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OZET

Basitrasin inhibisyon testinin, 75 adet A grubu, 46 adet A grubu dis1 , toplam 121 beta hemolitik streptokok kokenini tanim-
lamadaki giivenilirligi aragtilmigtir. Duyarlilik testi 0.04 1U/ml. basitrasin igeren ticari disk ile CO,’li ve CO,’siz ortamda
yapilmugtir. Olgiilen zon ¢aplari sirastyla ‘cut off” noktas kabul edilerek , o zon gapmin A grubu streptokoku tanimlama du-
yarlilig1, seciciligi, pozitif ve negatif ongorii degerleri hesaplanmistir. En yiiksek degerlerin elde edildigi zon ¢ap1 15 mm. ol-
mustur. Bu zon cap1 ‘cutt-of * olarak kabul edildiginde duyarliik % 97.77, secicilik % 98.68, pozitif 6ngorii degeri % 97.72
negatif ongorii degeri % 98.68 olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler : Basitrasin, inhibisyon, A grubu streptokoklar.

SUMMARY

The Value of Bacitracin Susceptibility Testing in the Identification of Group A Streptococci

The reliability of the bacitracin inhibition test to differentiate between 75 group A and 46 non- group A beta-heamolytic strep-

tococci was studied. The test was performed by commercially available discs containing 0.04 IU/ml. bacitracin under atmosp-
heric conditions with and without CO,. Each of the zone sizes were used as cut off points to obtain the sensitivity, specifity,

positive and negative predictive values. The most reliable, highest values were obtained with a zone size of 15mm. diameter.
The use of a 15mm. zone as a cut off point, 97.77 %, 98.68 %, 97.72 % and 98.68 % were calculated for sensitivity, specifity,
positive predictive value and negative predictive value respectively.
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GIRIS nin da kontrol edilebilmesini saglar(2). AGS’ lart di-
Streptococcus pyogenes ( A grubu beta hemolitik ger beta-hemolitik streptokoklardan ayirmak igin,
basitrasin duyarliligi, PYR testi, Ouchterlony cift di-
flizyon testi ve latex aglutinasyon testi gibi testler

kullanilabilmektedir(3). AGS’larin basitrasine gos-

streptokok ) olusturdugu infeksiyonlar, siipiiratif ve
stiptiratif olmayan sekelleri ile tiim diinyada yaygin

onemli bir insan patojenidir.
termis olduklar1 yiiksek oranlarda duyarlilik ve bu

A grubu beta hemolitik streptokok (AGS) infeksi- testin uygulama kolaylig1 basitrasinin rutin mikrobi-

yonlart iist solunum yolu infeksiyonlar1 arasinda en
sik saptanan bakteriyel infeksi-yonlardir(1). Strepto-
kok farenjitlerini , diger farenjitlerden ayirmak icin
yalnizca klinik belirtiler yeterli olmamakta, kesin ta-
n1 ve uygun tedavi i¢in giivenilir bakteriyolojik yon-
temler gerekmektedir. Bakterilerin dogru tanimlan-
masi, romatizmal ates, romatizmal kalp hastaliklari,
akut post streptokoksik glomerulonefrit gibi siipiira-
tif olmayan sekeller ve invaziv AGS infeksiyonlari-

yoloji laboratuvarlarinda en sik kullanilan test olma-
sma neden olmustur. Testin AGS’ lar1 tanimlamada-
ki giivenilirligini optimize etmeye yonelik cesitli ca-
ligmalar yapilmistir.1953° de Maxted (4) 0,5 1U ba-
sitrasin emdirilmig diskleri kullanarak yaptig1 calis-
masinda kokenlerinin % 99,9 oraninda dogru tanim-
landigin1 bildirmigtir Levinson ve Frank (5) 1955’de
farkli besiyerleri ve farkli capta diskler (4-6 mm)
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 0.02 1U/ ml basitra-



sin iceren disklerle optimum performans saglandigi-
n1 belirtmislerdir Daha sonra yapilan calismalarda
bazi aragtirmacilar 0.1 TU/ml. basitrasin igeren disk-
lerle AGS’ lart daha dogru tanimladiklarini bildirmis-
lerdir. Ancak yiiksek basitrasin konsantrasyonlarinin A
grubu disindaki streptokoklarin da iiremesini inhibe et-
tigi goriilmiistiir (6). Bugiin mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda en sik kullanilan yontem, 0.04 TU/ml. basitrasin
iceren disklerin kullanildig1 yontemdir. Bu konsantras-
yondaki basitrasinin pratikte tiim A gruplarinda az ve-
ya ¢ok inhibisyon zonu olusturdugu kabul edilmekte-
dir. Ancak bu durumda testin sonucu A grubu icin spe-
sifik olmayip C,G ve hatta B grubu streptokoklar: da
tanimlayabilmektedir.

