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ÖZ

Biyofilmler. gerek tıbbi cihaz ve biyomateryaller üzerinde 
gerekse konakçı epitel hücreleri ve mukozal yüzeylerde 
oluşabilen ve pek çok farklı hastalıkta rol oynayan mikro-
ekosistemlerdir. 

Biyofilm oluşumunu belirleme yöntemleri, biyofilm 
enfeksiyonlarının engellenebilmesi için oldukça önemlidir. 
Biyofilm oluşumunu saptamada sıklıkla kullanılan 
kolorimetrik esaslı yöntemlerin çeşitli dezavantajları 
bulunduğundan, standart, hızlı ve güvenilir yöntemlere 
gereksinim duyulmaktadır. Biyofilm saptama amacıyla da 
kullanılabilen çeşitli yeni teknolojiler geliştirilmiştir. 
Bunlar arasında, elektrik akımına dirençteki değişimin 
saptandığı “gerçek zamanlı hücre analizi” yöntemi, 
kızılötesi ışınların penetrasyonundaki değişimin ölçüldüğü 
“fiber-optik sensör” yöntemi ve biyofilm matriks 
komponentlerini saptamaya dayalı “luminisan konjue 
oligotiyofen” yöntemi umut vadetmektedir. Bu yöntemler 
ile daha duyarlı, hızlı ve kantitatif olarak biyofilm yapısı 
belirlenebilmektedir. 

Planktonik hâldeki bakterilerin antibiyotik direncinin yanı 
sıra, biyofilm yapısından kaynaklanan direnç, biyofilm 
enfeksiyonlarında tedaviyi daha da zorlaştırmaktadır. 
Biyofilm direncinin multifaktöriyel bir olay olduğu ve 
birden fazla mekanizmanın eşzamanlı etkisiyle ortaya 
çıktığı düşünülmektedir. Derlememizde, bakteriyel 
biyofilmlerin oluşumu ile bunu etkileyen faktörler, biyofilm 
saptama yöntemleri, biyofilm enfeksiyonları ve biyofilm 
direncinde rol oynayan etkenler incelenmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyofilm, biyofilm saptama, antibiyotik 
direnci

ABSTRACT

Bacterial Biofilms: Detection Methods and Role in 
Antibiotic Resistance

Biofilms are micro-ecosystems that can occur on medical 
devices and biomaterials, or on host epithelial cells and 
mucosal surfaces, and play a role in many different diseases.

Methods for determining the formation of biofilm are very 
important for preventing biofilm infections. Since 
colorimetric methods which are frequently used to detect 
biofilm formation have various disadvantages, there is a 
need for standard, rapid and reliable methods. Various new 
technologies have been developed that can also be used for 
biofilm detection. Among these; “real-time cell analysis” 
method that detects the change in resistance to electric 
current, “fiber-optic sensor” method in which the change 
in penetration of infrared rays is measured, and 
“luminescent conjugated oligothiophene” method based 
on detecting biofilm matrix components are promising. 
With these methods, the structure of biofilm can be 
determined more sensitively, quickly and quantitatively. 

In addition to the antibiotic resistance of planktonic bacteria, 
resistance that results from the biofilm structure, further 
complicates treatment of biofilm infections. It is thought that 
the biofilm resistance is a multifactorial event and multiple 
mechanisms occur simultaneously. In this review, the 
formation of bacterial biofilms and factors affecting them, 
biofilm detection methods, biofilm infections and factors that 
play a role in biofilm resistance are examined.

Keywords: Biofilm, biofilm detection, antibiotic resistance

GiRiş

Mikrobiyoloji alanında yaşanan gelişmelerin 
ışığında, günümüzde çeşitli enfeksiyon hasta-
lıklarının patogenezinde mikroorganizmaların 
planktonik formlarının yanı sıra mikrobiyal 
biyofilmlerin önemli rol oynadığı 

bilinmektedir(1). Doğal çevrede sık rastlanabi-
len bir mikrobiyal yaşam formu olan biyofilm, 
çeşitli mikrobiyal türlerin çevresel etkenler-
den korunmak ve yaşamsal faaliyetleri açısın-
dan elverişli ortamda kalabilmek adına oluş-
turdukları bir mikro-ekosistem olarak 
tanımlanabilir(2).
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Mikroorganizmaların kendi ürettikleri organik 
ekzopolisakkarit yapılar aracılığıyla, canlı veya 
cansız bir ara yüzeye, geri dönüşümsüz olarak 
tutunmaları sonrasında oluşturdukları biyofilm 
yapısı, mikroorganizmaya konak savunmasından 
kaçış, antibiyotiklere direnç açısından avantaj sağ-
lamaktadır. Su arıtma tesisleri, endüstriyel su 
soğutma kuleleri gibi cansız ortamlarda biyofilm 
oluşumu, bakteriyi pek çok dezenfektana, pH deği-
şimi ve kuruluğa dayanıklı hâle getirmektedir(2,3).

Yüzeylerde mikrobiyal biyofilm oluşumu, uzun 
yıllardır araştırılmakta olup, günümüzde kronik 
doku hasarıyla seyreden pek çok bakteriyel 
enfeksiyonda majör etkenlerden birisi olarak 
kabul edilmektedir(3). İntravenöz kateterler, imp-
lantlar, kalp kapakçıkları, kontakt lensler gibi 
farklı tıbbi araç ve biyomateryaller üzerinde 
oluşan biyofilmler sonucu gelişen enfeksiyonlar 
hastalarda ciddi terapötik sorunlara neden 
olmaktadır(4). Kronik bakteriyel enfeksiyonların 
%80’inden fazlası biyofilmler ile ilişkilendirilir-
ken nozokomiyal enfeksiyonların %65’inden de 
biyofilm yapısının sorumlu olduğu çalışmalarla 
ortaya konmuştur(1). Ayrıca, biyofilmler yalnızca 

klinik olarak değil çevresel ve endüstriyel ortam-
larda da sorunlara neden olabilen yapılardır.

