
Girifl
Enterokoklar aminoglikozid antibiyotiklere düflük düzeyde

intrensek olarak dirençlidir. Streptomisin ve kanamisinin mini-
mal inhibitör konsantrasyonu (M‹K) 250 µg/ml civar›nda iken,
gentamisin için bu de¤er 8-32 µg/ml'dir. Direncin nedeni, ente-
rokok bakteri duvar›n›n bu antibiyotiklere karfl› geçirgenli¤inin
düflük olmas›d›r (1). Aminoglikozid antibiyotikler, beta-laktam
antibiyotik ya da vankomisin gibi hücre duvar sentezini engel-
leyen bir antibiyotikle kombine edilecek olursa, aminoglikozid
M‹K de¤erlerinde önemli düflüfller elde edilebilir (1-4). Penisi-
linler hücre duvar sentezini engellerler ve hasarlanan hücre du-
var›ndan aminoglikozid antibiyotikler daha kolay geçebilir. So-
nuçta enterokoklara karfl› beta-laktam veya glikopeptid antibi-
yotiklerle aminoglikozidlerin kombinasyonu sinerjistik etki
gösterir (1). Yüksek düzey aminoglikozid direncinde bu siner-
jistik etki ortadan kalkmaktad›r.

Beta-laktam aminoglikozid kombinasyonunun in vitro etkin-
li¤inin de¤erlendirilmesinde "dama tahtas›", zaman-ölüm e¤risi
yöntemleri ve E testi kullan›labilir (5,6). Bu çal›flmada klinik ör-
neklerden izole edilen enterokok sufllar›na karfl› penisilin ve ami-
noglikozid (gentamisin, streptomisin ve amikasin) kombinas-
yonlar›n›n etkinli¤inin de¤erlendirilmesi amaçlanm›flt›r.

Yöntemler
Ondokuz May›s Üniversitesi T›p Fakültesi Hastanesi'nde

Mart 1997-Eylül 1997 tarihleri aras›nda kan, periton s›v›s›, id-
rar, eksüda, yara ve beyin-omurilik s›v›s› (BOS) gibi bölgeler-
den izole edilen hastane infeksiyonu etkeni 111 farkl› enterokok
suflu çal›flma kapsam›na al›nd›.

‹dantifikasyon: Enterokoklar›n idantifikasyonunda Gram
boyamas›, katalaz testi, %40 safra içeren eskülinli besiyerinde
eskülin hidrolizi ve %6.5 NaCl içeren beyin-kalp infüzyon buy-
yonunda  üreme özellikleri araflt›r›ld›. Safra-eskülin besiyerinde
ve  %6.5 NaCl içeren beyin-kalp infüzyon buyyonunda üreyen
katalaz-negatif sufllar enterokok olarak kabul edildi (7). Tüm
enterokoklar API20 STREP (bioMerieux) metodu ile tür düze-
yinde tan›mland›.

Beta-Laktamaz Yap›m›: Enterokoklar›n beta-laktamaz
üretip üretmedi¤i nitrosefin içeren beta-laktamaz çubuklar›
(Oxoid) kullan›larak araflt›r›ld›.  Üretici firman›n önerileri,  saf
enterokok kolonilerine de¤dirilen çubuklar›n 5 dakika, test ne-
gatifse 15 dakika nemli ve steril ortamda bekletilmesi; çubuklar
sar› renkten pembe-k›rm›z› renge döndü¤ünde o suflun  beta-
laktamaz-pozitif olarak de¤erlendirilmesi biçimindedir.

