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Amag: Kan dolasimi infeksiyonlari (KDi) morbidite ve mortalitenin
dnemli nedenlerindendir. Escherichia coli (E. coli), KDi gibi cesitli ve
ciddi hastaliklara neden olmaktadir. E. coli'de ¢oklu ilag direncinin
ortaya ¢ikmasi kiiresel bir endise haline gelmistir. E. coli, farkli yu-
zeylere kolonize olma ve biyofilm olusturma yetenegine sahiptir. Bu
calismanin amaci kan kiilttirlerinden izole edilen E. coli izolatlarinda
biyofilm olusumunun antibiyotik direnci ile iliskisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpa-
sa Tip Fakiltesi Hastanesinin yogun bakim ve diger servislerinde
yatan bakteriyemili hastalardan laboratuvarimiza gonderilen kan
kaltart 6rnekleri BACTEC 9120 kan kdltir sistemi ile analiz edil-
mistir. izole edilen 62 E. coli'nin tanimlanmasi ve antimikrobiyal
direnci, PHOENIX - Otomatik Bakteri identifikasyon ve Antibiyotik
Duyarlilik Test Sistem ile belirlendi ve stpheli direncler E-Test ile
dogrulanmistir. Antibiyotik duyarliliklari European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)'a ve Clinical and La-
boratory Standard Institute (CLSI)'ye gore degerlendirilmistir. Biyo-
film olusumu Congo red agar yontemi ile tespit edilmistir.

Bulgular: Altmis iki E.coliizolatinin 42'sinde (%67,7) biyofilm olusu-
mu tespit edilmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
Uretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz uretiminin 12 (%19,3) ol-
dugu bulunmustur. Biyofilm pozitif izolatlarin 28 (%66,6)'st GSBL
pozitif ve 10 (%23,8)'i karbapenemaz pozitif bulunmustur. Dokuz
izolat hem GSBL hem de karbapenemaz pozitif bulunmustur. On
izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapenemaz licu birlikte pozitif bu-
lunmustur.

Sonug: Cerrahpasa Tip Fakiltesi Hastanesinde kan kilturlerinden
izole edilen E. coli izolatlarinda gesitli antibiyotiklere karsi direng
oranlari biyofilm pozitif suslarda, negatif suslara gére daha ylksek
bulunmustur. Bu sonuglarla biyofilm olusturan izolatlarin antibiyo-
tiklere karsi daha yuksek oranda diren¢ gosterdigi tespit edilmistir.

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

ABSTRACT

Objective: Bloodstream infections (BSIs) appear to be important
causes of morbidity and mortality. Escherichia coli (E. coli) causes
various serious diseases such as BSls. 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-Cerrahpasa, Cerrahpasa 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-
rahpasa, Cerrahpasa School of Medicine Hospital.

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

Kan dolasimi infeksiyonlari tim diinyada yiksek morbidite ve
mortalite oranlari ile nde gelen saglik sorunlarindandir. Esc-
herichia coli (E. coli), farkl cevrelere kolonize olma ve buralarda
varhigini strdirebilme yetenegine sahiptir. Bunu biyofilm olus-
turarak saglamaktadir. Biyofilm dretimi ve biyofilm olusumu
patojenite faktorlerindendir. Biyofilm olusumu mikroorganiz-
malari opsonofagositoz, antibakteriyellerden ve dezenfektan-
lardan koruyarak infeksiyon olusumunu kolaylastirir (1-6).