Biyofilm oluşumu

Bakteri hücreleri doğada planktonik formda 
bulunabildikleri gibi canlı veya cansız bir yüze-
ye adezyon sonrası çoğalarak mikroorganizma 
toplulukları hâlinde de bulunabilir(1). Bu toplu-
luklar tek bir mikroorganizma türünden oluşabi-
lir veya farklı türde mikroorganizmaları 
içerebilir(5). Mikroorganizma topluluklarının 
oluşturduğu biyofilm yapısı, mikroorganizma-
nın kolonizasyonunu destekleyen, pH değişikli-
ği, besin yetersizliği gibi olumsuz dış ortam 
koşullarına, antibiyotik, dezenfektan madde gibi 
kimyasallara karşı dayanıklı olmasını sağlayan 
önemli bir virülans faktörüdür. Polisakkaritler, 
protein, ekstraselüler DNA, su ve iyonlar gibi 
farklı bileşenleri içeren kompleks bir yapı olan 
biyofilm yapısının oluşumu dinamik bir 
prosestir(2,6).

Biyofilm oluşumu, Şekil 1’de(7) görüldüğü gibi 
mikroorganizmanın bir yüzeye tutunması, geri 

şekil 1. Biyofilm oluşum aşamaları(7).
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Yüzüye
tutunma
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Kopma
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dönüşümsüz bağlanma, kolonizasyon ve mikro-
koloni oluşumu, kopma evreleri olmak üzere 
dört basamakta gerçekleşmektedir(4,8).

1) Tutunma: Planktonik yapıda mikroorganiz-
manın yüzeye geri dönüşümlü olarak bağlandığı 
biyofilm oluşumunun ilk evresidir. Bakteri, fla-
gella hareketi ve tutunduğu yüzeyle arasındaki 
elektrostatik ve fiziksel etkileşimler (Brownian 
hareketi) sonucu kısa sürede yüzeye tutunur(9).

2) Geri Dönüşümsüz Bağlanma: Yüzeye tutun-
muş bakterinin hücre membranındaki proteinle-
rinin uyarımı gerçekleşir ve bakteri hücreleri 
arası iletişim mekanizmaları devreye girer. 
Bakteri hücresi, ekstraselüler polimerik madde-
ler sentezlemeye başlar(4). Bakterinin türüne ve 
çevresel koşullara göre değişik yapıda olabilen 
bu maddeler biyofilm matriksinin ana bileşenle-
ri olup çoğunlukla ekzopolisakkaritler, ekstrase-
lüler DNA ve proteinlerden oluşmaktadır. Bu 
matriks ve içeriğindeki maddeler mikroorganiz-
maların birbirlerine ve yüzeye geri dönüşümsüz 
bağlanmasına aracılık eder(10).

3) Kolonizasyon ve Mikrokoloni Oluşumu: 
Yüzeye tutunmuş bakteri hücreleri bölünüp 
çoğalarak mikrokoloniler oluşturur(11). Farklı 
türden mikroorganizma topluluklarını içeren 
biyofilm yapılarında her tür kendi mikrokoloni-
sini oluşturmakta ve bu mikrokoloniler arasın-
daki kanallarla suyun ve besin maddelerinin 
difüzyonu sağlanmaktadır. Ortamdaki plankto-
nik bakterilerin de mikrokolonilere yapışmasıy-
la kolonizasyon desteklenir(12).

Yeni oluşan mikrokolonilerle bakteri popülasyo-
nu gittikçe büyür. Bakterinin etrafındaki popü-
lasyon yoğunluğunu algılamasına yarayan 
Quorum Sensing (QS) sinyal sistemi devreye 
girer. Hücreler arası iletişimi sağlayan sinyal 
moleküllerinden oluşan bu sistem, bakteri hüc-
resinde spesifik genlerin ekspresyonunu etkile-
yerek olgun biyofilm yapısının oluşumunu des-

tekler. Bu aşama aynı zamanda biyofilm fenoti-
pinin ortaya çıkmaya başladığı evre olup, mikro-
organizmanın dirençli bir yapı kazanmasıyla 
sonuçlanabilmektedir(13,14).

4) Kopma: Biyofilm oluşumu ve olgunlaşması 
sonrasında biyofilmde yer alan bakteri hücrele-
rinde genetik düzenlemeler sonucunda flajeller 
sentezlenir. Bu sayede hareketlenen bakteri hüc-
resi biyofilmin üst tabakasından koparak ayrılır. 
Kopan planktonik hücreler yeni odaklara göç 
eder. Bu durum biyofilmin yayılımına ve bazen 
yerel enfeksiyonların sistemik hâle geçişine 
neden olabilmektedir(2,15).

Bakteriler arası iletişim (Quorum sensing) ve 
biyofilm

Bir bakteri hücresinin canlılığını sürdürebilmesi 
ve patogenezi açısından, çevreden gelen uyarıla-
rı algılayarak yanıt geliştirmesi ve yeni çevre 
koşullarına uyum sağlaması gerekmektedir. 
Besin kaynağı ve miktarı, popülasyon yoğunlu-
ğu, ozmolarite, pH gibi çevresel faktörlerde 
değişiklik meydana geldiğinde bakteri bu deği-
şime adapte olmak amacıyla metabolizmasında 
birtakım düzenlemeler yapmaktadır(14). “Mini-
mum popülasyon birimi algılama” olarak belirti-
len, bakteri hücresinin etrafındaki popülasyon 
yoğunluğunu saptamasına yarayan QS sistemi, 
bu adaptasyon ve düzenlemelerde önemli rol 
oynayan bir sistemdir. QS sistemi yardımıyla, 
bakteri değişen besin kaynaklarına uyum sağlar, 
aynı besin için yarışan diğer bir bakteriyle reka-
bet edebilir ve enfeksiyon sırasında çeşitli virü-
lans faktörlerinin regülasyonunu düzenleyerek 
konak immün yanıtından kaçabilir. QS sistemin-
de yer alan sinyal molekülleri ile bakterinin bir 
odakta toplanması sağlanabilmekte ve böylece 
biyofilm yapısının temeli oluşmaktadır(16,17).

