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Abstract 
Biofilm is a complex structure formed by microorganisms adhering to surfaces. It provides 
protection, contributes to the chronicity of infections, and enhances microbial resistance to 
treatment. Biofilms enhance microbial resistance to antibiotics and immune responses, 
complicating infection treatment. In this study, the biofilm formation capacities of clinical 
isolates were evaluated using Congo Red Agar (CRA) and Microplate (MP) assays. In the CRA 
assay, biofilm-positive isolates exhibiting black crystalline growth were further analyzed using 
the MP assay. In the MP method, biofilm production was assessed through optical density (OD) 
measurements, and interactions between different glucose concentrations and incubation times 
were investigated. Staphylococcus aureus exhibited the highest biofilm production (OD: 3.979 
± 0.019) at 2.5% glucose concentration after 48 hours of incubation. At 24 and 72 hours of 
incubation, biofilm production was measured as 2.560 ± 0.063 and 1.319 ± 0.094 respectively. 
Similarly, Streptococcus mutans exhibited the highest biofilm production value (OD: 3.925 ± 
0.005) after 24 hours of incubation at a 2% glucose concentration. Strong biofilm production 
was observed at 48 and 72 hours of incubation, with OD values of 3.310 ± 0.096 and 3.832 ± 
0.032, respectively. For Staphylococcus haemolyticus, the highest biofilm production (OD: 
3.984 ± 0.019) was observed after 24 hours of incubation at a 1% glucose concentration, while 
biofilm production remained strong (OD: 3.196 ± 0.020) after 48 hours of incubation. 
Additionally, multi-drug-resistant strains, such as Acinetobacter baumannii, also exhibited high 
biofilm production (OD: 3.393 ± 0.090), indicating challenges in treatment. These results show 
that incubation time has a significant effect on biofilm production. The interaction between 
incubation time and glucose concentration resulted in statistically significant differences in OD 
values (p < 0.001). The findings of this study reveal that microorganisms, especially S. aureus, 
S. mutans, and A. baumannii, exhibit high biofilm production capacities and tend to be resistant 
to treatment. These findings provide critical insights into the role of biofilm formation in 
infectious diseases and highlight the need for effective treatment strategies against biofilm-
associated infections. 
Acknowledgements: This work was supported by the Master's Project FYL-2023-3263, 
funded by the Scientific Research Projects Coordination Unit (BAP) of Dokuz Eylül University. 
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Özet 
Biyofilm, mikroorganizmaların yüzeylere tutunarak oluşturdukları ve kendilerini koruyan 
kompleks yapılar olup, enfeksiyonların kronikleşmesine ve tedaviye dirençli hale gelmelerine 
neden olmaktadır. Biyofilm yapıları, mikroorganizmaların antibiyotiklere ve bağışıklık 
sistemine karşı dirençlerini artırarak, enfeksiyonların tedavisini zorlaştırmaktadır. Bu 
çalışmada klinik izole mikroorganizmaların biyofilm oluşturma kapasitelerini belirlemek için 
Kongo Kırmızısı Agar (KKA) ve Mikroplaka (MP) yöntemleri ile sonuçlar değerlendirilmiştir. 
KKA yönteminde siyah kristalize üreme gözlemlenen biyofilm pozitif izolatlara MP yöntemi 
uygulanmıştır. MP yönteminde biyofilm üretimi, optik yoğunluk (OD) ölçümleri ile 
değerlendirilmiş ve farklı glikoz konsantrasyonları ile farklı inkübasyon süreleri arasındaki 
etkileşimler incelenmiştir. Staphylococcus aureus’un %2,5 glikoz konsantrasyonunda 48 
saatlik inkübasyon sonucunda (OD: 3,979 ± 0,019) en yüksek biyofilm üretim seviyesine 
ulaştığı görülmüştür. 24 ve 72 saatlik inkübasyonlarda ise biyofilm üretimi sırasıyla 2,560 ± 
0,063 ve 1,319 ± 0,094 olarak ölçüldü. Benzer şekilde, Streptococcus mutans %2 glikoz 
konsantrasyonunda 24 saatlik inkübasyon sonucunda en yüksek biyofilm üretim değerini (OD: 
3,925 ± 0,005) göstermiştir. 48 ve 72 saatlik inkübasyonlarda sırasıyla 3,310 ± 0,096 ve 3,832 
± 0,032 OD ile güçlü biyofilm üretimi gözlemlendi. Staphylococcus haemolyticus için, %1 
glikoz konsantrasyonunda 24 saatlik inkübasyon sonucunda (OD: 3,984 ± 0,019) en yüksek 
biyofilm üretimi elde edilirken, 48 saatlik inkübasyon (OD: 3,196 ± 0,020) ile biyofilm üretimi 
hala güçlü seviyede kalmıştır. Ayrıca, Acinetobacter baumannii gibi çoklu ilaç dirençli suşlar 
da benzer şekilde yüksek biyofilm üretimi sergileyerek (OD: 3,393 ± 0,090) tedavi zorluklarına 
işaret etmektedir. Bu sonuçlar, inkübasyon süresinin biyofilm üretimi üzerinde önemli bir etkisi 
olduğunu göstermektedir. Süre, konsantrasyon ve bu iki faktörün etkileşiminin OD üzerinde 
anlamlı farklılıklara yol açtığı görülmüştür (p-değeri <0,001). Çalışmanın sonuçları, özellikle 
S. aureus, S. mutans ve A. baumannii gibi mikroorganizmaların biyofilm üretim kapasitesinin 
yüksek olduğunu ve tedaviye dirençli olma eğiliminde olduklarını ortaya koymaktadır. Bu 
bulgular, biyofilm oluşumunun enfeksiyon hastalıkları üzerindeki etkilerini anlamak ve 
biyofilmle ilişkili enfeksiyonların tedavi stratejilerini geliştirmek açısından önemlidir. 
Teşekkür: Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon 
Birimi (BAP) FYL-2023-3263 kodlu Yüksek Lisans projesi ile desteklenmiştir. 
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