullaniimistir, fakat bakterisidal
aljinat degillerdir (Novo Nordisk A/S)
Bir kalsiyum-spesifik selatlayici ajan olan EDTA,;
P. aeruginosa biyofilminin mikrobiyal aktiviteyi
P. aeruginosa bivofilmi veva etkilemeksizin hizli ve blyuk pargalar olarak
NaCl, CaCl? - aerug Y , Y kopmasini saglamaktadir. EDTA ve diger selatlayici
2 mukoid P. aeruginosa’dan : LS -
veya MgCl aliinat ajanlar aljinat jel dayanikhhginin azalmasini
! saglamaktadir. EDTA, P. aeruginosa ve Klebsiella
pneumoniae’nin (heriki tird igeren) biyofilmlerinin
sUispansiyonunun viskozitesini azaltmistir.
Sodyum tuzlari ve selatlayici ajanlari igceren gesitli
slime dispertantlarinin kullanildigi denemeler, aljinat
jel dayanikliiginin sodyum tuzlar tarafindan
p . selatlayici ajanlarin kullanimi ile gézlenenden daha
N . aeruginosa ve . " h
Biyosur- . az da olsa azaltildig1 saptanmigtir. Zarar gérmemis
K. pneumoniae’nin iki P . .
faktanlar N e . biyofilmin NaCl, CaCl, veya MgCl, ile muamelesi;
tirden olugsmus biyofilmleri o L T L
toplam biyofilm proteininin belirli bir ylizdesinin hizla
kopmasi ile sonuglanmistir. Ortamin iyonik
dayanikliigini arttirarak biyofilm yapiskanhgi
azaltiimaktadir.
Toplam biyofilm proteininde azalma g6zlenmistir.
Muhtemelen biyofilm matriksin ¢apraz baglanmasi ile
} P. aeruginosa ve iligkili hidrofobik iligkileri bozmaktadir. Ure ile
Ure K. pneumoniae’nin iki muamele; biyofilm siispansiyonunun viskozitesinde

tirden olugsmus biyofilmleri

%46’lik bir azalma saglamistir. Hidrojen baginin
biyofilme gapraz baglanmasinda rol oynadigi
distnlimektedir.

idrar yolu infeksiyonlari, Kuzey Amerika'da yilda 10
milyon olgu ile gbézlenen, c¢ok yaygin hastaliklardir.
Uretra kateter ve stentleri gibi tibbi malzemelerle
kombine oldugunda, bu infeksiyonlar ciddi sorunlara yol
acabilir, hatta 8lime kadar gidebilirler (31). Infeksiyon
islemleri patojenlerin cihaz ylizeyine yapismasi ve
biyofilmlerin olusmasiyla gelisir, bunlar da antibiyotik
tedavisine karsi direnglidirler (32).

Son yillar iginde klinik ekipmanda biyofilm blyimesinin
engellenmesi igcin bazi stratejiler onerilmistir; bunlar
arasinda topik antibiyotik kaplamalari, kateterizasyon
suresinin kisaltilmasi, cerrahi olarak i¢cine manset yerles-
tirilmis kateter kullaniimasi ve kateteri antimikrobiyal
ajanlarla kaplamak gelmektedir (33). Yine bakteriyal
hicre duvari sentezinde etkisi olan enzimler, antibiyofilm
ajanlarin tasarlanmasinda kullanilabilir. Bu enzimlerden
birisi de peptidoglikanlarin ve lipopolisakkaritlerin Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilerde bir prekirsér olan
etkin nikleotit seker UDP-GIcNAc asetiliransferazin
biyosentezinde etkisi olan N-asetil-D-glukozamin-1-fosfat
(GlmU)tr. Dahasi, UDP-GIcNAc E. coli ve
S. epidermidis biyofilm olusumunda etkili olan B-1,5-N-
asetil-D-glukozamin polisakkaritinin sentezinde de is
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gormektedir. GImU asetiltransferaz ve uridiltransferaz
etkinliklerine sahip, bifonksiyonel bir enzimdir. Asetil-
transferaz etkinligi tiole 6zel reaktiflerin varliginda durur,
ornegin, iyodoasetamit ve N-yerine gelen maleimitler
gibi. Yakin tarihte, tiole 6zel reaktif grubundan olan
GImU enzim inhibitdrlerinin bakteriyal patojenleri etkisiz
hale getirdigi saptanmigtir (33).

N-yerine gelen maleimitlerin antibiyofilm etkinligi izerine
yayinlanmig bir bilgi bulunmamaktadir. Bugin, iodo-
asetamit, N-etilmaleimit ve maleimit analoglar gibi GImU
inhibitdrlerinin kateterlerle iligkili Gropatojen antibiyofilm-
lere kargi etkin oldugu belirlenmistir (34).

intravaskiiler ve Uriner kataterler gibi klinik ekipmanlar,
kemoterapétik ajanlarla muamele, hemodiyaliz ve Uriner
inkontinans gibi bazi saglik islemlerinde kullaniimak-
tadirlar. Bu aparatlar modern tipin énemli pargalari
olsalar da, bunlar ayni zamanda mikrobiyal bulasmaya
son derece agclktirlar. Mikrobiyal patojenler kateter
ylizeyine bulasarak genelde yiksek dozda geleneksel
antimikrobiyal ajanlara dayanikli olan ¢ok hticreli biyofilm
topluluklari olustururlar (33, 34).