Basitrasin diski ticari olarak saglanabilecegi gibi rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda da hazirlanabil-mek-
tedir. Testin sonucu, diger duyarlilik testlerinde de ol-
dugu gibi, kullanilan besiyeri, bakteri yogunlugu, inkii-
basyon kosullari gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Basitrasin duyarlilik testinin standardizasyonu ile ilgili
calismalarda, daha cok basitrasin konsantrasyonunun
testin duyarliligina etkisi tartigsilmis, 6l¢iilen inhibisyon
zonunun testin sonucuna etkileri ile de degisik savlar
ortaya atilmustir.

Bu ¢alismada ticari disk ile uygulanan duyarlilik testin-
de, dlgiilen farkli zon caplarinin ve CO,’li ortamda in-
kiibasyonun testin duyarlilik ve segiciligine etkisi arag-
tirilmustir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriler: Cesitli muayene maddelerinden izole edi-
len toplam 121 beta-hemolitik streptokok kokeni calig-
maya almmustir Kokenler koyun kanli Todd-Hewitt
buyyonunda —20 °C’de saklanmustir.

Besiyerleri: Duyarlilik testleri i¢in %5 koyun kanlt
Mueller-Hinton agar, kokenlerin —20 °C’de muhafaza-
st icin %35 koyun kanli Todd-Hewitt buyyonu kullanil-
mustir. Duyarlilik testlerinde kullanilacak bakteri kiil-
tiirleri Todd-Hewitt buyyonunda hazirlanmustir.

Serogruplama: Kokenler serolojik olarak strepto-
kok gruplama kiti (OXOiD, Hampshire, UK) kulla-
nilarak serogruplara ayrilmistir.

Basitrasin duyarhlik testi: 0.04 1U/ml. basitrasin
iceren disklerle yapilmistir. Kanli agardaki strepto-
kok kolonilerinden tek koloni alinarak 2 ml Todd-
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Hewitt buyyonuna ekilmis ve 37 °C’de 4 saat inkiibe
edilmigtir. Bu siire sonunda siispansiyonun bulanik-
I1ig1 Mac Farland No: 0,5 tiipiiniin bulanikligina es-
deger olmustur(7). Bu siispansiyon da 1/10 kez su-
landirildiktan sonra bundan 10 ml alinarak %35 ko-
yun kanli Miieller-Hinton agara homojen olarak ya-
yilmis ve yiizeyi kuruduktan sonra lizerine antibiyo-
tik diskleri yerlestirilmigtir. Her bir streptokok koke-
ni icin iki besiyeri kullanilmig, bunlardan biri CO,’li
digeri CO,’siz ortamda , 18-20 saat, 35 °C’de inkii-
be edilmistir. Bu siire sonunda olusan zon caplari
kompas ile okunarak kaydedilmistir.

Istatistiksel analiz: Sonuclar SPSS 10.0 paket prog-
raminda elektronik ortama gegirilerek analiz edil-
migtir. Antibiyotik diskleri icin 6 mm’ den baglaya-
rak 18 mm ‘ye kadar okunan tiim degerler sirasiyla
‘cutt-of noktas1 olarak alinmis ve her birinin altin
standart (serogrup) ile uyumu arastirilmigtir. Zon
caplarinin herbiri i¢in duyarlilik, secicilik, pozitif
Ongorii degeri ve negatif 6ngorii degeri hesaplanmis-
tir. Segicilik ve duyarlilik agisindan en {iist nokta en
ideal nokta olarak alinmistir. Ayrica ¢alismada yapi-
lan tiim olciimler agisindan degiskenlerin herbirinin
birbirleri ile korelasyonu Pearson’ un korelasyon tes-
ti ile analiz edilmigtir.

BULGULAR

Caligmaya alinan 121 beta hemolitik streptokok ko-
keni serogrup olarak ayrildiginda 75’ inin grup A,
46’ simin A grubu disindaki serogruplara (B, C, D,G)
ait oldugu belirlenmistir. Bu serogruplarin elde edil-
digi muayene maddelerine gore dagilimlart Tablo
1’de goriilmektedir.

Olusan zon ¢aplarinin analizinde, A grubu ve A gru-
bu dis1 beta hemolitik streptokoklarin ortalama zon
degerleri ve standart sapmalar1 goz oniine alinarak ,
okunan tiim degerler sirasiyla ‘cut-off’ olarak alindi-
ginda, hesaplanan duyarlilik, secicilik, pozitif 6ngo-
rii ve negatif 6ngorii degerleri CO,’li ve CO,’siz in-
kiibasyon kosullar1 i¢in ayr1 ayr1 Tablo 2 ve Tablo 3
‘de goriilmektedir.