Yüksek Düzey Aminoglikozid Direncinin Saptanmas›: 10
µl bakteri süspansiyonu, 500 µg/ml gentamisin (Fako ‹laçlar›
A.fi.) içeren beyin-kalp infüzyon agar›n›n kuru yüzeyine  son
bakteri inokülumu 106 koloni/ml olacak flekilde   steril otoma-
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Özet: Klinik örneklerden izole edilen enterokok sufllar›na karfl› penisilin ile aminoglikozid kombinasyonlar›n›n et-
kinli¤inin de¤erlendirilmesi amaçlanm›flt›r. Tüm izolatlarda beta-laktamaz testi negatifti. Buyyon mikrodilüsyon yönte-
miyle 111 enterokok suflundan % 52.3'ü penisiline dirençli (M‹K ≥ 16 µg/ml) idi. Agar tarama testi ile 111 enterokok su-
flundan 56 (%50.5)'s› yüksek düzey gentamisin direnci, 46 (%41.4)'s› yüksek düzey streptomisin direnci gösterdi. Yük-
sek düzey gentamisin direnci olan enterokoklara karfl› penisilin-gentamisin, penisilin-amikasin kombinasyonlar›nda si-
nerjik iliflki gözlenmedi. Yüksek düzey streptomisin dirençi olan sufllara karfl› penisilin-streptomisin kombinasyonu si-
nerji göstermedi. Sonuç olarak yüksek düzey aminoglikozid direnci gösteren enterokok sufllar›na karfl› penisilin-ami-
noglikozid sinerjisi gözlenmemifltir. Bu nedenle yüksek düzey aminoglikozid direnci olan enterokoklar›n neden oldu¤u
infeksiyonlarda beta-laktam antibiyotik+aminoglikozid kombinasyonu kullan›lmamal›d›r.

Anahtar Sözcükler: Enterococcus, yüksek düzey aminoglikozid direnci, sinerji.

Summary: Detection of penicillin-aminoglycoside synergy against enterococci. The purpose of the study is to deter-
mine the synergistic effect of penicillin and aminoglycosides against clinical isolates of enterococci. Test for beta-lactama-
se production were negative for all isolates. 52.3% of 11 enterococci were resistant to penicillin (MIC ≥ 16 µg/ml) by broth
dilution. Of the 111 enterococci, the rate of high-level resistance to gentamicin was found 50.5%, and to streptomycin
41.4%. Neither penicillin and gentamicin nor penicillin and amikacin showed synergistic effect against strains of high-le-
vel resistance to gentamicin. There was no synergistic effect of penicillin and streptomycin combination against strains of
high-level resistance to streptomycin. In conclusion, penicillin-aminoglycoside synergy was not observed in high-level ami-
noglycoside-resistant enterococci. In case of high-level resistance to aminoglycosides in enterococci, beta-lactam and ami-
noglycosides combinations should not be used.
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tik pipetle inoküle edildi. 35°C'de 24 saat inkübe edildi. Strep-
tomisin için e¤er 24 saat sonunda üreme saptanmad›ysa inkü-
basyon 48 saate uzat›ld›. Bir koloni üzerindeki üremeler direnç-
lilik olarak de¤erlendirildi (8). Kontrol suflu olarak Enterococ-
cus faecalis ATCC 29212 kullan›ld›.

Antibiyotik Kombinasyonlar›nda Etkinin De¤erlendiril-
mesi: Sinerji çal›flmalar›nda modifiye "dama tahtas›" tekni¤i
kullan›ld›. Mueller-Hinton buyyonunda mikrodilüsyon yönte-
miyle penisilin, gentamisin, streptomisin ve amikasin; ayr›ca
penisilin + gentamisin (P+G), penisilin + streptomisin (P+S) ve
penisilin + amikasin (P+A) kombinasyonlar›n›n enterokoklara
karfl› etkinli¤i araflt›r›ld›.

Penisilin G (Sigma), gentamisin, amikasin (Fako ‹laçlar›
A.fi.) ve streptomisin (Sigma) stok solüsyonlar› haz›rland›. An-
tibiyotikler 1-2048 µg/ml konsantrasyonlar›nda test edildi. An-
cak M‹K 1 µg/ml saptanan sufllar için test daha düflük konsant-
rasyonlarda tekrarland›. Antibiyotikler aras›ndaki iliflkiyi de¤er-
lendirmek için fraksiyonel inhibitör konsantrasyon indeksi
(F‹K indeksi) kullan›ld› (5).

F‹K indeksi afla¤›daki formüle göre hesapland›.