Kateter implantlar bazi faktérler nedeniyle mikrobiyal
bulasima aciktirlar. Oncelikle, kateter implantasyonu
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Tablo 2. implant kateterlerin mikrobiyal kontaminasyonlari ve infeksiyon sikliklari (13, 35)

infeksiyon

Kateter-iligkili mikrobiyal kontaminasyonlar

Kateter-iligkili infeksiyon oran
araligi

Candida spp. (%31)
E. coli (%19)

Enterococcus spp. (%14).
P. aeruginosa (%10) ve diger Gram-negatif basiller

Kateter-iligkili Griner sistem
infeksiyonlar (uretra kateterleri) (%10)

Klebsiella spp. (%9)

%10-%50

Koagllaz-negatif Staphylococcus (%3)

S. aureus (%1)

Koaglilaz-negatif Staphylococcus (%30-%40)

S. aureus (%10-%20)

Streptococcus spp. (%10-%15)
E. coli (%5-%10) ve diger Gram-negatif basiller (%7-

16)
Periton-diyaliz iligkili peritonit
(peritoneal diyaliz kateterler)

Pseudomonas spp. (%5-10)
Funguslar(6zellikle Candida spp.) (%2-%10)

%20-%50

Enterococcus spp. (%3-%6)

Anaeroplar (%2-%5)
Diger (%3-%7)
Negatif kiltlr (%10-%20)

Koagililaz-negatif Staphylococcus (%31)

S. aureus (%18)
intravaskaiiler alet-iligkili kan P. aeruginosa (%18)
infeksiyonlari (periferik damar
kateterler, arteriyel kateterler,
santral vendz kateterler, hemodiyaliz

kateterleri)

Candida spp. (%6)

Enterococcus sp. (%4)
Digerleri (%14)

Enterik Gram-negatif basiller (%14)

Corynebacterium spp. (%5)

%0.2-%0.4 (periferik venéz
kateterler icin)

%18-%22 (uzun-dénem santral
venoz kateterler igin)

genelde derinin koruyucu bariyerini bozar, bu da viicu-
dun ilk savunmasinin aglimasi demektir. Ayrica, konak
canliya vyerlestirildikten sonra, kateterin dis yuzeyi
mikrobiyal yapismay! destekleyen proteinlerle kaplanir.
Yerlestiriimis abiyotik malzemelerin antimikrobiyal bagi-
sikhk tepkilerini durdurarak mikrobiyal biyofilm olusumu
icin uygun bir ortam hazirladigin dair kanitlar da vardir.
Klinik implantlarla yasayan hastalarin bagisikhigi genelde
zayiftir ve bu nedenle bakteriyal olusumlara uygundurlar
(13).

Kateterlerin kendileri de birkag¢ yoldan, genelde kateterin
viicuda sokuldugu bélgedeki dogal florayr bozan mikro-
organizmalar ile infeksiyon olusturabilirler (Tablo 2).
Mikro-organizmalarin kateterin dis ylizeyine bulasi kate-
teri vicuda sokarken tlneli takip ederek hedefe
ulagtiklari disunulur. Kateterlerin ayrica sivinin hastalikl
inflzyon solusyonlarinin aktigi lumen kisimlarina bula-
sabilir, bu da patojen mikroplarin damarlara kadar hizl
bir sekilde ulasmasina yol acacaktir. Bu senaryolarda,
kateterle ilgili biyofilmler ilk kolonizasyonun dogal gelisim
adimlarindandir. Hastalikh  biyofilm bundan sonra,
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genelde antibiyotiklere direncli olan rezervuarin biyi-
mesine ve hastada infeksiyon yaratmasina yol acacaktir
(13, 35).

Kateterle iligkili kan infeksiyonlarinin bilinen antibiyo-
tiklerle tedavi edilmesi oldukga zordur, 6lim oranlari
%12 ila %25 arasindadir. Nitekim, mikroplarla infekte
kateterlerin ¢ikarilmasi genelde tek olasi
Antibiyotiklerle yapilan etkisiz tedavi; yatalaklik stresini
uzatmakta, saglik calisanlarinin etkin mudahalesini
zorunlu kilmakta ve genelde yillik hastane harcama-

tedavidir.

larina dokuz milyar dolardan fazla ek masraf yaratmak-
tadir (35). Bu sorunu gidermek igin ¢cok sayida teknoloji
geligtiriimektedir; bu teknolojiler klinik aparatlarda
biyofilm olusumunu engellemek (zere her biri kendi
avantaj ve taktiklerini kullanarak g¢alismaktadirlar. Bu
calismalar genel olarak iki kola ayrilabilirler: bakterisidal
ya da bakteriyostatik ajanlar bulunduran biyofilm
olusumunu engellemek, ve (36) mikrobiyal yapisma
islemini engelleyen nonbakteriyal antibiyofiim ajanlarla
biyofilm olusumunu engellemektir (13).
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Tedaviler: Bakterisidal ve bakteriyostatik yaklagimlar

Mantiksal olarak, kateterlerdeki bakteri kolonilerini ve
bunlarin biyofilm olusturmalarini engellemenin en basit
yontemi, kateteri genis spektrumlu antimikrobiyal
ajanlarla kaplayarak bakteri Gremesini bakterisidal ya da
bakteriyostatik mekanizmalarla durdurmaktir. Burada,
antimikrobiyaller profilaktik olarak kullanilirlar, aparat
Uzerindeki biyofilm olusumunu ilk mikrobiyal patojene
kadar temizlerler. Bu genel yaklasim klinikte en gelisen
yontemdir. Bazi anmikrobiyal ajan tasiyan aparatlar
gunumuzde klinik ve diger alanlarda kullaniimaktadirlar
(37).

Yine de bu yaklasim teknik sorunlar igcermektedir.
Kaplayici ajan medikal ekipmanlarin fizikokimyasal
Ozellikleri bozmamalidir. Kateterler istenilen kayganlik,
uzunluk ve konuk dokuya uygunluk Ozelliklerine sahip-
tirler ve bunlar iglevini degistirmeden ciddi sekillerde
degistirilemezler. Ayrica, her cihazin yeterli antimikro-
biyal ajanla kaplanmasi, bdylece malzemenin kullanimi
boyunca bakterisidal ya da bakteriyostatik 6zelliklerini
korumasi saglanmalidir (38).