Escherichia coli normal barsak florasinda yer alan bir bakteri
tdridur. Cok sayida susunun zararsiz olmasinin yanisira bazi
suslarinin ise ciddi zehirlenmelere ve 6liimcil enfeksiyonlara
yol actigi bilinmektedir (3). Bircok E. coli serotipi bagirsaklarda
kommensal bir yasam surer ve diskida 106-109 Kob/g diizey-
lerindedir. Diger Enterobactericeae lyeleriyle birlikte bagirsak-
taki zararli mikroorganizmalara karsi bagirsagin ve viicudun
imm{n sisteminin dlizenlenmesinde rol oynar. E. coli suslarinin
¢ogu normal bagirsak florasinda apatojen olmasina karsin, in-
san ve hayvanlardan cevreye yayilan E. coli'nin degisik vasitalar-
la viicuda alinmasi halinde immuin sistemi baskilanmis konak-
larda veya bakterinin gastrointestinal bariyeri asmasi halinde
bu suslar da infeksiyona neden olabilirler (4). Diger gram-ne-
gatif bakterilerde oldugu gibi E. colide de en sik saptanan di-
renc mekanizmalari; i) Antibiyotikleri parcalayan enzimlerin
Uretimi, ii)Antibiyotik baglanma bodlgelerinde mutasyon, iii)
Antibiyotige gecirgenligin azalmasi (dis membran proteinlerin-
de degisiklikler), iv) Efluks pompasidir (5). E. coli, farkli cevrelere
kolonize olma ve buralarda varligini siirdiirebilme yetenegine
sahiptir. Bunu atil ve hiicresel substratlara yapisarak ve biyofilm
olusturarak saglamaktadir. Biyofilm olusumu patojenite faktor-
lerindendir. Mikroorganizmalari opsonofagositoz, antibakteri-
yellerden ve dezenfektanlardan koruyarak infeksiyon olusumu-
nu kolaylastirirlar.

Genislemis spektrumlu beta laktamazlar (GSBL); sefalospo-
rin grubundaki oksiimino-sefalosporinleri hidroliz edebilen
ve genellikle klavulanik asit, sulbaktam veya tazobaktam gibi
betalaktamaz inhibitorleri ile inhibe olan enzimlerdir. GSBLler
Klebsiella spp. ve E. coli tirlerinde daha sik olmakla birlikte,
Salmonella spp. ve Shigella flexnerimin de dahil oldugu enterik
bakterilerde de bildirilmistir (6).

E.coli ve Klebsiella pneumoniae’ya bagli septisemi olgularinda,
GSBL ve karbapenemazlarin birlikte bulunmasinin, hasta 6lim
oranlarini daha da yikseltmesi bilinen bir gercektir (7). Yogun
bir sekilde tercih edilen genis spektrumlu antibiyotik kullanimi
ve siklikla 6nerilen karbapenem tirrevi antibiyotiklerin tiiketi-
mi karbapenem direncli Enterobacteriaceae Uyelerinin baskin
hale gelmesine neden olmaktadir (7-14).

Yapilan calismalar, bu suslarda ylksek oranda (%68-74) biyo-
film olusumuna da isaret etmektedir (15-17). Biyofilm taba-
ka; bakteriyel glikokaliks, Tamm-Horsfall proteini ve tuzlardan
meydana gelen, ekstraseliiler polimerlerden olustugu bilinen
bir yapidir. Bakterilerin ylizeye sikica tutunmalarina olanak
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veren bu yapi ayni zamanda bakterilerin antiseptik ajanlardan
ve viicudun savunma sisteminden korunmasini saglar (18, 19).
Biyofilmin biylk bir bolimiini olusturan ekzopolisakkaritler
(EPS) savunmada 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Ekzopoli-
sakkaritler bulundugu bakteriyi enflamatuar hiicrelerin fagosi-
tozundan ve antibiyotik etkisinden korurlar. Sistemin yapisina,
mikroorganizmanin tiriine ve cevresel faktorlere bagh olarak
olgun bir biyofilmin olusmasi birkag saat ile birkac giin arasin-
da degismektedir (20).

