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Objective: Bloodstream infections (BSIs) appear to be important 
causes of morbidity and mortality. Escherichia coli (E. coli) causes 
various serious diseases such as BSIs. The emergence of multidrug 
resistance in E. coli has become a global concern. E. coli has the 
capability to colonize and survive on several surfaces in different 
time periods.  This is achieved by adhering to inert and cellular 
substrates and forming a biyofilm layer. The aim of this study is 
to investigate the relationship of biyofilm formation to antibiotic 
resistance in E. coli isolates which are isolated from hemocultures.

Material and Method: E. coli strains were isolated from blood 
samples of patients with bacteremia who were hospitalized in 
intensive care units and in other departments of Istanbul Univer-
sity-Cerrahpaşa, Cerrahpaşa School of Medicine Hospital. Blood 
cultures were analyzed with the Bactec 9120 system (Becton Dick-
inson, USA). The identification and antimicrobial resistance of 62 
E. coli strains were determined by the Phoenix automated system 
(BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) according to the European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and 
the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Biofilm for-
mation was determined by the Congo red agar method.

Results: Biofilm formation was detected in 42 (67.7%) of the six-
ty-two E. coli isolates. Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) 
production was 38 (61.2%) and carbapenemase production was 12 
(19.3%). 28 (66.6%) of the biofilm-positive isolates were ESBL-pos-
itives and 10 (23.8%) were carbapenemase-positives. Nine isolates 
were both ESBL and carbapenemase positives. Ten isolates were 
biofilm, ESBL and carbapenemase were positive at all. 

Conclusion: Resistance rates against various antibiotics in E. coli 
strains isolated from blood cultures were found higher in biyofilm 
positive strains than in negative strains at Istanbul University-Cer-
rahpaşa, Cerrahpaşa School of Medicine Hospital.

Keywords: Escherichia coli, biofilm, ESBL, carbapenemase, antibi-
otic resistance, hemoculture

Amaç: Kan dolaşımı infeksiyonları (KDİ) morbidite ve mortalitenin 
önemli nedenlerindendir. Escherichia coli (E. coli), KDİ gibi çeşitli ve 
ciddi hastalıklara neden olmaktadır. E. coli'de çoklu ilaç direncinin 
ortaya çıkması küresel bir endişe haline gelmiştir. E. coli, farklı yü-
zeylere kolonize olma ve biyofilm oluşturma yeteneğine sahiptir. Bu 
çalışmanın amacı kan kültürlerinden izole edilen E. coli izolatlarında 
biyofilm oluşumunun antibiyotik direnci ile ilişkisini araştırmaktır.

Gereç ve Yöntem: İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa, Cerrahpa-
şa Tıp Fakültesi Hastanesinin yoğun bakım ve diğer servislerinde 
yatan bakteriyemili hastalardan laboratuvarımıza gönderilen kan 
kültürü örnekleri BACTEC 9120 kan kültür sistemi ile analiz edil-
miştir. İzole edilen 62 E. coli’nin tanımlanması ve antimikrobiyal 
direnci, PHOENIX - Otomatik Bakteri İdentifikasyon ve Antibiyotik 
Duyarlılık Test Sistem ile belirlendi ve şüpheli dirençler E-Test ile 
doğrulanmıştır. Antibiyotik duyarlılıkları European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)’a ve Clinical and La-
boratory Standard Institute (CLSI)’ye göre değerlendirilmiştir. Biyo-
film oluşumu Congo red agar yöntemi ile tespit edilmiştir.

Bulgular: Altmış iki E.coli izolatının 42’sinde (%67,7) biyofilm oluşu-
mu tespit edilmiştir. Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz  (GSBL) 
üretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz üretiminin 12 (%19,3) ol-
duğu bulunmuştur. Biyofilm pozitif izolatların 28 (%66,6)’sı GSBL 
pozitif ve 10 (%23,8)’i karbapenemaz pozitif bulunmuştur. Dokuz 
izolat hem GSBL hem de karbapenemaz pozitif bulunmuştur. On 
izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapenemaz üçü birlikte pozitif bu-
lunmuştur. 

Sonuç: Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Hastanesinde kan kültürlerinden 
izole edilen E. coli izolatlarında çeşitli antibiyotiklere karşı direnç 
oranları biyofilm pozitif suşlarda, negatif suşlara göre daha yüksek 
bulunmuştur. Bu sonuçlarla biyofilm oluşturan izolatların antibiyo-
tiklere karşı daha yüksek oranda direnç gösterdiği tespit edilmiştir.