Bu yaklasimlar farkli derecelerde kolay olmayan bir
uygulamadir. Ornegin, satistaki bir santral damar kate-
terin (CVC) politretan duvarlari minosiklin ve rifampinle
kaplanarak mikrobiyal kontaminasyon &énlenmek isten-
mistir (38). Kaplanmamis kateterlere goére daha etkin
oldugu, kateter kolonizasyonunun %26’dan %8’e
dustugu ve kateterle iligkili kan infeksiyonlari sikhidinin
azaldig belirtiimigtir. Bununla ilgili bir endise de antibi-
yotiklerin bu sekilde profilaktik kullaniminin nozomikal
ortamdaki bakterilerde antibiyotik direncini arttirma
olasihgidir. Antibiyotiklere direngli mikroplarin ticari
kullanimindaki antibiyotikleri igceren kateterlerden dolayi
direng kazanmalari Uzerine heniz bir ¢alisma yapilma-
missa da, bu olgu CVC ve diger implantlarda topik
antibiyotiklerin  kullaniimasi durumlarinda goézlemlen-
mistir (39).

Bu asilama teknigi disinda, DiTizio ve ark. (40)
siprofloksasinin lipozomal hidrojele yiklendigi, bunun da
Foley kateterlerinin dis (nonlumenal) yiizeyine baglan-
digi bir yontem aciklamiglardir. Bu antibiyotik yUkli
hidrojeller yedi glin in vitro bakterisidal salinim yapa-
bilmig, fakat tavsan modellerinde ¢ok etkili olmamis ve
bakteri olusumunu sadece 1.8 giin engelleyebilmiglerdir
(40).

Diger calismalar farkli i¢ ve dis ylzeyi olan ve yaklagik
bir yil boyunca etkili olabilen bir antimikrobiyal salgilayan
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bir minosiklina/rifamoin rezervuarina sahip silikon kate-
terler Uzerine yapilmistir (37). Bu kateter tasarimi da
sadece in vitro olarak test edilmistir (37).

Ramoplanin, dikloksasilin, klindamisin ve triklosan gibi
diger bazi antibiyotikler de kateter kolonizasyonuna karsi
denenmisler, ancak kateterlerin antimikrobiyal kaplama-
lari sadece klasik antibiyotiklerle sinirlandiriimamistir. Bu
amagcla kullanilan nonspesifik antimikrobiyal maddeler
de bulunmakta, 6rnegin, gimuls sulfadiyazin, nitrofu-
razon, klorhekzidin ve kuaterner amonyum tdrd
benzelkonyum klorit gibi. Antibiyotik bazli yaklagimlar
gibi, genel hedef bu antiseptiklerin genis spektrumlu
antimikrobiyal etkileri ile kateterlerde biyofilm olusumunu
engellemektir. Bu yaklagimlarin teorik avantajlarindan
biri, derin prokaryotik cevrelere ulasabilmeleri ve klinik
aparatlarda fungal biyofilm olusumunu da engelleyebi-
lecek olabilmeleridir (41). Genelde bu yaklagimlar
gelisim bazinda antibiyotik bazli yaklagimlara benzerler;
nitrofurazon, giimus, klorhekzidin ve benzalkonyum kap-
lanmis kateterler de satilmaktadirlar. Yine de, nons-
pesifik antiseptik yaklasimlar fikir olarak gelecek vaat
etseler de, en iyi sonuglar bile kateterlerde antiseptiklerin
antibiyofilm ajanlari olarak kullaniimalarinin sinirhhigini
ortaya koymustur. Konu ile ilgili olarak, Darouiche ve ark.
(42) yaptiklari bir arastirmada, CVC’ler gumis, stulfa-
diyazin ve klorhekzidin kombinasyonuyla kaplanmiglar
ve kateterle iligkili kan infeksiyonlarini engellemekte
benzer antibiyotik kaplilardan daha az etkili olmuslardir.
Ayrica, gumus-oksit kapli kateterlerin bazi hasta
gruplarinda kateterle iligkili infeksiyonlarda (CAUTI) etkili
oldugunu gdsteren bazi kiigiik klinik galismalar olsa da,
daha bulylk aragtirmalarda CAUTI gimis kaplamanin
kaplanmamis  implantlardan daha etkili oldugu
istatistiksel olarak ortaya konulamamigtir (42).

ikinci yaklasim, kateter yiizeyinin bakterilerin kolonizas-
yonuna elverigsiz olmasi igin kovalent yizey dizenle-
meleri yapilmasi Uzerinedir. Bu kovalent modifikasyon
teknolojilerinin birgodu kateter yiizeyinin sonsuza kadar
antimikrobiyal ajanlarla kaplanmasi, bdylece diger
kateterlerden ayrisan antimikrobiyal bilesiklerin gecici
etkinliginin dezavantajlarinin yasanmamasi disuntlmuis-
tur (13). Antimikrobiyal etkinligi ¢cdziinen amonyum tirev-
lerinin membran bozucu etkisine benzeyen 3-(trime-
toksisil)-propildimetilokta-desilamonyum klorit (QAS) ile
kullanilan silikon plastik yizeyler buna 6rnektir. Biyofilm
inhibe eden etkiler in vitro olarak gdzlenmis olsa da,
QAS kapli silikonlarin antimikrobiyal etkileri genis spek-
trumlu degildir, sadece yapisik Gram- negatif organiz-
malarda orta derecede azalma saglamis ve in vivo
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incelemelerde etkinligi dismustir. Bu gozlemler klinik
aparatlarda in vivo degisiklikler yapildiginda beklenen
sonuglar gdstermistir. insan dokusuna yerlestirildiginde,
klinik aparatlar hizli birgekilde hicre disi matriks
proteinleriyle ve diger bipolimerlerle kaplanirlar. Bu
nedenle kovalent kaplanmis amonyum fonksiyonel
gruplari in vivo kosullarda hizli bir sekilde kaplanacak-
lardir, bu da antimikrobiyal fonksiyonlari durdurarak
ylUizeyi biyofilm olusumuna agik hale getirecektir. Bundan
otlru, kovalent baglh antimikrobiyal ajanlarin konugun
matriks kaplamasinin diginda etkili olmasini saglayan bir
teknoloji ¢cikmadig slrece, elisyon bazli antimikrobiyal
teknolojinin Gstinligind koruyacagi kesindir (43).