(A)= Kombinasyonda A ilac›n›n M‹K de¤eri
(B)= Kombinasyonda B ilac›n›n M‹K de¤eri
(M‹KA)=Tek bafl›na A ilac›n›n M‹K de¤eri
(M‹KB)=Tek bafl›na B ilac›n›n M‹K de¤eri
(F‹K)= Fraksiyonel inhibitör konsantrasyon

Çal›flmam›zda F‹K indeksi ≤ 0.5 sinerjizm, F‹K indeksi
>0.5-≤4 indiferans, F‹K indeksi > 4 antagonizm olarak de¤er-
lendirilmifltir.

Sonuçlar
Çal›flmaya al›nan 111 enterokok suflunun 75 (%67.6)'i En-

terococcus faecalis, 34(%30.6)'ü E. faecium, 1 (%0.9)'i E. avi-
um ve 1 (%0.9)'i E. casseiflavus olarak saptand›. Nitrosefin tes-
ti ile sufllar›n hiçbirinde beta-laktamaz yap›m› tespit edilmedi.

Buyyon mikrodilüsyon yöntemiyle 111 enterokok suflunun
58 (%52.3)'i penisiline dirençli (M‹K≥16µg/ml); 53 (%47.7)'ü
penisiline duyarl› (M‹K ≤ 8µg/ml) olarak saptand›.

111 enterokok suflundan 56 (%50.5)'s› yüksek düzey genta-
misin direnci (YDGD), (agar tarama ile M‹K > 500 µg/ml); 46
(%41.4)'s› yüksek düzey streptomisin direnci  (YDSD) (agar ta-
rama ile M‹K > 2000 µg/ml) göstermifltir. Penisilin, gentamisin,
streptomisin ve amikasin ile enterokoklara karfl› elde edilen
M‹K de¤erleri Tablo 1'de verilmifltir.

Modifiye "dama tahtas›" yöntemiyle penisilin ile aminogli-
kozid antibiyotikler aras›ndaki iliflki de¤erlendirilmifltir. Buna
göre YDGD gösteren enterokok sufllar›n›n tamam›nda penisi-
lin-gentamisin ve penisilin-amikasin kombinasyonlar›nda her-
hangi bir sinerjik iliflki gözlenmezken;  penisilin-gentamisin
kombinasyonu düflük düzeyde gentamisin direnci gösteren sufl-
lar›n %32.7'sine karfl›, penisilin-amikasin kombinasyonu ise
%41.8'sine karfl›  sinerjik bulunmufltur. Buna karfl›l›k penisilin-
streptomisin kombinasyonu, YDGD gösteren enterokok suflla-
r›na  karfl› sinerjik bulunmufltur (Tablo 2).

Penisilin-streptomisin kombinasyonu, YDSD gösteren izo-
latlar›n hiçbirine karfl› sinerjik bulunmazken;  penisilin-genta-
misin kombinasyonu ile bu sufllar›n %10.9'una karfl›, penisilin-
amikasin kombinasyonu ile de %4.3'üne karfl›  sinerji  gözlen-
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(A)

(M‹KA)

(B)

(M‹KB)
+ = F‹KA + F‹KB = F‹K indeksi

Tablo 1. Penisilin ve Aminoglikozidlerin Enterokoklara Karfl› M‹K De¤erlerinin Da¤›l›m›
M‹K (µg/ml)

Antibiyotik 0.25 2 4 8 16 32 64 128 256 512        1024     ≥2048

Penisilin - 24 10 19 15 6 2 9 18 8 - -
Gentamisin - 1 4 8 19 11 9 1 2 1 4 51
Streptomisin - - - - 5 8 17 14 11 10 - 46
Amikasin 1 1 - 1 4 9 19 27 28 14 6 1

* Taral› alanlar penisilin direncini veya  yüksek düzey aminoglikozid direncini göstermektedir.