Bu calismanin amaci kan kilturlerinden izole edilen E. coli izo-
latlarinda biyofilm olusumunun antibiyotik direnci ile iliskisini
arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Kan Kiiltiirii

istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Hastanesinin yogun bakim ve diger servislerinde yatan bak-
teriyemili hastalardan laboratuvarimiza goénderilen kan kiil-
tlrt BACTEC 9120 (Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, USA) otomasyon sistemi ile analiz edilmistir. Takip
edilen kan kultlr siselerinden “pozitif uyan” verenlerden 62 E.
coli izolati Kanli Agar, Cikolatamsi Agar ve Mac Conkey Agar
besiyerlerine pasajlari yapilmistir. Bakteri morfolojisi yoniinden
Gram boyama ile degerlendirilmistir. izole edilen 62 E. coli'nin
tanimlanmasi, PHOENIX - Otomatik Bakteri Identifikasyon sis-
temi (BD Phoenix™ automated identification and susceptibility
testing system) ile belirlenmistir.

GSBL ve Karbapenemaz Olusumu

Altmis iki E. coli izolatinda genislemis spektrumlu beta laktamaz
ve karbapenemaz ireten suslar PHOENIX - Otomatik Bakteri
Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarllik Test Sistemi ile belir-
lenmis ve slipheli direncler E-test® (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) ile dogrulanmistir.

Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu Kongo red agar yontemiyle tespit edilmistir
(Sekil 1). Kongo red agar yonteminde; biyofilm olusumu incele-
necek bakterinin, icinde sukroz, beyin-kalp infiizyon buyyonu,
kongo kirmizisi ve agar bulunan besiyerine tek koloni yonte-
miyle ekimleri yapilir. 37°C'de 24 saat olacak sekilde uygulanan
inklibasyon sonunda, kolonilerde olusan renk degisimine gore
degerlendirme yapilmaktadir. Siyah koyu kirmizi renkli koloni
olusumu goriilen suslar biyofilm tretimi acisindan pozitif olarak,
pembe-kirmizi renkli koloni olusumu goriilenler ise biyofilm tre-
timi acisindan negatif suslar olarak degerlendirilmektedir (21, 22).

E. coli’ nin 24 saat ve 48 saat icerisindeki zon olusturma durum-
larina bakilmistir. Zon olusumu; pozitif ve negatif olarak deger-
lendirilmistir.

Antimikrobiyallere Karsi Direnclerin Belirlenmesi

E. coli olarak identifiye edilen 62 susun antimikrobiyallere kar-
si direnclerine bakilmistir. Bu suslarda Amikasin, Gentamisin,
Netilmisin, imipenem, Meropenem, Ertapenem, Sefepim, Sefo-
taksim, Seftazidim, Ampisilin, Piperasillin/Tazobaktam, Siprof-
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loksasin, Trimetoprim-Sulfametoksazol duyarliliklarr PHOENIX
- Otomatik Bakteri Identifikasyon ve Antibiyotik Duyarlilik Test
Sistemi (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD) ile tespit edilmis-
tir. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting (EUCAST)'a ve Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI)'ye gore degerlendirilmistir (23, 24).

BULGULAR

Altmis iki E. coli izolatinin 42'sinde (%67,7) biyofilm olusumu
tespit edilmistir. Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
Uretiminin 38 (%61,2) ve karbapenemaz Uretiminin 12 (%19,3)
oldugu bulunmustur (Sekil 2). Biyofilm pozitif izolatlarin 28
(%66,6)'st GSBL pozitif ve 10 (%23,8)'i karbapenemaz pozitif
bulunmustur. Dokuz izolat hem GSBL hem de karbapenemaz
pozitif bulunmustur. On izolat ise biyofilm, GSBL ve karbapene-
maz Ucl birlikte pozitif bulunmustur.