Antimikrobiyal kapli kateterler, kateterlere bagh infek-
siyon oranlarini duglrseler de mikrobiyal biyofilm
olusumunu engelleme kapasiteleri su anda kisithdir.
Gelecek caligmalar, buyitk olasilikla, lokal konsantras-
yonlari arttirmaya ve kullanilan antimikrobiyal ajanlarin
kullanim slresini uzatmak Uzerine olacaklardir. Bu
calismalar bir dereceye kadar basarili olsalar da,
geleneksel bakterisidal ve bakteriyostatik yaklagimlarin
yerine gececek alternatif teknolojiler Uzerinde ¢alismalar
devam etmektedir (13). Bu yaklasimlar, temel olarak
nonbakterisidal olup mikrobiyal badlanma ve fenotipik
hiperdiren¢ degisimleri Gzerine yodunlasmistir.

Olasi gelecek teknolojileri: Nonbakterisidal
antibiyofilm yaklagimlar

Mikrobiyal biyofilmlerin EPS’si, antimikrobiyal ajanlarin
penetrasyonunu ve fagositik bagisiklik hucrelerinin
fonksiyonlarini etkileyebilmektedir (44). Ayrica, biyofilm
topluluklari genelde yavas buydlrler ve bu nedenle
etkinlik igin hizlh biylimeye ihtiya¢ duyan hucreler kadar
antibiyotiklere karsi savunmasiz degillerdir. Son yillarda,
biyofilm ve planktonik hucreleri karsilastiran proteomik
ve genomik caligmalar, bakterinin biyofilm biylime
fazina girmeleri durumunda prokaryotik fizyolojik prog-
ramda olusan degisiklikleri incelemigtir. Bu degisimlerin
de bahsedilen hiperdirence katkisi oldugu dusunul-
mektedir (13).

Bu bilgiler 1s1§inda, kateter kolonizasyonunu ve kateterle
iligkili sistemik infeksiyonlari engellemek igin diger bir
yontem de diflize olabilen kateteri kaplayan antibiyotik
bilesiklerle patojenik mikro-organizmalarin kateter yuze-
yine yapismalarini engellemektir. Bu tir bilesiklerle
kaplanan klinik ekipmanlar ve cihazlar normalde kalici
sistemik infeksiyon yaratan biyofilm rezervuarlarini
temizleyecek, istilaci bakterilerin hem bagisiklik siste-
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mine hem de geleneksel antibiyotik tedavilerine karsi
savunmasiz birakacaktir. Bu teknolojinin gelistiriimesi
icin yapilan galismalar heniiz yenidir (13).

Antibiyofilm ajanlarin Uretilmesi lzerine genel yaklagim-
lardan biri bu adhezinlerin dizgin yapisini bozmak
Uzerine bilesiklerin bulunmasidir. Staphylococcus aureus
ve Staphylococcus epidermidis gibi Gram-pozitifler
tarafindan vaskiiler kateterlerde sik gorilen kontaminas-
yonlar i¢in, baglanmada énemli olan bilesiklerden biri de,
sentezi ica gen yigini tarafindan kontrol edilen hiicreler
arasi adhezin olan polisakkarittir (PIA). Tekrarli N-
suikkinil-B-1-6-glukozamin alt Unitelerinden olusan bu
polisakkarit in vitro oldugu kadar infekte-CVC hayvan
modellerinde de biyofilm olusumu igin 6nemlidir (45).
Onceden agiklanan anti-infeksiyon calismalar PIA'nin
as! bazli terapilerde antijen olarak kullaniimasina yonelik
olsalar da, PIA biyosentetik enzimleri Staphylococcus
kokeli kateter enfeksiyonlari yok eden kiigiik molekiler
antibiyofilmler olarak kullanilabilirler (13).

Gram-negatif patojenler durumunda, biyofilm olusumu ile
ilgili toksisite fonksiyonlarini diizenleyen adhezinler, Tip |
ve Pap piluslari olarak isimlendirilen multimerik prote-
inlerdir. Bu piluslari olugturan pilin alt Gniteleri Gram-
negatif tlrler arasinda farkllik gosterse de, yapimlari
ayni olup PapD diizgiin pilus olugumu igin énemlidir. Bu
nedenle antibiyofilm ajan dizayni igin olasi diger bir
yontem de yapim asamasini hedeflemektir. Bu durum
Tip | ve Pap pilin alt tnitelerinin karboksil uglarinin tim
PapD homologlarinda bulunan ve degismez bir bdlgeye
baglaniyor olmasi ile kuvvet kazanmaktadir. Bu bilgi
kullanilarak, pilisitler olarak adlandirilan, pilin karboksil
ucu gibi davranarak PapD ve pilin alt Uniteleri arasindaki
etkilesimi bozan, bir seri pisidinon tirevi uretilmistir.
Pilisit mimetikleri henliz in vivo incelenmiglerse de,
bunlarin Gram- negatif biyofiim olusumuna karsi
kullanilabilecegi de dustnllmektedir (46).

Bakteriyal biyofilmin geleneksel tanimi genelde bu
topluluklarin mikroskobik gérinimlerinden alinmigtir, bu
da biyofilmlerin genelde besinleri ve atiklari tasiyan sivi
kanallarindaki hucrelerde bulunan biyopolimer icerikli
mikrokolonilerden olugtuklarini géstermektedir. Bu yuk-
sek derece mikroskobik yapiyl dustnlrsek, biyofilm
olusum isleminde hucreler arasi sinyallerin etkisini
arastiran calismalarin sayisinin bu kadar fazla olmasi
sasirtict degildir. Ornegin, P. aeruginosa biyofilmleri las
yeterlilik-algilayan bir sinyalleme sistemi ile dagilabilen
hiicreler arasi sinyal molekili N-(3-oksodedkanol)-L-
homoserin laktonun sentezini kontrol ederek uygun
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biyofilm yapisini olustururlar, bu da benzer bir meka-
nizmanin diger Gram- negatif patojenlerde de olabilecegi
fikrini ortaya koymaktadir. las sistemi hiicre yogunlugu,
toksisite gibi bazi fizyolojik fonksiyonlari kontrol edebilen
bakteriyal yeterlilik-algilayan sistemlerden biridir. Bu
sinyal sistemlerine etki edebilen, bdylece biyofiim
olusum iglemini etkileyebilen bilesiklerin bulunmasi ve
tanimlanmasi Uizerine bazi galismalar yapilmaktadir (47).