Tablo 2. Gentamisine Direnç Durumuna Göre Penisilin ile Aminoglikozid Antibiyotikler Aras›ndaki ‹liflki

Gentamisine                                               Gentamisine
Yüksek Düzey Direnç Düflük Düzey Direnç

Kombinasyon Etki n (%) n (%)
Penisilin + ‹ndiferans 50 (89.3) 37 (67.3)
Gentamisin Sinerji - - 18 (32.7)

Antagonizm 6 (10.7) - -
Penisilin + ‹ndiferans 41 (73.2) 43 (78.2)
Streptomisin Sinerji 10 (17.9) 11 (20.0)

Antagonizm 5 (8.9) 1 (1.8)
Penisilin + ‹ndiferans 34 (60.7) 21 (38.2)
Amikasin Sinerji - - 23 (41.8)

Antagonizm 22 (30.3) 11 (20.0)
‹ndiferans: F‹K indeksi 0.5-≤ 4 aras›, Sinerji: F‹K indeksi ≤ 0.5, Antagonizm: F‹K indeksi > 4



mifltir. Penisilin-streptomisin kombinasyonunun, streptomisine
düflük düzeyde dirençli izolatlar›n  ise %32.3'üne karfl› sinerjik
oldu¤u tespit edilmifltir (Tablo 3).

‹rdeleme
Hastane infeksiyonu etkeni enterokok sufllar›n›n ço¤unlu-

¤unu E. faecalis oluflturdu. Çal›flmam›zda enterokok kökenle-
rinde beta-laktamaz yap›m› saptanmad›. Enterokoklarda beta-
laktamaz yap›m› olmas›na karfl›n halen Türkiye'den beta-lakta-
maz yapan enterokok suflu bildirilmemifltir. Penisiline dirençli
olarak saptanan 58 (%52.2) enterokok suflunda beta-laktamaz
yap›m›n olmamas› nedeniyle, penisilin direnci olas›l›kla düflük
afiniteli penisilin ba¤lay›c› proteinlerin (özellikle PBP5) afl›r›
üretimine ba¤l› olabilir (10). 

Yüksek düzeyde aminoglikozid direnci prevalans›nda gide-
rek art›fl görülmektedir (11). Çal›flmam›zda da enterokok suflla-
r›nda gentamisine %50.5, streptomisine %41.4 yüksek düzeyde
direnç belirlendi.

Penisilin-aminoglikozid kombinasyonlar› aras›ndaki antibi-
yotik iliflkisi modifiye "dama tahtas›" yöntemiyle de¤erlendiril-
mifltir. Bu yöntem, in vitro antimikrobiyal kombinasyonlar›n
de¤erlendirilmesinin basit olmas›, mikrodilüsyon sistemlerinin
kullan›ld›¤› laboratuvarlarda rahatl›kla uygulanabilmesi nede-
niyle en s›k kullan›lan yöntemdir. Zaman-ölüm e¤risi yöntemi
ise bakteriyostatik ve bakterisid aktiviteyi zamana karfl› göste-
ren, s›k kullan›lan bir sinerji testidir. Zaman al›c›, uygulamas›
zor ve dikkat gerektiren bir metoddur. Dama tahtas› metodunun
tersine antimikrobiyal iliflkiyi dinamik olarak gösterir. Uygula-
ma zorlu¤u ve s›n›rl› say›da antibiyotik ile yap›labilmesi bu tes-
tin dezavantajlar›d›r. "Dama tahtas›" ve zaman-ölüm metodu ile
yap›lan mukayeseli çal›flmalar›n bir k›sm›nda uyum gözlenmifl-
ken baz› çal›flmalarda "dama tahtas›" metodunun yetersizli¤i
gösterilmifltir (5,6).