Biyofilm olusturan 42 izolatin antibiyotik direng¢ oranlari si-
rasiyla amikasin icin %25,2, gentamisin icin %26, netilmisin

Sekil 1. Kongo red agarda biyofilm olusumu

%19,3

%67,7

Sekil 2. E. coli izolatlarinda biyofilm, GSBL ve karbapenemaz

olusumlarinin dagilimi
Mavi: biyofilm olusumu; Turuncu: GSBL olusumu; Yesil: karbapenemaz olusumu
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icin %21,4, imipenem, meropenem, ertapenem igin 23,8%,
sefepim icin %69, sefotaksim ve seftazidime icin %73,8,
ampisillin icin %80,9, piperasillin/tazobaktam icin 9%28,5,
siprofloksasin icin %69 ve trimetoprim+sulfametoksazol
icin %78,8 olarak belirlenmistir. Tigesikline direnc tespit edil-
memistir.

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

TARTISMA

Sepsis, supheli ya da dogrulanmis infeksiyona karsi konagin
sistemik inflamatuvar yanitindan kaynaklanan klinik tablodur.
Sepsis klinik tanisinin mikrobiyolojik dogrulamasinda, kan
kaltarleri anahtar role sahiptir. Kiltlr sonrasi pozitif sonuglar
elde edildiginde, patojenin antimikrobiyal duyarliligi belir-
lenir; rasyonel antibiyotik kullanimi saglanir. Pozitif sonuclar
stipheli sepsisin kanita dayali tani ve tedavisini miimkiin ki-
lar (2). Saglik hizmetleri ile iliskili infeksiyonlarda klinik dnemi
olan gram-negatif bakteriler; Enterobacteriaceae (6zellikle
Klebsiella tirleri ve Escherichia coli), Pseudomonas aeruginosa
ve Acinetobacter baumannii'dir. Bu bakterilerin yiksek diizey-
de direncli suslari diinyanin her yerinde dikkat cekici siklikta
saptanmaktadir (4). Yapilan calismalar, E. coli ve K. pneumoni-
ae'ya bagh septisemi olgularinda karbapenemaz varhginin,
hastanin morbidite ve mortalitesini artiran sonuglara neden
oldugunu ve bu tip izolatlarda GSBL ve karbapenemazlarin
birlikte bulunmasinin, hasta 6lim oranlarini daha da yukselt-
tigini gostermektedir (7).

AK GN NET IMP MEM ERP FEP CTX CAZ AMP TZP cp SKT

Sekil 3. E. coli izolatlarinin antibakteriyel ajanlara direnc ylizdel-
erinin dagihmi

Mavi: biyofilm olusumu; Turuncu: GSBL olusumu; Yesil: karbapenemaz olusumu
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)
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Gelecekte dlinyada karbapenemaz treten mikroorganizmalar
ile iki blyuk epidemi beklenmekte; bunlardan birinin toplum
kaynakl E. coli suslari, digerinin ise hastane kaynakli K. pneumo-
niae suslari ile gerceklesmesi 6ngoriilmektedir (9). Bu nedenle,
karbapenemaz Ureten mikroorganizmalarin erken tanimlan-
masi hastane salginlarinin énlenmesi acisindan zorunludur.
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 2007-2009 yillari arasinda
SENTRY calismasi kapsaminda 42 merkezden toplanan hastane
infeksiyonu etkeni 2049 K. pneumoniae izolatinda karbapenem
direnci %6,1 olarak tespit edilmistir (10). COMPACT calismasi
kapsaminda Tirkiye'den dahil edilen 10 merkezden 2008 yili
icinde toplanan 240 Enterobacteriaceae izolatinda doripenem,
imipenem ve meropenem direng oranlari %1.3 olarak saptanir-
ken, doripenem ve meropenem 0.12 ug/mL MIK90 degeri ile
imipenemden (MIK90=0.5 pg/mL) dért kat daha aktif bulun-
mustur (11, 12). Tium bunlara dayanarak, yaygin olarak goriilen
ve coklu ilag direncine sahip Enterobacteriaceae ailesinin tye-
lerinin etkin bir nozokomiyal infeksiyon tedavi uygulamasi igin
yapilan bircok yonteme karsi meydan okuduklari bilinen bir
gercektir (13).