Baz yeterlilik-algilayan sistemleri bozdudu saptanan bir
bilesik sinifi da mikrobiyal kolonileri uzak tutmasiyla tGnli
bir deniz algi olan Delisea pulchra’nin dogal furanon-
laridir. Bu dogal furanonlar B. subtilis, E. coli, ve P.
aeruginosa’ya karsi in vitro antibiyofilm islevi gérmek-
tedirler. Bu bilegikler antibiyofilm etkilerini prokaryotik
spektrumda genisce kullanabiliyorlarsa, bunlar biyofilm-
lere kars! klinik implantlara yerlestirilebilirler (48).

Artik tek hicreli bakterilerin aralarinda iletisim kurabil-
diklerini ve degisen ortama birlikte ayak uydurabildiklerini
biliyoruz. Cogunluk-yeterlilik algilamasi olarak da bilinen
QS, birgok durumda, gen ekspresyonu ve bakteri
topluluklari arasi fonksiyonel koordinasyonda énemli bir
rol oynamaktadir (49). QS bakterileri gézlemler ve kigik
sinyal molekdillerinin konsantrasyonuna gére salinirlar.
Bu hiicre yogunluguna baglidir ve bdylece hedef
genlerin ekspresyonu duzenlenir. Son yillarda birgok
bakteriyal hiicre-hlcre iletisim sinyali kesfedilmistir,
bunlardan baslicalari agilhomoserin lakton (AHL), siklik
tiyolakton (AIP), hidroksil-palmitik asit metil ester
(PAME), furanosilborat (Al-2) ve metil dodesenoik asit
olup (DSF) bunlar bakteriyal toksisiteyi etkilerler (50). QS
fenomeni sadece prokaryotik aleme 6zgu degildir; tek
hicreli 6karyotik mantar patojenleri de QS sinyalleri
kullanarak biyolojik fonksiyonlarini diizenlemektedirler.
Yakin zamanda patojen mantar Candida albicans’in
farnezoik asit (FA) Ureterek mantar toksisitesi icin 6nemli
olan miselyum olusumunu dizenledigi kesfedilmistir
(51). Bu QS sinyalleri arasinda, AHL’ler en belirgin
hicre-hiicre iletisim sinyalleridir. Her biri akil yan zin-
cirinin yedegi olan veya uzunluklari degisen bir duzine-
den fazla AHL tlrevi, Gram-negatif bazi bakterilerde
géralmustir. Genelde bu bakteriler kendilerine ait bir QS
sistemine sahiptirler. Bu sistemlerin iki merkezi pargasi
vardir, LuxR-tip (R) regulatér ve Luxl-tip (I) proteinler
sinyal reseptori ve AHL sentazi olarak is gorrler.
Dugsuk populasyon yogunlugunda, bakteriler temel
seviyede AHL sinyali Uretirler ve bunlar hicrelerden
salinirlar. Yeterli bir AHL konsantrasyonuna erisildiginde,
sinyal veren molekdiller R-AHL kompleksinin R proteini
ile etkilesime girerler; bu hedef ilerleticiyle etkilesim
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saglar, hedef genlerin ekspresyonu uyarilir. AHL sinyal-
lerinin bazi biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
etkisi oldugu bulunmustur; 6rnegin biyoliminesans,
antibiyotik Uretimi, plazmit transferi, toksisite ve biyofilm
olusumu. AHL sinyali Urettigi bilinen birgok bakteri tlri
bulunmaktadir ancak bunlarin biyolojik fonksiyonlari
heniiz aydinlatilamamistir (50).

Prokaryot-prokaryot ve prokaryot-dkaryot etkilesimler,
dogal ekosistemde yaygin olarak gorilirler. Birgok
bakteri tlrinin, toksisite gibi, QS koordine toplumsal
biyolojik etkinlikleri kullanarak rekabet avantajlarini
arttirdigini dislindrsek bu rekabetgilerin mikroplarin QS
sistemini devre disi birakarak avantaj saglama Uzerine
bazi mekanizmalari olmasi da mantiklidir. Son yillarda
hem prokaryot hem de Okaryot taraftan, farkli kaynak-
larda yeterliligi bozan enzim ve inhibitorler gorilmustr.
Bu enzim ve inhibitérler yeterlilik bozma, antipatojenik ve
sinyallesmede anahtar molekdllerdir (50).

Prokaryotlardaki yeterlilik bastiran (QQ) enzimler

Bulasici bakteri hastaliklarindan korunmak igin QS'’in
uygun bir hedef olup olmadigi arastinlirken, Erwinia
carotovora, Erwinia chrysanthemi, Erwinia stewartii,
Pseudomonas aruginosa ve Xenorhabdus nematophilus
gibi bitki ve insan (ve hayvan) patojen bakterilerinin
toksisiteleri icin AHL QS sinyallerine bagdimli oldugu
bulunmustur. Bir AHL sinyali konsantrasyonu toksisite
gen ekspresyonu igin anahtar rol oynadigi i¢in, patojen
bakterilerin Urettigi AHL sinyallerinin azaltiimasi Uzerine
bir strateji gelistiriimektedir. aiiA geni tarafindan kod-
lanan yeterlilik bastiran bir enzim ilk defa Gram-pozitif
Bacillus tirine ait bir toprak bakterisinde goérilmistir,
bunun bir AHL-laktonaz oldugu sonradan belirlenmistir
(17). aiiA'nin tanimlanmasindan kisa bir sire sonra,
Leadbetter ve Greenberg (52) Variovorax paradoxus’a
(VAI-C) ait tek enerji ve azot kaynadi olarak AHL
molekdllerini kullanan bir tir bulmuslardir. Variovorax
paradoxus’un AHL metabolik karisiminda homoserin
lakton bulunmasi bakerinin AHL-acilaz Uretebildigini
disindurmistir (52), fakat AHL-acgilaz gen kodlamasi
klonlanmis ve tanimlanmis durumdadir (50).