Klinikte önemli bir problem olan ve YDGD'ne neden olan
AAC(6')-APH(2") enzimini üreten enterokok izolatlar›nda pe-
nisilin-gentamisin sinerjisinin kayboldu¤u ifade edilmifltir (12-
16). Benzer flekilde penisilin-gentamisin kombinasyonu,
YDGD saptad›¤›m›z sufllar›n hiçbirine karfl› sinerjik bir iliflki
göstermemifltir (Tablo 2). YDGD saptanan sufllar, streptomisin
hariç klinikte kullan›lan öteki aminoglikozidlere (gentamisin,
tobramisin, amikasin ve netilmisin) de yüksek düzeyde diren-

cin ortaya ç›kmas›na neden olur. Sonuçta bu aminoglikozidle-
rin beta-laktam bir antibiyotikle kombinasyonundan  beklene-
cek sinerjinin ortadan kalkmas›na  yol açmaktad›r (16,17). Bi-
zim çal›flmam›zda da benzer özellikler gözlenmifl, penisilin-
amikasin kombinasyonu, YDGD saptanan sufllar›n hiçbirine
karfl›   sinerjik iliflki göstermemifltir (Tablo 2). Bu bulgular›n ter-
sine penisilin-gentamisin kombinasyonu,   gentamisine duyarl›
izolatlar›n % 32.7'sine; penisilin-amikasin kombinasyonu  ise
bu izolatlar›n %41.8'ine sinerji göstermifltir. 

Bantar ve arkadafllar› (18), E. faecalis sufllar› için antibiyo-
tikler aras›ndaki iliflkiyi zaman-ölüm e¤risi çal›flmalar› ile de-
¤erlendirmifller; YDGD olan 11 sufl saptayarak bizim verileri-
mizde oldu¤u gibi penisilin ile sinerjistik etkinin bu sufllar›n tü-
müne karfl›  kaybolmufl oldu¤unu, düflük düzeyde direnç göste-
ren 7 suflun tamam›na karfl› ise penisilin-gentamisin sinerjizmi-
nin bulundu¤unu göstermifllerdir. Bizim çal›flmam›zda aminog-
likozidlere düflük düzeyli direnç gösteren sufllarda da penisilin
kombinasyonlar›ndaki sinerji oranlar›n›n düflük görülmesi,
mikrodilüsyon "dama tahtas›" tekni¤inin kendisinden kaynak-
lanan de¤iflkenlikler nedeniyle olabilece¤i gibi, testin dizayn›n-
dan da ileri gelmifl olabilir (19).

Benzer flekilde YDSD geliflen enterokok izolatlar›nda
streptomisinin bir beta-laktam antibiyotik ile kombinasyonun-
da sinerjik etkinin kayboldu¤u rapor edilmifltir (12).  YDSD ge-
liflmesine neden olan esas mekanizma, streptomisinin modifi-
kasyonuna yol açan bir ANT(6) enzimidir (16). Klinikte nadir
görülen di¤er bir direnç tipi de E. faecalis’te görülen ribozomal
mutasyonlard›r (20). Streptomisine spesifik olan bu direnç tipi-
ne sahip olan sufl,  YDGD göstermedi¤i için penisilin-gentami-
sin sinerjisi devam eder (21). Elde etti¤imiz YDSD gösteren 46
enterokok suflundan hiçbirisinde penisilin-streptomisin kombi-
nasyonunda sinerjistik iliflki gözlenmemifltir. Bu antibiyotik
kombinasyonunun, streptomisine düflük düzeyde direnç göste-
ren 65 suflun 21 (%32.3)'ine karfl› ise  sinerji gösterdi¤i tespit
edilmifltir. Ayr›ca, penisilin-gentamisin kombinasyonunun,
YDSD gösteren 46 izolat›n 5 (%10.9)'ine karfl› (Tablo 3); peni-
silin-streptomisin kombinasyonunun, YDGD gösteren 56 izola-
t›n 10'una karfl› (Tablo 2) sinerjik olmas›, gentamisin ve strep-
tomisin aras›ndaki direnç mekanizmalar›n›n farkl› enzimlerle
meydana geldi¤ini desteklemektedir.