Anahtar Kelimeler: Escherichia coli, biyofilm, GSBL, karbapene-
maz, antibiyotik direnci, kan kültürü
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GİRİŞ

Kan dolaşımı infeksiyonları tüm dünyada yüksek morbidite ve 
mortalite oranları ile önde gelen sağlık sorunlarındandır.  Esc-
herichia coli (E. coli), farklı çevrelere kolonize olma ve buralarda 
varlığını sürdürebilme yeteneğine sahiptir. Bunu biyofilm oluş-
turarak sağlamaktadır. Biyofilm üretimi ve biyofilm oluşumu 
patojenite faktörlerindendir. Biyofilm oluşumu mikroorganiz-
maları opsonofagositoz,  antibakteriyellerden ve dezenfektan-
lardan koruyarak infeksiyon oluşumunu kolaylaştırır (1-6).

Escherichia coli normal barsak florasında yer alan bir bakteri 
türüdür. Çok sayıda suşunun zararsız olmasının yanısıra bazı 
suşlarının ise ciddi zehirlenmelere ve ölümcül enfeksiyonlara 
yol açtığı bilinmektedir (3). Birçok E. coli serotipi bağırsaklarda 
kommensal bir yaşam sürer ve dışkıda 106-109 Kob/g düzey-
lerindedir. Diğer Enterobactericeae üyeleriyle birlikte bağırsak-
taki zararlı mikroorganizmalara karşı bağırsağın ve vücudun 
immün sisteminin düzenlenmesinde rol oynar. E. coli suşlarının 
çoğu normal bağırsak florasında apatojen olmasına karşın, in-
san ve hayvanlardan çevreye yayılan E. coli’nin değişik vasıtalar-
la vücuda alınması halinde immün sistemi baskılanmış konak-
larda veya bakterinin gastrointestinal bariyeri aşması halinde 
bu suşlar da infeksiyona neden olabilirler (4). Diğer gram-ne-
gatif bakterilerde olduğu gibi E. coli’de de en sık saptanan di-
renç mekanizmaları; i) Antibiyotikleri parçalayan enzimlerin 
üretimi, ii)Antibiyotik bağlanma bölgelerinde mutasyon, iii) 
Antibiyotiğe geçirgenliğin azalması (dış membran proteinlerin-
de değişiklikler), iv) Efluks pompasıdır (5). E. coli, farklı çevrelere 
kolonize olma ve buralarda varlığını sürdürebilme yeteneğine 
sahiptir. Bunu atıl ve hücresel substratlara yapışarak ve biyofilm 
oluşturarak sağlamaktadır. Biyofilm oluşumu patojenite faktör-
lerindendir. Mikroorganizmaları opsonofagositoz, antibakteri-
yellerden ve dezenfektanlardan koruyarak infeksiyon oluşumu-
nu kolaylaştırırlar.

Genişlemiş spektrumlu beta laktamazlar (GSBL); sefalospo-
rin grubundaki oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen 
ve genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi 
betalaktamaz inhibitörleri ile inhibe olan enzimlerdir. GSBL’ler 
Klebsiella spp. ve E. coli türlerinde daha sık olmakla birlikte, 
Salmonella spp. ve Shigella flexneri’nin de dahil olduğu enterik 
bakterilerde de bildirilmiştir (6).

E.coli ve Klebsiella pneumoniae’ya bağlı septisemi olgularında, 
GSBL ve karbapenemazların birlikte bulunmasının, hasta ölüm 
oranlarını daha da yükseltmesi bilinen bir gerçektir (7). Yoğun 
bir şekilde tercih edilen geniş spektrumlu antibiyotik kullanımı 
ve sıklıkla önerilen karbapenem türevi antibiyotiklerin tüketi-
mi karbapenem dirençli Enterobacteriaceae üyelerinin baskın 
hale gelmesine neden olmaktadır (7-14). 

Yapılan çalışmalar, bu suşlarda yüksek oranda (%68-74) biyo-
film oluşumuna da işaret etmektedir (15-17).  Biyofilm taba-
ka; bakteriyel glikokaliks, Tamm-Horsfall proteini ve tuzlardan 
meydana gelen, ekstraselüler polimerlerden oluştuğu bilinen 
bir yapıdır. Bakterilerin yüzeye sıkıca tutunmalarına olanak 

veren bu yapı aynı zamanda bakterilerin antiseptik ajanlardan 
ve vücudun savunma sisteminden korunmasını sağlar (18, 19). 
Biyofilmin büyük bir bölümünü oluşturan ekzopolisakkaritler 
(EPS) savunmada önemli rol oynayan moleküllerdir. Ekzopoli-
sakkaritler bulunduğu bakteriyi enflamatuar hücrelerin fagosi-
tozundan ve antibiyotik etkisinden korurlar. Sistemin yapısına, 
mikroorganizmanın türüne ve çevresel faktörlere bağlı olarak 
olgun bir biyofilmin oluşması birkaç saat ile birkaç gün arasın-
da değişmektedir (20).