Sinyal molekülleri, bakteri tarafından normal 
koşullarda bazal seviyede üretilmektedir. 
Ortamdaki bakteri sayısının artması durumunda 
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sinyal molekülleri de belli bir eşik değere ulaş-
makta ve bu durumda hem sinyal molekülünün 
kendisinin hem de bu molekül aracılığıyla kont-
rol edilen virülans faktörlerinin üretiminde artış 
gözlenmektedir(18,19). Üretildikleri hücrenin 
metabolizması üzerinde düzenleyici etki göster-
dikleri için bu sinyal molekülleri “Otoindükle-
yiciler” olarak da adlandırılmaktadır(14,20). QS 
sinyal moleküllerinin farklı bakteri türlerinde 
bulunan birçok farklı sınıfı tanımlanmıştır. Açil 
Homoserin Lakton (AHL) sınıfı sinyal molekül-
leri Gram negatif bakterilerde, otoindükleyici 
peptidler Gram pozitif bakterilerde ve 
otoindükleyici-2 olarak bilinen moleküller hem 
gram negatif hem Gram pozitif bakterilerde en 
çok araştırılan sinyal moleküllerindendir(16,21). 
Farklı yapıdaki QS sinyal moleküllerinin oluş-
turduğu yanıtlar farklı olabildiğinden sinyal 
moleküllerindeki bu çeşitlilik, aynı türden veya 
farklı türden mikroorganizmalar arası iletişim 
açısından önem taşımaktadır(22).

QS sinyal molekülleri aracılığıyla farklı türden 
mikroorganizmalar arasında pozitif veya negatif 
yönde etkileşimler gerçekleşebilmektedir. Riedel 
ve ark.(23) farklı türde mikroorganizmalar olan 
Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia 
cepacia ile yaptıkları araştırmada her iki bakteri 
türünün AHL sinyal moleküllerine dayalı QS 
sistemine sahip olduklarını ve yine bu sinyal 
molekülleri aracılığıyla birbirlerinin virulans 
faktörlerinin sentezini desteklediklerini 
göstermiş-lerdir(22,24).

Kistik fibrozisli hastalarda, hastalığın erken 
döneminde akciğerlerde görülen Staphylococcus 
aureus kolonizasyonu ilerleyen dönemde yerini 
P. aeruginosa’ya bırakmaktadır. Qazi ve 
ark. (24) yaptıkları çalışmada bu durumun 
P. aeruginosa’nın sinyal moleküllerinin, 
S. aureus’un efektör molekülü olan RNAIII 
ekspresyonunu inhibe etmesi ve S. aureus’un 
virulans faktörlerinin oluşumunu engellemesin-
den kaynaklandığını göstermişlerdir. Sinyal 

molekülleri aracılığıyla gerçekleşen bu tür çap-
raz etkileşimlerin, mikroorganizmaların biyo-
film oluşumu başta olmak üzere farklı virülans 
faktörleri üzerinde etkili olduğu ileri 
sürülmektedir(24).

Biyofilm saptama yöntemleri

Biyofilm enfeksiyonlarının görülme sıklığının 
artmasıyla birlikte biyofilm oluşumunun kontro-
lü ve engellenmesine yönelik araştırmalar hız 
kazanmıştır. Biyofilm oluşumunun engellenebil-
mesi, direncin mekanizmalarının anlaşılabilmesi 
ve biyofilm enfeksiyonları için yeni tedavi stra-
tejilerinin geliştirilebilmesi için biyofilm oluşu-
munu belirleme yöntemleri, bu yöntemlerin 
doğru uygulanması ve yeni yöntemlerin gelişti-
rilmesi oldukça önemlidir. Günümüzde gelişen 
teknolojinin yardımıyla biyofilm oluşumunu 
saptamada çok sayıda farklı in vitro yöntemden 
ve deney hayvanlarında biyofilm enfeksiyonu 
oluşturulmasına dayalı in-vivo yöntemlerden 
faydalanılmaktadır.

Kongo kırmızılı agar yöntemi, modifiye tüp 
aderans yöntemi (Modifiye Christensen yönte-
mi), mikroplak kullanılan yöntemler biyofilm 
oluşumunu saptamada sık kullanılan yöntemler 
olarak öne çıkmaktadır. Kuru ağırlığın ve meta-
bolik aktivitesinin saptanmasına dayalı bazı 
kantitatif yöntemlerle floresan mikroskobisi, 
konfokal lazer tarama mikroskobisi ve elektron 
mikroskobisinin kullanıldığı yöntemler de 
mevcuttur(25-27).

Kongo kırmızılı agar yönteminde; biyofilm oluş-
turma özelliği araştırılacak bakterinin, içeriğin-
de belirli miktarlarda sukroz, beyin kalp infüz-
yon buyyonu, kongo kırmızısı ve agar bulunan 
besiyerine tek koloni ekimleri yapılır. Genellikle 
37°C’de 24 saat olacak şekilde uygulanan inkü-
basyon sonunda, kolonilerde oluşan renk değişi-
mine göre değerlendirme yapılmaktadır. Siyah-
koyu kırmızı renkli koloni oluşumu görülen 
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suşlar biyofilm üretimi açısından pozitif olarak, 
pembe-kırmızı renkli koloni oluşumu görülenler 
ise biyofilm üretimi açısından negatif suslar ola-
rak yorumlanmaktadır(27,28).