Agar dilüsyon yöntemi ile gentamisin için 512 µg/ml ve
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Tablo 3. Streptomisine Direnç Durumuna Göre Penisilin ile Aminoglikozid Antibiyotikler Aras›ndaki ‹liflki

Streptomisine                                                   Streptomisine
Yüksek Düzey Direnç Düflük Düzey Direnç

Kombinasyon Etki n                        (%) n (%)

Penisilin + ‹ndiferans 38                      (82.6) 49 (75.4)
Gentamisin Sinerji 5                        (10.9) 13 (20.0)

Antagonizm 3                        (6.5) 3 (4.6)
Penisilin + ‹ndiferans 40                      (87.0) 44 (67.7)
Streptomisin Sinerji -                            - 21 (32.3)

Antagonizm 6                        (13.0) - -
Penisilin + ‹ndiferans 23                      (50.0) 32 (49.2)
Amikasin Sinerji 2                        (4.3) 21 (32.3)

Antagonizm 21                      (45.7) 12 (18.5)

‹ndiferans: F‹K indeksi 0.5-≤ 4 aras›, Sinerji: F‹K indeksi ≤0.5, Antagonizm: F‹K indeksi >4



streptomisin için 256-1024 µg/ml M‹K düzeyleri orta dere-
cede aminoglikozid direnci (ODAD) olarak tan›mlanm›flt›r.
Bantar ve arkadafllar› (18) ODAD gösteren E. faecalis sufl-
lar› için antibiyotikler aras›ndaki iliflkiyi zaman-ölüm e¤ri-
si çal›flmalar› ile de¤erlendirmifller; orta derecede gentami-
sin direnci (ODGD) gösteren 3 sufl ve orta derecede strep-
tomisin direnci (ODSD) gösteren 11 sufl saptam›fllard›r. Bu
sufllar›n tamam›na karfl› her iki aminoglikozidin de  penisi-
lin ile sinerjik  etki gösterdi¤ini bildirmifllerdir. Çal›flma-
m›zda ODGD (buyyon mikrodilüsyon ile M‹K 512 µg/ml,
agar tarama ile M‹K 500 µg/ml) gösteren sadece 1 sufl sap-
tanm›flt›r. Penisilin-gentamisin kombinasyonunun bu izola-
ta karfl› etkisi indiferans biçiminde olmufltur. Buna karfl›l›k
ODSD (256-1024 µg/ml) gösteren 21 sufl saptanm›fl, bunla-
r›n da 5'ine karfl› penisilin-streptomisin kombinasyonunun
sinerjik oldu¤u gözlenmifltir.

Torres ve arkadafllar› (20) E. faecium'da penisilin diren-
ci ve penisilin-gentamisin sinerjisini de¤erlendirdikleri bir
çal›flmada, penisiline dirençli E. faecium sufllar›na karfl›  -
e¤er YDGD yoksa- penisilinle gentamisin aras›nda sinerji
gözlemifllerdir. Ancak burada penisilin konsantrasyonunun
penisilin M‹K de¤erinin bir buçuk kat› kadar olmas› gerek-
ti¤i belirtilmifltir. ‹zole etti¤imiz penisiline dirençli (M‹K
16-512 µg/ml) 58 sufltan sadece 12 tanesi YDGD gösterme-
mifltir. Bu izolatlardan 4'üne karfl› penisilin-gentamisin an-
tibiyotikleri aras›nda sinerjik bir iliflki saptanm›flt›r.

Sonuç olarak, enterokoklar giderek artan oranlarda nozoko-
miyal infeksiyonlara yol açmakta ve aminoglikozid grubu anti-
biyotiklere yüksek düzeyde direnç göstermektedirler. Çal›flma-
m›z  YDGD varl›¤›nda penisilinin, gentamisin ve amikasin ile
kombinasyonlar›nda sinerjinin kayboldu¤unu destekler görül-
mektedir. Benzer flekilde  YDSD varl›¤›nda, penisilinin strepto-
misinle kombinasyonunda da sinerjinin kayboldu¤u, ancak
gentamisin direncinin bundan etkilenmedi¤ini düflündürmekte-
dir. Bu nedenle tedavi baflar›s›zl›klar›n› engellemek için entero-
koklarda yüksek düzey aminoglikozid direnci mutlaka araflt›r›l-
mal›d›r.
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