CO,: li ortamda inkiibasyon, testin duyarliligin1 ve
degiskenlerin birbirleriyle korelasyonunu arttir-mak-
tadir (p< 0.05). Bu inkiibasyon kosullarinda testin
yorumu, herhangi bir zon olusumuna gore (6
mm) yapildiginda % 24 oranda A grubunun tanimla-
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Tablo 1. Beta-hemolitik streptokoklariin cesitli muayene maddelerine gore dagilmi

Muayene Maddeleri
Serogruplar Bogaz siiriintiisii Vagen siiriintiisii Yara siiriintiisii idrar Toplam
A 68 - 7 - 75
B 2 37 - 3 42
C 3 - - - 3
D - 1 - 1
Toplam 73 38 7 3 121

Tablo 2. 121beta-hemolitik streptokok kokeninin CO, li ortamda basitrasine karsi verdigi inhibisyon zonlarina

gore hesaplanan

duyarlilik (D), secicilik(S), pozitif ongorii (POD) ve negatif ongorii (NOD) degerleri

Zon Capi (mm) D (%) S(%) POD(%) NOD(%)
6 75.55 100.00 100.00 87.35
10 93.33 100.00 100.00 96.20
12 95.55 100.00 100.00 97.43
14 95.55 98.68 97.72 97.40
15 97.77 98.68 97.77 98.68
16 97.77 97.16 95.65 98.66
17 97.77 92.10 88.00 98.59
18 100.00 76.31 71.42 100.00

Tablo 3. 121 beta- hemolitik streptokok kokeninin CO, ‘siz ortamda basitrasine kars: verdigi inhibisyon zonlarina gore hesaplanan
duyarhlik (D), secicilik (S), pozitif 6ngorii (POD) ve negatif ongorii (N()D) degerleri

Zon Cap1 (mm) D (%) S(%) POD(%) NOD(%)
6 48.88 97.36 91.66 76.28
10 75.55 96.05 91.89 86.90
12 86.66 94.73 90.69 92.30
14 91.11 93.42 89.13 94.66
15 91.11 92.10 87.23 94.59
16 91.11 90.78 85.41 94.52
17 91.11 85.52 78.84 94.20
18 93.33 77.53 71.18 95.16

namadigi,buna karsilik seciciligin % 100’e ulastig1
goriilmektedir.” Cut-off ‘olarak 18mm alindiginda
test A grubunun tiimiinii dogru tanimlamakta , ancak
bu kez A grubu dis1 streptokoklar da % 24 oraninda
yanlig olarak grup A olarak tamimlanmaktadir. CO,’
li inkiibasyon kosullar1 i¢in hesaplanan tiim degerler
acisindan ideal ‘cut-off’ noktasi 15mm. olarak sap-

Sekil 1. 121 beta-hemolitik streptokok kokeninin 0.04 1U/ml.
‘lik basitrasin diskine karsi CO,’li ortamda verdigi farkh

inhibisyon zonlar1 ile elde edilen D,S, POD yiizdeleri.

CO, Ortaruinda inkiibasyon
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tanmustir (Tablo. 2, Sekil 1).CO,’ siz ortamdaki inkii-
basyon kosullarinda cut-off degeri olarak 6mm alin-
diginda duyarlilik % 50°nin altina diismektedir. Bu
degerler 18mm igin sirasiyla; duyarlilik % 93.33, se-
cicilik % 77.63, POD % 71.18 ve NOD %95.16 ola-
rak hesaplanmistir. Bu kosullarda ideal degerleri sag-
layan ‘cut-off’ noktasi 14 mm. olmustur .(Tablo. 3,

Sekil 2. 121 beta-hemolitik streptokok kokeninin 0.04 1U/ml.
‘lik basitrasin diskine karsi CO,’siz ortamda verdigi farkh

inhibisyon zonlar1 ile elde edilen D,S, POD yiizdeleri.
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Sekil 2).

Zon caplarina gore hesaplanan duyarlilik, secicilik,
POD ve NOD ‘nin CO,’ li ve CO,’ siz inkiibasyon
kosullarinda birbirleriyle iligkisi Sekil 1 ve Sekil 2°de
goriilmektedir.

TARTISMA

Beta hemolitik streptokoklarin presipitasyon yonte-
miyle serogruplanmasi oldukca zor, vakit alic1 ve de-
neyim gerektiren iglemlerdir. Ticari olarak bulunan
agliitinasyon kitleri de pahalili§1 ve ¢apraz reaksiyon-
lar verebilmesi nedeniyle bir¢ok rutin laboratuvar
icin uygun degildir.