Artan direng oranlarina kiyasla gelistirilen yeni bilesiklerin sayisi
oldukca az ve kisithdir. Planktonik bakterilerin antibiyotik diren-
cinin yani sira hem konak immiin sistemi hem de antimikrobi-
yal ajanlar agisindan énemli bir bariyer olan biyofilm yapisinin
yol actigi direng, biyofilm enfeksiyonlarinda tedaviyi daha da
zor hale getirmektedir (25, 26). Yapilan calismalarla, biyofilmde
yer alan mikroorganizmalarin planktonik formalarina kiyasla
antibiyotiklere 100 ila 1000 kat arasinda daha direncli oldugu
gosterilmistir. Oyle ki dezenfektanlarin etkinligi acisindan ba-
kildiginda da ayni sekilde biyofilm yapisi icerisinde bakterilerin
dezenfektanlara karsi 10-100 kat daha direncli olabildikleri sap-
tanmistir (27, 28).

GSBL aracil direncin plazmidler araciliiyla tirler arasinda ak-
tanldigi, hastanelerde salginlar olusturdugu ve mortalite oran-
larini arttirdidi bilinmektedir. GSBL direncini bakteriler arasinda
tasilyan plazmidler, cogunlukla diger antibiyotiklere karsi di-
renci de tasimaktadir (14). GSBLler, 6zellikle Klebsiella tirleri, E.
coli ve Proteus mirabilis olmak Uzere; Enterobacteriaceae ailesi
gram-negatif basillerde saptanir. Ancak, Citrobacter freundii,
Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia mar-
cescens ve Enterobacter spp. gibi diger gram-negatif bakteriler-
de de saptanmistir.

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi trettik-
leri polisakkarid bir matriks icine gémull halde yasayan mik-
roorganizmalarin olusturdugu topluluktur. Degisik mikrobial
tirlerin, kendilerini cevresel etkenlerden korumak ve besin
kaynagini daha verimli kullanmak icin olusturduklari mikro-e-
kosistem olarak da tanimlanirlar (15). Biyofilmler; kateterler,
eklem ve kalp protezleri gibi kalici ya da kalici olmayan tib-
bi araclar veya kistik fibrozis gibi bazi hastaliklarda solunum
yollarini kolonize eden bakterilerin olusturdugu bir mikroor-
ganizma toplulugudur (20, 29). Tim bu bilgilerle ayni dogrul-
tuda; E. coli izolatlarinda ortaya ¢ikarilan bulgular sonucunda,
patojeniteyi arttiran biyofilm olusumunun bakteride GSBL
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Uretme oranini arttirdidi ve diren¢ mekanizmasiyla birebir ilis-
kili oldugu saptanmustir.

GSBL-pozitif mikroorganizmalarla meydana gelen infeksiyon-
larin tedavisi glinimiizde ¢ok ciddi saglik sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Etkili kabul edilen antibiyotiklerin koruyucu
dozlar bu mikroorganizmalari kontrol ettigi halde biyofilmi
etkileyemez. Tibbi cihazlar lzerinde gelisen kalici biyofilmler
stirekli bir infeksiyon odagdi olusturarak infeksiyonun hemato-
jen yolla yayihmi agisindan da her zaman bir risk kaynagi olus-
turabilmektedir.

Cahismada kan kulturlerinden izole edilen GSBL olusturan E.
coliizolatlarin %73,6 (28/38)’s1 biyofilm olusturmaktadir. Biyo-
film olusturan E. coli izolatlarinda antibiyotik diren¢ oranlari
biyofilm pozitif suslarda, negatif suslara oranla daha yiksek
oldugu gozlenmistir. Bu sonuclarla biyofilm olusturan izolat-
larin degisen oranlarda GSBL ve karbapenemaz olusturdugu
ve antibiyotiklere daha yiiksek oranda diren¢ gosterdigi tespit
edilmistir.
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