Benzer sekilde, AHL-pargalayici enzimler Urettigi bilinen
dider bakteril izolatlari ve tlrleri toprak, bitki ve biyofilm
ornekleri ile laboratuvarda bakteri kiltirlerinde saptan-
mistir (53, 54). QQ (yeterlilik bastiran) enzim etkinligi
simdiye kadar en az 10 bakteri tlriinde goésterilmis ve
kaydedilmistir, bunlar arasinda doért Bacillus tirg,
Agrobacterium tumefaciens, Arhrobacter tirleri ve
V. paradoxus da bulunmaktadir (Tablo 3). AHL-
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pargalayici enzimleri kodlayan genler birgok durumda
klonlanmis ve tanimlanmislardir. Bu bakteri cinsleri,
(Arthrobacter sp.), Firmicute (Bacillus sp.) ve
Proteobacteria (A. tumefaciens, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, Ralstonia sp. ve V. paradoxus)dir.
Belirtlen bu genis dagihm, AHL-pargalama genlerini
kodlayan enzimlerin birgok prokaryot organizmada
bulunabilecegi olasilidini dogurmustur (50).

Bu bakteriyal tirlerin taksonomik dagilimi ayrica
Urettikleri AHL-parcalayici enzimlerindeki sira farkhlik-
larini da ortaya cikarmktadir. Ralstonia sp. XJ12B ve
P. aeruginosa PAO1 AHL-acilazlari sadece ortalama bir
homolojiye sahip olup peptit seviyesinde %39 benzerlik-
leri bulunmaktadir (53). Benzer sekilde, farkli bakterilerin
AHL-laktonazlarinin amino asit kompozisyonlari da
blyuk degisiklikler géstermektedir. Filogenik analizler bu
prokaryotik AHL-laktonazlarinin iki gruba ayrilabilecegini
gOstermistir. aiiA grubu Bacillus sp. tirinden tim AHL-
laktonazlari igerir, bunlar arasinda %90 peptit sirasi
homolojisi vardir (54). attM grubu A. tumefaciens,
K. pneumoniae ve Arthrobacter sp. enzimlerini igerir ve
bunlar peptit siralamalarinda %30-58 benzerlik gosterir-
ler. Sasirtici sekilde, iki gruptaki AHL-laktonazlari
%25'ten az homolojiye sahiptir, érnegin, aiiA ve attM,
ama hepsi AHL etkinligi icin dnemli oldugu bilinen en
yliksek derecede korunmus HXDH~H~D motifini
icerirler. Bulgular, AHL-latonazlari arasinda olan yiksek
derecede korunmus katalitik bir mekanizmaya isaret
etmektedir (17).

Okaryotlardaki AHL-pargalayici enzimler

Okaryot konuklar da diizenli olarak mikrobiyal
patojenlerle karsilastidi igin, daha yliksek organizmalarin
da patojenik istilacilarin QS sinyal sistemlerini etkisiz
hale getirmek icin mekanizmalar dUretti§i ya da
dizenledigini dustnebiliriz. Simdiye kadar dkaryotik olan
sadece iki tur AHL-pargalayici enzim bulunabilmistir
(Tablo 3). Yeni bir ¢calisma, ortak porsin bébrek agilaz I'in
(EC 3.5.14) C4-HSL ve C8-HSL deagilazi yaparak L-
homoserini Uretebildigini géstermistir. Enzim kisa zincir
molekilleri tercih etmekte, nitekim C8-HSL deagilasyonu
C4-HSL'ninkinin 6 kati zaman almaktadir. Enzimin
genelde agcil zincirinin 3. pozisyonunda bulunan diger
dogal AHL sinyallerine karsi etkin olup olmadigi bilin-
memektedir. Dahasi, bunun AHL’lere karsi biyolojik
etkinligi supheli, nitekim bu enzim asidik ve nétr pH
durumlarinda C4-HSL'ye karsi ¢ok yavas bir etkinlik
gbstermektedir (55). Yine de, bir BLAST aramasi ile
domuz bdbregi agilaz | genelde 6karyotlarda korundugu,
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ornegin fare, sican ve zebra baliginda bilinmektedir;
fakat bu organizmalarda yeterlilik bastiran enzimin etkisi
ise hala aydinlatilamamistir. Greenberg ve ark. (56)
tarafindan degisik hayvan hiicresi gozlemleriyle ilgili
bulgular elde edilmistir. Hiicre hatlarindaki aiiA geninin
transgenik ekspresyonunu test ederken, kontrol hiicre
hatlarinda yiksek bir AHL-inaktivasyonu fark edilmigtir
(56). Sonraki galismalar, enzim etkinliginin farkli solu-
num vyolu epitellerinde farklilk gosterdidini ortaya
ctkarmistir (57). Enzim; C6-HSL ve 30C12-HSL'yi inak-
tive edebilmis, fakat C4-HSL'yi edememistir. 30C12-
HSL'yi inaktive edebilme 6zelligi hicre tiriine gore
farklihk goéstermektedir; insan akcigerlerinden A549 ve
insan kolonundan CaCo-2 hiicreleri gibi patojenlere
maruz kalma olasilidi yuksek olan dokularin en yiksek
QS sinyali inaktivasyonu 6zelligi gosterdigi saptanmistir.
Daha yeni calismalar ise, 30C12-HSL parcalama
etkinliginin en ¢ok PON genlerinde kodlanan para-
oksonazlara bagh oldugunu gdstermektedir (56). Bu
bulgu sasirtici olmayip, insan para-oksonazlarinin lakto-
naz etkinligi 30 farkh non-AHL tipi laktonla gosterilmistir
(58). Ayrica, PON enzimleri ilag metabolizmasi ve
sinirlerin detoksifikasyonu gibi diger bazi 6nemli fizyolojik
hidrolik etkinlikleri de gdstermektedir (59). QS sinyal-
lerinin inaktivasyonu arttk PON enzimlerinin bilinen
biyolojik fonksiyonlarindan biri olarak sayiimaktadir.