Standart cam tüp yönteminde belirli miktarda 
triptik soy buyyon (TSB) besiyeri içeren cam 
tüplere bakteri inokulasyonu sonrasında tüpler 
genellikle 37°C de 24-48 saat süreyle inkübas-
yona bırakılır. İnkübasyon sonunda tüp içeriği 
boşaltılarak tüplere metilen mavisi eklenir. 
Belirli bir süre beklendikten sonra tüp içeriği 
tekrar boşaltılır. Tüpün iç çeperinde boyalı bir 
tabaka varlığı biyofilm oluşumu açısından pozi-
tif reaksiyon olarak kabul edilmektedir(29).

Christensen yöntemi olarak da bilinen modifiye 
tüp aderans yönteminde glikozlu TSB besiyeri 
içeren tüplere bakterinin inokulasyonu ve 37 °C 
de 24-48 saat inkübasyonu sonrasında tüp içe-
rikleri boşaltılır ve fosfatla tamponlanmış salin 
(PBS) ile yıkanır. Her tüpe belirli ve eşit hacim-
de olacak şekilde “trypan blue”, safranin veya 
kristal viyole koyularak yavaşça karışması sağ-
lanır. Bir süre bekletildikten sonra tüp içerisin-
deki boya dökülerek tüpler yeniden boşaltılır. 
Boşaltılan tüpler kurutma kağıdı üzerinde ters 
çevrilir ve kurumaya bırakılır. Tüplerin iç çepe-
rinde renkli tabaka varlığı pozitif sonuç olarak 
kabul edilmektedir. Ayrıca rengin koyuluğu ve 
kalınlığına göre suşların biyofilm oluşturma 
kapasitesi çok güçlü, güçlü ve zayıf olarak dere-
celendirilerek değerlendirme yapılabilmektedir. 
Renk değişiminin oluşmaması ise negatif sonuç 
olarak kaydedilir. Ayrıca besiyerinin havayla 
temas ettiği kısımda boya kalıntısı olabildiği 
gibi bu durum da negatif sonuç olarak 
değerlendirilmektedir(30).

Mikroplakların kullanıldığı yöntemler, biyofilm 
oluşumunu saptamaya yönelik araştırmalarda 
çeşitli modifikasyonlarla sık yeğlenen yöntem-
lerdendir. Özellikle spektrofotometrik mikrop-
lak yöntemiyle diğer yöntemlerden daha hassas, 

spesifik ve kantitatif sonuçlar elde edilebildiği 
belirtilmektedir(25-27).

Spektrofotometrik mikroplak yönteminde genel-
likle 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanılmakta-
dır. Belirli hacimde uygun besiyeri [%1-3 glu-
koz içeren beyin-kalp infüzyon buyyon veya 
TSB), içeren mikroplak kuyucuklarına bakteri 
süspansiyonu inokule edilir ve uygun koşullarda 
inkübasyona bırakılır. İnkübasyon süresi sonun-
da mikroplaklar ters çevrilerek kuyucuk içeriği 
boşaltılır. Boşaltılan kuyucuklar yavaşça PBS 
gibi uygun bir yıkama solüsyonuyla yıkandıktan 
sonra her kuyucuğa eşit miktarda boya maddesi 
eklenir. Bu aşamadan önce metanol veya sod-
yum asetat gibi bir ajanla biyofilmin fiksasyonu 
sağlanabilir. Boyama amacıyla safranin veya 
“trypan blue” kullanılabileceği gibi sıklıkla kris-
tal viyole yeğlenmektedir. Kuyucuklara kristal 
viyole eklenmesinin ardından boyanın biyofilme 
penetrasyonu için belirli bir süre beklenir ve 
sonra kuyucuklar boşaltılarak yeniden yıkama 
işlemi yapılır. Bu aşamada kristal viyole biyo-
film içerisindeki bakteri hücrelerini boyamakta 
olup biyofilm yapısına katılmamış diğer hücre 
ve maddeler yıkama adımlarıyla uzaklaştırıl-
maktadır. Yüzeye tutunmuş bakteri hücrelerine 
ve biyofilme zarar vermemek ve doğru sonuçlar 
elde edebilmek adına yıkama işlemlerinin yavaş 
yapılması gerekmektedir. Yıkama sonrasında 
mikroplaklar oda ısısında en az otuz dakika 
süreyle kurumaya bırakılır. Kuruma sonrasında 
mikroplaklar etanol, asetik asit veya aseton gibi 
ajanlarla muamele edilir ve spektrofotometrik 
ölçüm yapan mikroplak okuyucu cihazda belirli 
bir dalga boyunda ölçüm yapılarak, her bir 
kuyucuk için optik dansite değeri belirlenir. 
Cihaz tarafından kaydedilen bu değerler, kontrol 
kuyucuklarının ortalama optik dansite değerle-
riyle karşılaştırılarak biyofilm oluşumunun var-
lığı ve derecesi saptanabilir(25,26).

Kullanılan farklı yöntemlerde çalışılan mikroor-
ganizmanın türüne göre inokulum miktarı, besi-



6

Türk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(1):1-13

yeri, inkübasyon koşulları değişebilmektedir. Bu 
durum yöntemlerin uygulanmasında modifikas-
yonları beraberinde getirmekte ve yöntemlerin 
standardizasyonunu zorlaştırmaktadır. Ayrıca in 
vitro biyofilm modellerinde ortamdaki besin 
maddelerinin azalması, konak-patojen etkileşi-
minin olmaması gibi nedenlerle elde edilen 
sonuçların in vivo ortamı tam olarak yansıtama-
dığı düşünülmektedir. Biyofilm enfeksiyonlarıy-
la mücadelede antibiyofilm ajanların ve yeni 
tedavi stratejilerinin geliştirilebilmesi için yapı-
lan araştırmalarda kullanılan klasik in vitro yön-
temlere alternatif olabilecek yeni yöntemlere 
gereksinim duyulmaktadır.