Bu çalışmanın amacı kan kültürlerinden izole edilen E. coli izo-
latlarında biyofilm oluşumunun antibiyotik direnci ile ilişkisini 
araştırmaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Kan Kültürü
İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa, Cerrahpaşa Tıp Fakültesi 
Hastanesinin yoğun bakım ve diğer servislerinde yatan bak-
teriyemili hastalardan laboratuvarımıza gönderilen kan kül-
türü BACTEC 9120 (Becton-Dickinson Diagnostic Instrument 
Systems, USA) otomasyon sistemi ile analiz edilmiştir.  Takip 
edilen kan kültür şişelerinden “pozitif uyarı” verenlerden 62 E. 
coli izolatı Kanlı Agar, Çikolatamsı Agar ve Mac Conkey Agar 
besiyerlerine pasajları yapılmıştır. Bakteri morfolojisi yönünden 
Gram boyama ile değerlendirilmiştir. İzole edilen 62 E. coli’nin 
tanımlanması, PHOENIX - Otomatik Bakteri Identifikasyon sis-
temi (BD Phoenix™ automated identification and susceptibility 
testing system) ile belirlenmiştir.

GSBL ve Karbapenemaz Oluşumu
Altmış iki E. coli izolatında genişlemiş spektrumlu beta laktamaz 
ve karbapenemaz üreten suşlar PHOENIX - Otomatik Bakteri 
Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlılık Test Sistemi ile belir-
lenmiş ve şüpheli dirençler E-test® (bioMérieux, Marcy l’Etoile, 
France) ile doğrulanmıştır.

Biyofilm Oluşumu
Biyofilm oluşumu Kongo red agar yöntemiyle tespit edilmiştir 
(Şekil 1). Kongo red agar yönteminde; biyofilm oluşumu incele-
necek bakterinin, içinde sukroz, beyin-kalp infüzyon buyyonu, 
kongo kırmızısı ve agar bulunan besiyerine tek koloni yönte-
miyle ekimleri yapılır. 37°C’de 24 saat olacak şekilde uygulanan 
inkübasyon sonunda, kolonilerde oluşan renk değişimine göre 
değerlendirme yapılmaktadır. Siyah koyu kırmızı renkli koloni 
oluşumu görülen suşlar biyofilm üretimi açısından pozitif olarak, 
pembe-kırmızı renkli koloni oluşumu görülenler ise biyofilm üre-
timi açısından negatif suşlar olarak değerlendirilmektedir (21, 22).

E. coli’ nin 24 saat ve 48 saat içerisindeki zon oluşturma durum-
larına bakılmıştır. Zon oluşumu; pozitif ve negatif olarak değer-
lendirilmiştir.

Antimikrobiyallere Karşı Dirençlerin Belirlenmesi
E. coli olarak identifiye edilen 62 suşun antimikrobiyallere kar-
şı dirençlerine bakılmıştır. Bu suşlarda Amikasin, Gentamisin, 
Netilmisin, İmipenem, Meropenem, Ertapenem, Sefepim, Sefo-
taksim, Seftazidim, Ampisilin, Piperasillin/Tazobaktam, Siprof-
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loksasin, Trimetoprim-Sulfametoksazol duyarlılıkları PHOENIX 
- Otomatik Bakteri Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlılık Test 
Sistemi (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile tespit edilmiş-
tir. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting (EUCAST)’a ve Clinical and Laboratory Standard Institute 
(CLSI)’ye göre değerlendirilmiştir (23, 24).

BULGULAR

Altmış iki E. coli izolatının 42’sinde (%67,7) biyofilm oluşumu 
tespit edilmiştir. Genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz  (GSBL) 
üretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz üretiminin 12 (%19,3) 
olduğu bulunmuştur (Şekil 2). Biyofilm pozitif izolatların 28 
(%66,6)‘sı GSBL pozitif ve 10 (%23,8)’i karbapenemaz pozitif 
bulunmuştur. Dokuz izolat hem GSBL hem de karbapenemaz 
pozitif bulunmuştur. On izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapene-
maz üçü birlikte pozitif bulunmuştur. 