Tablo 3. Prokaryot ve Okaryotlarda AHL-pargalayici enzimler
(50, 52, 53, 55-57)

Tir Gen
Prokaryotlar

Enzim

Bacillus sp. 240B1 aiiiA AHL laktonaz

B. thuringiensis aiiiA AHL laktonaz
homologlari
B. cereus aiiiA AHL laktonaz
homologlari
mycoides aiiiA AHL laktonaz
homologlari
B. anthracis aiiiA AHL laktonaz
homologlari
Agrobacterium tumefaciens aftM, aiiB AHL laktonaz
Arthrobacter sp. IBN110 ahlD AHL laktonaz
Klebsiella pneumoniae ahlK AHL laktonaz
/ariovorax paradoxus VAI-C - AHL agilaz?
’seudomonas strain PAI-A pvdQ AHL agilaz
P. aeruginosa PAO1
Ralstonia strain XJ12B aiiD AHL agilaz
Okaryotlar
insan (dis epitel) PONs Laktonaz
Porsin (bébrek) ACY1 Acilaz |
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AHL-parcalayici enzimlerin biyoteknolojik ve
farmasoétik kullanimlan

Patojen bakterilerin QS eksigi mutantlarin toksisite gen
ekspresyonu bulunmadigi ve zararsiz hale geldikleri (60)
dislndlirse, bakteri infeksiyonlarinin durdurulmasi igin
mikrobiyal patojenlerin QS sinyallerinin engellenmesi
uygun bir yoldur (61). QQ enzimlerin ve yeterlilik
bastirma inhibitdrlerinin bulunmasi, bu degisik stratejinin
kullanilabilirliginin ~ Olglilmesinde  veri  saglamistir.
E. carotovora ve P. aeruginosa, yani insan ve bitki
patojenlerindeki yeterlilik bastiran enzimlerin ekspres-
yonu, AHL-laktonaz veya AHL-agilazdan ayri olarak,
bunlarin tosisitelerini biylk oranda azaltmistir (53).
Yapilan bir galismada (62), aiiA genini dizenleyen
E. carotovora veya P. aeruginosa tutiin ya da nematot
Caenorhabditis elegans’a karsi toksisitelerini yitirmis-
lerdir. Daha ilginci, AHL-laktonaz tanimlayan transgenik
bitkiler etkin bir sekilde bakteriyal QS sinyallerini durdu-
rabilir ve bakteri toplulugu yogunluguna bagli infeksiyon-
lari yok edebilirken kontrol bitkileri ciddi hastalik semp-
tomlari gostermektedirler (62). Bu sonuglar disaridan
tanimlanan AHL-pargalayici enzimin, fizyolojik olarak
alakal konsantrasyonlarda QS sinyalini engellemekte ve
patojenlerin QS’ye bagl toksisite gen ifadesinde etkili
oldugunu gostermistir. Hastaliga bagisik “R” genlerinin
ekspresyonu ciddi Grlin ve biyokitle sorunlari ¢ikarsa da,
yeterliik bastiran mekanizmalarla bitkinin savunma
sistemlerinin entegrasyonu patojenik istilacilara kargl en
mantikli korunma mekanizmasi olacagi siphesizdir (63).
Bu nedenle, bu yeterlilik bastiran enzimleri kodlayan
genler, bitkilerde hastalik direnci yaratma konusunda
blylUk umutlar vaadetmektedir.

QQ enzimler mikrobiyal enfeksiyonlarin biyokontroli igin
yeni bir antagonist olabilirler. Bacillus thuringiensis,
Arthrobacter sp. ve P. fluorescens gibi bazi dogal ve
yapay AHL-laktonaz Ureticiler, E. carotavora patojeni ile
karsilastiklarinda patateslerde yumusaklik ya da ciddi
gurime semptomlari gdésterirler. Bunun tersine, AHL-
laktonaz (retmeyen B. thuringiensis ve yabani-tir
P. fluorescens biyokontrolde daha az etki gostermek-
tedir. Antibiyotik Uretimi bakteri ya da mantar hasta-
liklarin biyokontroliinde en fazla kullanilan mikrobiyal
antagonizm mekanizmasidir. QS’nin bulunmasi, biyo-
kontrolde yeterlilik bastirma mekanizmasinin toksisite-
sinin diizenlenmesi igin kullanilacak yeni bir mekanizma
ortaya atmistir (54).

igingtir ki, AHL-pargalayici enzimler ayrica AHL-bagimli
QS bakterilerinde de gdzlenmigtir. Onceki bélimlerde
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anlattigimiz gibi, AHL-laktonaz ve AHL-agilazi kodlayan
genler A .tumefaciens ve P. aeruginosa’da tanimlanmis
ve incelenmistir. Agrobacterium tumefaciens’in attM'si ile
kodlananan AHL-laktonaz, sadece bakteriyal hucre
blyimesinden duragan faza gegildiginde gortlmektedir
(54). Gen ekspresyonunun molekiler mekanizmasinin
daha fazla incelenmesi, erken QS sinyali pargalayi-
cilarinin etkinlestiriimesinde yeni yollarin tanimlanmasi
ve tasarlanmasi igin kullaniimahdir. QQ enzimlerin
farmasoétik  kullaniminda potansiyel uygulamalarinin
aydinlatilmasi i¢in enzim gdnderimi, stabilitesi, etkinligi,
toksisitesi ve yan etkileri konularinda bilinmeyen pekgok
sey bulunmaktadir. Yine de AHL-parcalayici laktonazlar
insan hiicrelerinde de bulundugu ve galistigindan dolayi
(Tablo 3), AHL-pargalayici insan viicuduna “yabanci” bir
fonksiyon degildir. Dahasi, AHL sinyallerinin parcgalan-
masi ile birlikte, PON enzimleri de koruyucu etkiler
kazanmaktadir. aiilA ve attM yiginlarinin oksidasyona
karg! benzer koruyucu rolleri olup olmadiginin ve bu QQ
enzimlerin koruyucu terapoétik proteinler olup olamaya-
caklarinin belirlenmesi dnemlidir (50).