Yukarıda sözü edilen kolorimetrik esaslı yön-
temler, kullanılan boyaların penetrasyon zorluk-
ları, toksisite ve uygulama zorluğu gibi dezavan-
tajlar taşımaktadır. Gerçek Zamanlı Hücre 
Analizi (real time cell analyzer-RTCA) yöntemi 
bu alanda hızlı ve güvenilir sonuçlar verebile-
cek, kolay uygulanan bir yöntem olarak dikkat 
çekmektedir. Bu yöntemde yüzeyi altın mikro-
elektrodlarla kaplanmış özel mikroplaklar kulla-
nılır. Aderan hücrelerin yüzeye tutunması ile 
elektrik akımına karşı direnç olarak tanımlanan 
impedansta değişim olur ve bu değişim de hücre 
sayısı ve biyofilm oluşumu ile orantılıdır(31). 
Başka bir söylemle, impedans değişimi ölçümü-
ne dayalı bu yöntemde mikroelektrot taşıyan 
mikroplakalar kullanılarak biyofilm oluşumu 
gerçek zamanlı olarak izlenebilmekte ve farklı 
maddelerin biyofilm oluşumu üzerine etkinlikle-
ri değerlendirilebilmektedir. Ayrıca bu yöntemle 
elde edilen sonuçların klasik yöntemlerle uyum-
lu olduğu da belirtilmiştir(32). Benzer bir mantık-
la çalışan bir diğer yöntem de biyofilm gelişimi-
ni yine gerçek zamanlı izlemeye olanak veren 
fiber-optik sensörlerin kullanılmasıdır(33). Bu 
yöntem, fiber-optik çekirdek üzerinde gelişen 
biyofilm tabakanın, yakın kızılötesi ışınların 
penetrasyonunda değişim yaratması esasına 
dayanmaktadır. Biyofilm tabakanın kalınlığı art-
tıkça geçirgenlik yani transmitans azalmaktadır. 

Bu yöntemle biyofilm inhibitörlerinin etkisi de 
değerlendirilebilmektedir. Biyofilm oluşumunu 
belirlemede, fimbria proteini ve bakteriyel selü-
loz gibi ekstraselüler matriks komponentlerin-
den yararlanan yenilikçi bir yaklaşım daha kul-
lanılmıştır. Burada “luminisan konjuge oligoti-
yofen” molekülleri konformasyonel ve spesifik 
olarak söz konusu ekstraselüler komponentlere 
bağlanmakta ve hücrelere zarar vermeden biyo-
film oluşumunu gözlemlemeye olanak 
vermektedir(34). Bu yöntem, söz konusu ekstrase-
lüler matriks komponentlerinin oranları hakkın-
da da bilgi verebilmekte, sıvı kültürlerde, biyo-
tik ve abiyotik yüzeylerde kullanılabilmektedir.

Biyofilm enfeksiyonları

Mikrobiyal enfeksiyonların patogenezini anla-
mak amacıyla yapılan bilimsel araştırmalarda 
önceleri patojen mikroorganizmaların yalnızca 
planktonik formları dikkate alınmışsa da günü-
müzde gelişen teknoloji ve mikroskobik yön-
temler sayesinde mikrobiyal biyofilmlerin 
enfeksiyonlar açısından önemi ortaya konmuş-
tur. Biyofilm yapısı konakçı immün sistemiyle 
etkileşerek immün yanıt oluşumuna neden olan 
ciddi bir enfeksiyon ve enflamasyon etkeni ola-
rak kabul edilmektedir(35). Mikroorganizma tara-
fından çevresel stres koşullarında oluşturulan bu 
yaşam formu, biyotik ve abiyotik farklı yüzey-
lerde oluşabilmektedir. Gerek tıbbi cihaz ve 
biyomateryaller üzerinde gerekse konakçı epitel 
hücreleri ve mukozal yüzeylerde oluşabilen 
biyofilmler, kronik yara enfeksiyonlarında, kis-
tik fibrozis, endokardit gibi pek çok farklı hasta-
lıkta rol oynamaktadır(7,17,36).

Günümüzde implantlar, yapay kalp kapakçıkla-
rı, protezler gibi kalıcı tıbbi cihazların kullanı-
mındaki artışa paralel olarak biyofilm enfeksi-
yonlarının görülme sıklığı artış göstermektedir. 
İnsanlarda gelişen yumuşak ve sert doku enfek-
siyonlarının %80’inin biyofilm ilişkili enfeksi-
yonlar olduğu belirtilmektedir(7,36). Kalıcı tıbbi 
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cihazlarda gelişen biyofilm enfeksiyonlarında, 
etken mikroorganizma normal flora üyesi veya 
nozokomiyal bir patojen olabilmektedir. 
Biyofilm enfeksiyonlarında sıklıkla etken olan 
mikroorganizmalar ve ilişkili tıbbi araçlar Tablo 
1’de gösterilmektedir(17,37).

Kullanılan tıbbi araç veya biyomateryalde biyo-
film oluşumu, cihazda fonksiyon kaybının yanı 
sıra hasta için sürekli bir enfeksiyon kaynağı 
olma riski taşımaktadır. Biyofilm enfeksiyonu 
başlangıçta asemptomatik seyredebilir. Ancak 
konakçı immün direncinin düştüğü durumlarda 
akut enfeksiyon gelişimiyle sonuçlanabilmekte-
dir. Bu nedenle invaziv girişimler öncesi özellik-
le immün sistemi baskılanmış ve yüksek risk 
grubunda olan hastalarda profilaktik amaçlı 
antibiyotik tedavisi uygulanmaktadır(17,38,39).

Mikroorganizmanın planktonik formuna etkili 
olan antibiyotiğin koruyucu dozunun biyofilmde 
etkisiz kalması bu enfeksiyonların tedavisini 
zorlaştırarak mortalite riskini yükseltmektedir(17). 
ABD’de yapılan araştırmalarda tıbbi cihazlarda 
gelişen biyofilm enfeksiyonlarına bağlı ölüm 
oranları; penil implantlar, meme implantları ve 
protezlerde %1-3, santral venöz kateterlerde 
%3-8, idrar kateterlerinde %10-30 olarak belirti-
lirken, kardiyak tıbbi cihazların bazıları için bu 
oranın %25-50’lere ulaştığı saptanmıştır(37,40).