Biyofilm oluşturan 42 izolatın antibiyotik direnç oranları sı-
rasıyla amikasin için %25,2, gentamisin için %26, netilmisin 

için %21,4, imipenem, meropenem, ertapenem için 23,8%, 
sefepim için %69, sefotaksim ve seftazidime için %73,8, 
ampisillin için %80,9, piperasillin/tazobaktam için %28,5, 
siprofloksasin için %69 ve trimetoprim+sulfametoksazol   
için %78,8 olarak belirlenmiştir. Tigesikline direnç tespit edil-
memiştir. 

Biyofilm, GSBL ve karbapenemaz negatif olan 9 izolat sadece 
%77,7 ampisilline, %22 siprofloksasine ve %22 trimetoprim+-
sulfametoksazole dirençli bulunmuştur (Şekil 3).

TARTIŞMA 

Sepsis, şüpheli ya da doğrulanmış infeksiyona karşı konağın 
sistemik inflamatuvar yanıtından kaynaklanan klinik tablodur. 
Sepsis klinik tanısının mikrobiyolojik doğrulamasında, kan 
kültürleri anahtar role sahiptir. Kültür sonrası pozitif sonuçlar 
elde edildiğinde, patojenin antimikrobiyal duyarlılığı belir-
lenir; rasyonel antibiyotik kullanımı sağlanır. Pozitif sonuçlar 
şüpheli sepsisin kanıta dayalı tanı ve tedavisini mümkün kı-
lar (2). Sağlık hizmetleri ile ilişkili infeksiyonlarda klinik önemi 
olan gram-negatif bakteriler; Enterobacteriaceae (özellikle 
Klebsiella türleri ve Escherichia coli), Pseudomonas aeruginosa 
ve Acinetobacter baumannii’dir. Bu bakterilerin yüksek düzey-
de dirençli suşları dünyanın her yerinde dikkat çekici sıklıkta 
saptanmaktadır (4). Yapılan çalışmalar, E. coli ve K. pneumoni-
ae’ya bağlı septisemi olgularında karbapenemaz varlığının, 
hastanın morbidite ve mortalitesini artıran sonuçlara neden 
olduğunu ve bu tip izolatlarda GSBL ve karbapenemazların 
birlikte bulunmasının, hasta ölüm oranlarını daha da yükselt-
tiğini göstermektedir (7).

Şekil 3. E. coli izolatlarının antibakteriyel ajanlara direnç yüzdel-
erinin dağılımı
Mavi: biyofilm oluşumu; Turuncu: GSBL oluşumu; Yeşil: karbapenemaz oluşumu
AK (Amikasin), GN (Gentamisin), NET (Netilmisin), IMP (imipenem), MEM 
(Meropenem), ERP (Ertapenem), FEP (Sefepim), CTX (Sefotaksim), CAZ ( Seftazi-
dim), AMP (Ampisilin), TZP (Piperasillin/Tazobaktam), CIP (Siprofloksasin), SXT 
(Trimetoprim-Sulfametoksazol)

Şekil 2. E. coli izolatlarında biyofilm, GSBL ve karbapenemaz 
oluşumlarının dağılımı
Mavi: biyofilm oluşumu; Turuncu: GSBL oluşumu; Yeşil: karbapenemaz oluşumu

Şekil 1. Kongo red agarda biyofilm oluşumu
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Gelecekte dünyada karbapenemaz üreten mikroorganizmalar 
ile iki büyük epidemi beklenmekte; bunlardan birinin toplum 
kaynaklı E. coli suşları, diğerinin ise hastane kaynaklı K. pneumo-
niae suşları ile gerçekleşmesi öngörülmektedir (9). Bu nedenle, 
karbapenemaz üreten mikroorganizmaların erken tanımlan-
ması hastane salgınlarının önlenmesi açısından zorunludur. 
Amerika Birleşik Devletleri (ABD)’nde 2007-2009 yılları arasında 
SENTRY çalışması kapsamında 42 merkezden toplanan hastane 
infeksiyonu etkeni 2049 K. pneumoniae izolatında karbapenem 
direnci %6,1 olarak tespit edilmiştir (10). COMPACT çalışması 
kapsamında Türkiye’den dahil edilen 10 merkezden 2008 yılı 
içinde toplanan 240 Enterobacteriaceae izolatında doripenem, 
imipenem ve meropenem direnç oranları %1.3 olarak saptanır-
ken, doripenem ve meropenem 0.12 µg/mL MİK90 değeri ile 
imipenemden (MİK90=0.5 µg/mL) dört kat daha aktif bulun-
muştur (11, 12). Tüm bunlara dayanarak, yaygın olarak görülen 
ve çoklu ilaç direncine sahip Enterobacteriaceae ailesinin üye-
lerinin etkin bir nozokomiyal infeksiyon tedavi uygulaması için 
yapılan birçok yönteme karşı meydan okudukları bilinen bir 
gerçektir (13).