Sonug

Varolan bakterisidal-temelli teknolojilerin higbiri  Klinik
biyofilmlerin olusmasini tam olarak engelleyememek-
tedir. Tabii varolan teknolojilerin birlestiriimesi ve 6zel-
likle implant temelli kateter kdkenli bakteri infeksiyonlari
durduracak etkiye cikariimasi mimkindir. Ornegin,
antiseptik ve antibiyotik yUkli kombine yaklagimlarin
kullanimi, yaklasimlarin tek basina kullanilmasindan
daha etkilidir. Yine de bu yaklagsim mevcut teknolojinin
sinirlamalarini tam olarak kargilayamamaktadir. Bura-
daki ilk konu, geleneksel antibiyotiklere kargi elde edilen,
genetiksel bakteri direncidir; bu durum nonantibiyotik
ekipmanlar igin bir anti-enfektif teknoloji ihtiyaci dogur-
maktadir. ikinci konu da mevcut antibiyotik tedavilerine
direnci icermekte yani biyofilm bakterilerinin planktonik
benzerlerine gore epigenetik antibiyotik direnglerinin
daha yilksek olmasidir. Bu ikinci konu implantlarla iliskili
infeksiyonlarin diizeltiimesi kargisindaki en ciddi sorun
olabilir.

Bu konularin ¢dziimlenmesi icin diger bir ydéntem de
biyofilm mikro-organizmalarinin bilinmeyen fizyolojilerinin
arastiriimasi olabilir. Biyofilm fizyolojisinin anlagiimasi,
bakterilerin mikrobiyal yapismalarini oldugu kadar bu
topluluklarin  dis ortamdan korunarak nasil hayatta
kaldiklarini da ortaya koyacaktir. Bu tur caligsmalar
nihayetinde biyofilm bakterilerinin ¢esitli ortamlarda
temizlenmesini saglayan mekanizmalara  sahip
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bilesiklerin belirlenmesini hedeflemektedirler. Bdyle bir
antibiyofilm yaklagim ile, mikrobiyal patojenler konugun
antimikrobiyal bagisikhk sistemine ve geleneksel
antibiyotik tedavisine karsi korunmasiz birakilabilirler.

Biyofilm bakterilerinin konvensiyonel yontemlerle (antibi-
yotikler, dezenfektalar, biyositler, antimikrobiyal ajanlar
vb.) éldirilmesi genellikle etkili olamamaktadir. Antimik-
robiyallerin ylksek dozlari gerek c¢evresel (gevresel
donguleri olumsuz yonde etkiler) gerekse klinik agidan
(hastalar Uzerinde toksik etki gosterirler) tercih edilme-
mektedir. Biyofilmi tamamen yok etmenin klasik yontem-
lerle mimkiln olamayacagi agiktir. Kontamine tim klinik
aparatlar ve implantlarda biyofilm olusumunun kaginil-
maz oldugu, olugsan EPS’nin ve biyofilmin, bakterileri
kalkan gibi koruyacagdi ve bakterilerin biyofilm yapisina
katildiginda genetik deg@isimlere ugrayabilecekleri siphe-
sizdir.

Klinik olarak antibiyotiklerin bilingsiz ve gereksiz kulla-
nimlarinin  patojenik biyofilm organizmalarinin neden
oldugu infeksiyonlarin inatgiliklarini arttirici  6zellik
gOsterecegi kacginiimazdir. Bu nedenle uzun vadede
istenmeyen biyofiimlerden kaynaklanan sorunlarin
onlenmesi ya da 6nemli dlglide kontrol altina alinma-
sinda: (a) klinik sistemler ve ekipmanda biyofilm
olusumuna izin vermemek igin biyositlerin biyodispersan-
lar, biyosurfaktanlar gibi ¢esitli antibiyofilm maddelerle ya

KAYNAKLAR

da fircalama gibi mekaniksel islemlerle birlikte uygu-
lanmasi daha avantajli olacaktir. Bdylece mekanik
temizlik yaninda daha etkili mikrobisidal temizlik s6z
konusu olacaktir, (b) Cevresel sistemlere biyositler
tarafindan gelebilecek zarar, biyofilmin temel iskeleti
olan EPS matriksin yani slime-tabakanin mikro-orga-
nizmalar tarafindan kullanimi gibi biyolojik ve enzimatik
yontemler ile giderilmesiyle en aza indirilebilecektir, (c)
Slime-tabakanin yapigkanimsi jel 6zelliginin giderilmesi
amaclyla enzimlerin selatlayici maddelerle kombinas-
yonu biyofilmlerle micadeleyi daha da etkin kilacaktir,
(d) Gerek klinik gerek diger biyofilmlerin olusumunu
engelleyebilmek amaciyla; bugiin yeni bir yaklagim olan
QQ ile QS molekillerinin Uretiminin onlenmesi, parca-
lanmasi veya inhibisyonu, QS sinyalinin alinmasinin
onlenmesi stratejileri Uzerinde durmak o6nemlidir. Bu
amagla insan ve ekolojik agidan toksik 6zellikte olmayan
yeni QQ bilesiklerinin sentezi gerekmektedir, (e) Yuzey-
lere mikrobiyal ¢ekimin azaltilmasi veya yok edilmesi
amaclyla tesislerde mimkin olan en uygun ve 6nerilen
kalitede ekipman ve implant malzemesi kullanmak
yerinde olacaktir, (f) klinik sistemlerde diizenli araliklarla
iyi bir bakim hizmeti saglamak, bakim programlarini
aksatmamak mikrobiyal birikimin engellenmesi ve diren-
cin gelismemesi agisindan 6nemlidir.
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