Bakteriyel biyofilmlerin yanı sıra fungal pato-
jenlerin etken oluğu biyofilm enfeksiyonlarıyla 
da karşılaşılmaktadır. Fırsatçı patojen bir mantar 

türü olan Candida albicans’ın kataterler başta 
olmak üzere çeşitli tıbbi cihazların yüzeyinde 
kolonizasyonu ve biyofilm oluşturması yüksek 
mortaliteyle seyreden kandiyazis tablolarına yol 
açmaktadır. Candida parapsilosis, Candida 
glabrata ve Candida tropicalis kateter ilişkili 
kan dolaşımı enfeksiyonlarına sebep olan diğer 
mantar türleridir(41).

Ventrikulo-pulmoner şant kullanan hastalarda 
tekrarlayan menenjitlerinin Coccidioides 
immitis’e bağlı biyofilm enfeksiyonlarıyla, pro-
tez kalp kapakçığı kullanan hastalarda endokar-
dit gelişiminin Aspergillus biyofilmleriyle ilişki-
li olabileceği ileri sürülmektedir. Candida ve 
Aspergillus biyofilmleri implant kullanan hasta-
larda gelişen enfeksiyonların %8’inden sorumlu 
tutulurken, hastanın hayatta kalma oranını 
%50’ye kadar düşürmeleriyle dikkat çekmek-
tedir(17).

Yabancı cisimle ilişkili olmaksızın canlı orga-
nizmada çeşitli koşullarda farklı dokularda, epi-
tel hücreleri ve mukozal yüzeylerde biyofilm 
oluşabilmektedir. Daha çok streptokok türlerinin 
neden olduğu ve diş çürüklerinde önemli rol 
oynayan dental plaklar, üropatojenik Escherichia 
coli’nin etken olduğu üriner sistem enfeksiyon-
ları, Haemophilus influenzae ve Streptococcus 
pneumoniae’ın etken olduğu kronik otitis media, 
Staphylococcus lugdunensis ve Enterococcus 
durans’ın etken olduğu doğal kapak endokarditi 
canlı dokuda oluşan biyofilm enfeksiyonlarına 
örnek gösterilebilir. Bu enfeksiyonlarda ilk ola-

Tablo 1. Biyofilm enfeksiyonlarıyla ilişkili tıbbi araçlar ve etken mikroorganizmalar.

Tıbbi araç

Yapay kalp kapakçıkları
Koroner stentler
Santral venöz kataterler
Üretral kateterler
Periton diyaliz kateterleri
Meme implantları
Koklear implantlar
Ortopedik protezler

Etken mikroorganizmalar

KNS, Staphylococcus aureus, Streptokoklar
Staphylococcus aureus, KNS, Pseudomonas aeruginosa
KNS, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterokoklar, Candida spp.
Escherichia coli, Candida spp., KNS
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
Stafilokoklar, Escherichia coli
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptokoklar
Stafilokoklar, Streptococcus pneumoniae, Propionibacterium acnes

KNS: Koagülaz Negatif Stafilokok
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rak amprik antimikrobiyal tedavi uygulanmakta-
dır. Ancak biyofilmdeki bakterinin antibiyotik-
lere duyarlılığının farklı olabileceği göz ardı 
edilmemeli ve biyofilm etkinliği açısından uygun 
antimikrobiyal tedavi yaklaşımı yeğlenmeli-
dir(17,42,43).

Biyofilm direnci

Antibiyotik direnci, enfeksiyon hastalıklarının 
tedavisinde karşılaşılan en önemli sorunlardan 
birisi olup, artan direnç oranlarına kıyasla 
geliştirilen yeni bileşik sayısı oldukça azdır. 
Planktonik hâldeki bakterilerin antibiyotik 
direncinin yanı sıra hem konak immün sistemi 
hem de antimikrobiyal ajanlar açısından önem-
li bir bariyer olan biyofilm yapısının neden 
olduğu direnç, biyofilm enfeksiyonlarında 
tedaviyi daha da zorlaştırmaktadır(44,45). Yapılan 
araştırmalarla, biyofilmde yer alan mikroorga-
nizmaların planktonik formalarına kıyasla anti-
biyotiklere 100-1000 kat daha dirençli olduğu 
gözlenmiştir. Dezenfektanların etkinliği açısın-
dan bakıldığında benzer şekilde biyofilm yapısı 
içerisinde bakterilerin dezenfektanlara 10-100 
kat daha dirençli olabildikleri saptanmış-
tır(13,46).
Biyofilm direncinde dışa atım pompaları, enzi-

matik inaktivasyon, ilaç hedefinde mutasyon 
gibi bilinen antibiyotik direnç mekanizmaları 
temel sorumlu mekanizmalar olarak görülme-
mektedir. Ayrıca, biyofilm direncinin multifak-
töriyel bir olay olduğu ve birden fazla mekaniz-
manın eşzamanlı etkisiyle ortaya çıktığı 
düşünülmektedir(7,46).

Antibiyotiğin biyofilm içerisine düşük penetras-
yonu, biyofilmi oluşturan mikro-çevrede mey-
dana gelen değişiklikler ve biyofilmi oluşturan 
bakterilerdeki fenotipik ve metabolik değişiklik-
ler, biyofilm direncinin nedenlerine ilişkin ileri 
sürülen faklı tezler olup, Şekil 2’de sunul-
maktadır(46,47).
 
Antibiyotiğin Biyofilme Düşük Penetrasyonu

Biyofilm matriksi sahip olduğu mekanik ve fizi-
kokimyasal özellikler aracılığıyla antibiyotik ve 
antiseptikler de dâhil olmak üzere pek çok bile-
şiğin penetrasyonunu azaltarak biyofilm içeri-
sindeki bakteri hücresine ulaşmasını engelle-
mektedir(48).