Artan direnç oranlarına kıyasla geliştirilen yeni bileşiklerin sayısı 
oldukça az ve kısıtlıdır. Planktonik bakterilerin antibiyotik diren-
cinin yanı sıra hem konak immün sistemi hem de antimikrobi-
yal ajanlar açısından önemli bir bariyer olan biyofilm yapısının 
yol açtığı direnç, biyofilm enfeksiyonlarında tedaviyi daha da 
zor hale getirmektedir (25, 26). Yapılan çalışmalarla, biyofilmde 
yer alan mikroorganizmaların planktonik formalarına kıyasla 
antibiyotiklere 100 ila 1000 kat arasında daha dirençli olduğu 
gösterilmiştir. Öyle ki dezenfektanların etkinliği açısından ba-
kıldığında da aynı şekilde biyofilm yapısı içerisinde bakterilerin 
dezenfektanlara karşı 10-100 kat daha dirençli olabildikleri sap-
tanmıştır (27, 28).

GSBL aracılı direncin plazmidler aracılığıyla türler arasında ak-
tarıldığı, hastanelerde salgınlar oluşturduğu ve mortalite oran-
larını arttırdığı bilinmektedir. GSBL direncini bakteriler arasında 
taşıyan plazmidler, çoğunlukla diğer antibiyotiklere karşı di-
renci de taşımaktadır (14). GSBL’ler, özellikle Klebsiella türleri, E. 
coli ve Proteus mirabilis olmak üzere; Enterobacteriaceae ailesi 
gram-negatif basillerde saptanır. Ancak, Citrobacter freundii, 
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia mar-
cescens ve Enterobacter spp. gibi diğer gram-negatif bakteriler-
de de saptanmıştır.

Biyofilm, canlı veya cansız bir yüzeye yapışarak kendi ürettik-
leri polisakkarid bir matriks içine gömülü halde yaşayan mik-
roorganizmaların oluşturduğu topluluktur. Değişik mikrobial 
türlerin, kendilerini çevresel etkenlerden korumak ve besin 
kaynağını daha verimli kullanmak için oluşturdukları mikro-e-
kosistem olarak da tanımlanırlar (15). Biyofilmler; kateterler, 
eklem ve kalp protezleri gibi kalıcı ya da kalıcı olmayan tıb-
bi araçları veya kistik fibrozis gibi bazı hastalıklarda solunum 
yollarını kolonize eden bakterilerin oluşturduğu bir mikroor-
ganizma topluluğudur (20, 29). Tüm bu bilgilerle aynı doğrul-
tuda; E. coli izolatlarında ortaya çıkarılan bulgular sonucunda, 
patojeniteyi arttıran biyofilm oluşumunun bakteride GSBL 

üretme oranını arttırdığı ve direnç mekanizmasıyla birebir iliş-
kili olduğu saptanmıştır.

GSBL-pozitif mikroorganizmalarla meydana gelen infeksiyon-
ların tedavisi günümüzde çok ciddi sağlık sorunlarından birini 
oluşturmaktadır. Etkili kabul edilen antibiyotiklerin koruyucu 
dozları bu mikroorganizmaları kontrol ettiği halde biyofilmi 
etkileyemez. Tıbbi cihazlar üzerinde gelişen kalıcı biyofilmler 
sürekli bir infeksiyon odağı oluşturarak infeksiyonun hemato-
jen yolla yayılımı açısından da her zaman bir risk kaynağı oluş-
turabilmektedir. 

Çalışmada kan kültürlerinden izole edilen GSBL oluşturan E. 
coli izolatların %73,6 (28/38)’sı biyofilm oluşturmaktadır. Biyo-
film oluşturan E. coli izolatlarında antibiyotik direnç oranları 
biyofilm pozitif suşlarda, negatif suşlara oranla daha yüksek 
olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlarla biyofilm oluşturan izolat-
ların değişen oranlarda GSBL ve karbapenemaz oluşturduğu 
ve antibiyotiklere daha yüksek oranda direnç gösterdiği tespit 
edilmiştir.
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