A grubu disindaki streptokoklarin da giderek artan
oranlarda patojen olarak tanimlanmasi bu serogrupla-
rin tanimlanmasinda da duyarli yontem-lerin kulla-
nilmasimi gerekli kilmaktadir.

Beta hemolitik streptokoklarin tanimlanmasinda uy-
gulama kolaylig1 ve ucuzlugu nedeniyle rutin mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda tercih edilen basitrasin
duyarlilik testinin giivenilirlifini optimize etmeye
yonelik yorumlama kriterlerinin olus-turulmasi ge-
rekmektedir. Basitrasin inhibisyon testlerinin sonug-
larin1 yorumlamak i¢in ya inhibisyon zonunun olusup
olugmamasi, yada belli bir zon ¢capinin ‘cut off” nok-
tas1 olarak secilmesi gerekmektedir. Cesitli ¢alisma-
larla bu iki yontem karsilastirilmistir. Coleman ve
ark. (8) zon olusup olusmamas: Slciitiinii esas aldik-
larinda bu yontemde, 0.04 iinitelik basitrasin diski
kullanmanin NCCLS veya ACP (Association of Cli-
nical Pathologists) kosullarinda 0.1 ve 0.02 iinitelik
disklere iistiinliik gosterdigini, ancak ACP yontemi
ile 125 grup A kokeninden 3’iiniin tanimlanamadig1-
n1 saptamig-lardir. 0.1 iinitelik disk kullanildiginda
NCCLS yontemi ile grup A disi 122 kokenden
24’iiniin, ACP yontemi ile de 37’sinin yanlig tanim-
landigim bildirmislerdir. 0.02 tinitelik disk kullanildi-
ginda 125 grup A kokeninden 18’inin ve 27’sinin s1-
ra ile NCCLS ve ACP yontemleri ile tanimlanamadi-
gin1 gozlemlemiglerdir. 0.1 iinite disk i¢in 12 mm’lik
zon capt ‘cut off” noktasi secildiginde her iki yon-
temle de grup A kokenlerinin giivenilir bir sekilde ta-
nimlandigini, ancak 15 mm’lik zon ¢ap1 esas alindi-
ginda sonuclarin tatminkar olmadigini bildirmisler-
dir. Washington ve ark. (9) 0.02 ve 0.04 iinitelik ba-
sitrasin diskleri kullanarak 11 mm’lik zon capini ‘cut
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off” noktas1 olarak aldiklarinda A grubu streptokok-
larin giivenilir bir sekilde ayirdedile-bilecegini bul-
muglardir. Lesher ve ark. (6) 200 beta hemolitik
streptokok kokeni ile yaptiklari ¢aligmalarda her-
hangi bir zon olugsmasini grup A icin tanimlayici kri-
ter olarak aldiklarinda %96 oranda dogru olarak ta-
nimladiklarini bildirmiglerdir.

Calismamizda, en giivenilir sonuglar 0.04 {iinitelik
disklerle 15 mm’lik zon cap ‘cut off’ noktasi olarak
secildiginde, CO,’li inkiibasyon kosullarinda elde
edilmigtir. 12 mm’lik zon ¢ap1 ile 121 beta hemolitik
streptokok kokeninin %7’si yanlis olarak tanimlan-
mig; 15 mm’nin istiindeki zon g¢aplarinda testin A
grubu dis1 beta hemolitikleri tanimlama basarisinin
azaldig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak, ticari basitrasin diski etrafinda zon
olusup olusmamasini 6lgiit alan kalitatif degerlendir-
meler yaninda, 14’mm’nin altindaki inhibisyon zo-
nunun Ol¢iildiigi kantitatif deger-lendirmeler ile de
beta hemolitik streptokok ayriminin saglikli yapila-
mayacag1 goriilmiistiir (Tablo 2 ve 3). Istatistiksel
verilerle de desteklenen bulgularimizdan basitrasin
inhibisyon testinden giivenilir sonuglar alabilmek
icin inhibisyon zon cap1 dl¢iimiiniin 6nemli oldugu
ortaya ¢ikmistir. A grubu beta hemolitik streptokok-
larin giivenilir bir sekilde tanimlanmasi igin 15
mm’lik inhibisyon zonunun ‘cut off’ noktas1 olarak
alimmasin dneriyoruz. Diger serogruplarin tanimlan-
masi1 icin de benzer sekilde yorumlama Oolgiitleri
olusturulmalidir.
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