Antibiyotiğin penetrasyonundaki düşüşün 
nedenlerinden birisi olarak biyofilm matriksiyle 
ilaç molekülü arasında gerçekleşen elektriksel 

şekil 2. Biyofilm direnç mekanizmalarına ilişkin ileri sürülen farklı tezler.

Antibiyotiğin düşük penetrasyonu
Biyofilm matrisi bileşenlerinin taşıdığı farklı özellikler antibiyotiğin geçişini 
engelleyebilir.

Fenotipik değişiklikler
Biyofilmin olgunlaşması sürecinde bazı bakteriler daha dayanıklı fenotipik yapı 
sergileyebilir.

Mikroçevrede değişiklik
Biyofilmin alt katmanlarında oksijen kosantrasyonu ve üreme hızı değişimine 
bağlı olarak antibiyotik etkinliği değişebilir.

Biyofilm alt yüzeyi
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etkileşimler gösterilmektedir. Negatif yüklü 
matriks polimerinden oluşan biyofilm yapısında, 
pozitif yüklü antibiyotiğin penetrasyonu bozul-
makta ve antibiyotiğin difüzyonu olumsuz 
etkilenmektedir(47). Örneğin P. aeruginosa biyo-
filmlerinde negatif yüklü biyofilm polimeri 
nedeniyle pozitif yüklü aminoglikozid grubu 
antibiyotiklerin penetrasyonunda düşüş olduğu 
çalışmalarla saptanmıştır(49). E. coli ve P. aeruginosa 
biyofilmlerinde fosfomisin ve siprofloksasin ile 
yapılan bir başka çalışmada, ilaç uygulamasın-
dan 6 saat sonra ilaçların %50’sinden fazlası 
hedefe ulaşmışsa da tedavi sonunda bakterinin 
eradikasyonu açısından istenilen sonuca ulaşıla-
madığı belirtilmekte ve bu durum biyofilm 
direnciyle ilişkilendirilmektedir(50).

Antibiyotiğin düşük penetrasyonu ve gecikmiş 
difüzyonu, biyofilm enfeksiyonlarının tedavisini 
zorlaştırmanın yanında antibiyotiğin subinhibi-
tör konsantrasyonlarına maruz kalan bakteriler-
de direnç gelişimini tetikleyebilecek bir durum 
olarak dikkat çekmektedir(51).

Biyofilm pek çok antibiyotik açısından tedavide 
sorun yaratan bir yapı olsa da florokinolonlar, 
ampisilin ve rifampin gibi bazı antibiyotiklerin 
biyofilm matriksinden geçişte sorun yaşamadığı 
ve biyofilme iyi nüfuz edebildiği çalışmalarla 
saptanmıştır. Ancak biyofilm enfeksiyonlarında 
bu antibiyotiklerle uygulanan tedavilerde isteni-
len sonuca ulaşılamaması ilacın düşük penetras-
yonunun tek başına direnci açıklamaya yeterli 
olmadığını göstermektedir(50).

Mikroçevrede Değişiklik

Biyofilmin farklı katmanlarında oksijen kon-
santrasyonu, besin maddelerinin yoğunluğu, pH 
gibi faktörler değişkenlik gösterebilmektedir. Bu 
durum biyofilmi oluşturan bakteri popülasyo-
nunda üreme hızı ve antibiyotiklere duyarlılık 
açısından farklılıkları beraberinde getirmek-
tedir(52).

Oksijen konsantrasyonunun biyofilmin alt kat-
manlarında yüzeye oranla daha düşük olması ve 
mikroaerofil-anaerobik ortam oluşumu, bu böl-
gelerde aminoglikozid grubu antibiyotiklerin 
etkinliğini azaltmaktadır. P. aeruginosa biyo-
filmlerinde alt katmanlarda düşük oksijen kon-
santrasyonuna bağlı olarak tobramisin ve siprof-
loksasinin bakterisidal etkisinin azaldığı göste-
rilmiştir. Ayrıca bazı atık maddelerin biyofilmin 
alt katmanlarında birikimi sonucu oluşan asidik 
ortam ve pH değişikliği de antibiyotik aktivitesi 
açısından olumsuz etkiler yaratmaktadır(53). 

Pek çok antibiyotiğin metabolik olarak aktif 
olan ve üreme fazındaki bakterilere etkinlik gös-
terdiği bilinmektedir. Özellikle olgun biyofilm 
yapısında, mikroorganizmalar genellikle daha 
düşük üreme hızı sergilemektedir. Besin mikta-
rının sınırlı oluşuyla ilişkilendirilen düşük üreme 
hızının, antibiyotiklerin etkinliğini düşürerek 
dirence neden olduğu düşünülmektedir. Biyofilm 
yapısı içerisinde yavaş üreme hızına sahip 
P. aeruginosa suşlarıyla yapılan çalışmada, 
biyofilmdeki bakterinin beta-laktam antibiyotik-
lere ve tetrasiklinlere duyarlılığın önemli ölçüde 
azaldığı, florokinolon aktivitesinin ise üreme 
hızından etkilenmediği gözlenmiştir(54,55).

Fenotipik Değişiklikler

Bakterinin bir yüzeye tutunmasından olgun 
biyofilm yapısının oluşumuna kadar geçen 
süreçte bakteri hücresi çeşitli fizyolojik, meta-
bolik ve fenotipik değişikliklere uğramaktadır. 
Bu süreçte mikroorganizmada QS sisteminin 
devreye girdiği ve çeşitli sinyal moleküllerinin 
salınımının gerçekleştiği bilinmektedir. Bu olay-
ların regülasyonunda görevli genlerin ekspres-
yonunda yaşanan değişikliklere dayanarak biyo-
film direncinin temelinde genetik mekanizmala-
rın olabileceği ileri sürülmektedir.

Mah ve ark.(56) biyofilm oluşturma özelliğine 
sahip P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada, 
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bakteride siklik- β-glukan yapıları ve bunların 
sentezinde görevli enzimi kodlayan ndvB geni 
üzerinde araştırmalar yapmıştır. Çalışma sonu-
cunda, ndvB geni aracılığıyla sentezlenen glu-
kan yapılarının periplazmik aralıkta aminogliko-
zidlerle etkileşek antibiyotiğin hedefe ulaşması-
nı engellediği gözlemlenmiştir. P. aeruginosa 
biyofilmleri üzerine yapılan bir başka araştırma-
da, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin bakteri 
dış membranına afinitesinde azalmanın bakteri-
deki tolA geni aktivasyonuna bağlı olabileceği 
belirtilmektedir(56,57).

Bilinen antibiyotik direnç mekanizmalarından 
olan atım pompalarının bakteride biyofilm diren-
cini arttıran faktörlerden birisi olabileceği ileri 
sürülmektedir(47). Biyofilm varlığında bakteriler-
de bazı atım pompalarının ekspresyon düzeyle-
rinde artış gözlenmiştir. Yapılan araştırmalarla 
çok sayıda atım pompasına sahip olan E. coli’de 
AcrAB-TolC pompasının, P. aeruginosa’da 
kinolon direncine aracılık eden mexAB-OprM 
pompasının biyofilm içerisindeki bakteri hücre-
lerinde normal hücrelere kıyasla indüklenmiş 
durumda oldukları saptanmıştır(47,58). Bazı atım 
pompalarının dirençle ilişkisini gösteren farklı 
çalışmalar sonuçları mevcutsa da doğrudan 
biyofilm yapılarıyla ilişkili atım pompalarının 
varlığı tartışmalıdır(59).

Persistan Hücreler

Persistan hücreler, biyofilm direncini açıklama-
ya yönelik bir diğer yaklaşım olup, bakteri 
popülasyonlarında persistan hücrelerin varlığı 
uzun yıllardır bilinmektedir. Persistan hücreler, 
1944’te Joseph Bigger tarafından S. aureus ile 
yapılan çalışmalar sonucu tanımlanmıştır. Bigger 
yaptığı çalışmada 3 günlük penisilin tedavisi 
uyguladığı 250.000.000 bakteriden oluşan popü-
lasyonda tedavi sonrasında sayıları 100’den az 
olsa da canlılığını sürdüren bakteri hücreleri 
olduğunu saptamıştır. Diğer bakterileri öldüren 
penisilin konsantrasyonunda canlılığını koruyan 

bu persistan bakteri hücrelerinin büyümeye 
devam ettiği gözlenmiştir. Aynı çalışma sonu-
cunda bakteri popülasyonu içerisinde toplam 
nüfusun %1’inden daha azını oluşturan persistan 
hücrelerin, popülasyondaki diğer bakteri hücre-
leriyle izogenik yapıda olup, fenotipik farklılık-
lar taşıdığı, ve bu sayede diğer bakterileri öldü-
ren antibiyotik konsantrasyonlarında yaşamda 
kalabilen daha dayanıklı hücreler oldukları 
belirtilmektedir(52,60). Persistan hücrelerin yüksek 
dozda antibiyotik maruziyeti sonrasında dahi 
canlılıklarını koruyabilmeleri tedavide karşılaşı-
lan biyofilm direncinin yanı sıra yineleyen 
enfeksiyonların nedenleri arasında gösterilmek-
tedir(61).

Günümüzde biyofilm enfeksiyonlarının görülme 
sıklığında yaşanan artış ve mortalite oranların-
daki yükselme endişe verici boyutlara ulaşmış-
tır. Bugüne kadar yapılan araştırmalar ve elde 
edilen bilgiler ışığında, biyofilm oluşumunda ve 
direnç mekanizmalarında başta mikroorganiz-
manın türü ve kullanılan antimikrobiyal ajan 
olmak üzere pek çok faktör ve farklı mekanizma 
olabileceği anlaşılmaktadır. Biyofilm enfeksi-
yonlarıyla mücadelede uygulanabilecek temel 
yaklaşımlar aşağıdaki gibi sıralanabilir:

• Klinikte öncelikli hedef, etkin temizlik ve 
dezenfeksiyon işlemleriyle yüzeylerde biyo-
film oluşumunun önlenmesi olmalıdır. 

• Biyofilm oluşumunu saptamada modern tek-
nolojilerden yararlanan, hızlı, duyarlı ve 
güvenilir yöntemlerin kullanılması önem 
taşımaktadır. Bunlar arasında, elektrik akımı-
na dirençteki değişimin saptandığı “gerçek 
zamanlı hücre analizi” yöntemi, kızılötesi 
ışınların penetrasyonundaki değişimin ölçül-
düğü “fiber-optik sensör” yöntemi ve biyo-
film matriks komponentlerini saptamaya 
dayalı “luminisan konjue oligotiyofen” yön-
temi sayılabilir.

• Biyofilm yapısına daha iyi difüze olduğu 
bilinen florokinolon ve rifampin gibi antibi-
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yotikler ile asetilsistein gibi anti-biyofilm 
ajanların veya QS inhibitörlerinin kombine 
kullanımı yararlı olabilecektir. 

• Biyofilm oluşumunun kontrolü ve engellen-
mesine yönelik olarak, biyofilme etkili solüs-
yonlar ve yeni antibiyofilm ajanların gelişti-
rilmesi özendirilmelidir.

Terapötik sorunların yanı sıra tedavi maliyetle-
rinde ciddi artışa yol açan bu enfeksiyonların 
ortadan kaldırılmasında biyofilm direncinin 
mekanizmaların aydınlatılması da oldukça 
önemlidir. Yakın gelecekte bu alanda yapılan 
çalışmaların hızla artması ve yeni tedavi strateji-
lerinin geliştirilmesi beklenmektedir.
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