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GESITLI KAYNAKLARDAN 1ZOLE EDILEN STAFILOKOK SUSLARININ
ENZIM KAREKTERLERI UZERINDE INCELEMELER

Ersin Istanbulluoglu* . Serdar Diker**

Studies on Enzyme Characteristics of Staphylococci Isolated from Several Sources

Summary: In this study, 120 strains of staphylococct isolated from
several sources were tested for their ability to produce DNAase, TNAase,
phosphatase, coagulase and sensitivity to lvsostaphin. Of the 120 isolates,
51.6 %, 55.5 %, 65.8 %, and 50.0 9, produced free coagulase, TNAase,
DNAase and phosphatase, respectively. Lysostaphin sensitivity was demons-
trated in 50.8 %, of isolates. '

The highest correlation was between, coagulase and lysostaphin (98.3%).
The correlation between DNAase-TNAase (78.4%,) DNAase-Lysostaphzn
(78.4% ) was found to be lowest rate.

Ozet: Bu calymada, gegitli kaynaklardan izole edilen 120 stafilokok
sugunun DNAase, TNAase, fosfataz ve koagulaz aktiviteleri ile lysostaphine
duyarliik izellikleri saptandr. Incelenen 120 sustan swraswla %51.6, %55.5,
%65.8 ve 9%,50.0 st koagulaz, TNAase, DNAase ve fosfataz pozitif, ve
%950.8 © lysostphine duyarle bulundu.

En yiiksek korelasyon %,98.3 ile koagulaz ve lysostaphin arasinda, en
diigiik oran ise %87.4 ile DNAase-TNAase ve DNAase-Lysostphin arasinda
saptandz.

Girig
insanlardan ve hayvansal kaynaklardan ‘izole edilen stafilokok-
lar, in vivo veya in vitro tiretildiklerindc bulunduklan ortama, enzim
karekterinde ckstraseliiler maddeler salgilarlar. Koagulaz, deoksiri-

bonukleaz (DNAase), termonukleaz (TNAase-Isiya direncli nukleaz),
fosfataz ve hiyaluronidaz gibi konakqi tizerine gok kuvvetli etkileri
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olan bu maddelerin patojenitc ile gok yakin ilgileri oldugu uzun
zamandan beri bilinmcktedir (1). Koagulaz testi, bunlar iginde halen
en ¢ok bagvurulan patojenite kriteri olarak kabul edilmektedir. Fakat,
son yillarda koagulaz negatif stafilokok suslarinin da gesitli infeksiyon-
lara neden oldugunun bildirilmesinden sonra, bu teste alternatif ve
yardimar olan, ayrica mikroorganizmanin patojenitesini daha iyi be-
lirleyen deneylere gerek duyulmustur (1,5,11). Bu amagla DNAase,
TNAase, fosfataz ve lysostaphine duyarhlik testleri, son zamanlarda,
cesitli iilkelerdeki aragtirmacilar tarafindan kullanilmaya baglanmg-
tir (4,6,7,8,9). Son yillarda yapilan arastirmalar ile 6nemi artan Ly-
sostaphin, Staph.staphylolyticus suslan tarafindan salgilanan ve Staph.
aureus’un lizisine neden olan protein tabiatinda ckstraseliiler bir mad-
dedir(8). ,

Bu caliymanin amaci, hayvansal kaynaklardan izole edilen sta-
filokok suglarinin enzim karekterlerini ve enzim karckterleri arasin-
daki paralellik oranlarini kargilagirmak ve bu testlerin giivenilebilir-
liklerini incelemektir.

Materyal ve Metot

Stafilokok suglar:: Stafilokok su§12;r1n1n 100 adeti, Ankara Uni-
versitesi, Veteriner Fakiiltesi Bakteriyloji Bilim Dali Teshis laboratu-
varina gonderilen siit érneklerinden, 20 adeti tavuklardan izole edildi.

Koagulaz testi: Koagulaz testi Holmberg tarafindan bildirilen
yonteme gore yapildi(5).

DNAase testi : Pham’a gore yapildi(6). Stafilokok suglar1 DNA-
ase agar (Oxoid) iizerine nokta geklinde ekildikten sonra 37°C de 24
saat inkube edildiler. Bu siirenin sonunda, iireyen kolonilerin iizerine
birka¢ ml. 1 N HCI dékiildii. Birkag saniye igcrisinde ¢evresinde say-
dam bir alan olugan stafilokok suslar1 pozitif olarak degerlendirildiler.

TNAase testi : Pham tarafindan modifiye cdilen yontem kulla-
mldi(6). Brain-heart infusion broth (Difco)’da iiretilen 8-10 saatlik
stafilokok kiiltiirtert1 100°C de 15 dakika kaynatildiktan sonra, 0.1
M 9, 0.1 Toluidine blue igeren DNAasc agarin iizerinde agilan 3
mm. ¢apindaki deliklere konuldular. 37°C de 24 saat inkubasyondan
sonra gevresinde pembe bir halka olusan delige konan suslar pozitif
olarak kabul edildiler.

Fosfataz testi : Stafilokok suglarinin fosfataz aktiviteleri Holm-
berg’in bildirdigi yoéntem ile incelendi (5). Suglar fenolftalein igeren
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nutrient agara ckildikten sonra 30°C de 3 giin inkube edildiler. Bu
siirenin sonunda iireyen koloniler amonyak buharina tutuldular ve
rengi pembeye dénen koloniler pozitif olarak degerlendirildiler.

Lysostaphine duparlilik testi: Bu test Severance’ye gore yapildi(8).
Brain-heart infusion broth’da iiretilen stafilokok suglarimin 1:10 su-
landirmalar: yapildiktan sonra iglerine Lysostaphin (Sigma) katild:
(son konsantrasyon 2mcg/ml.). 37°C de 30 dakika mikserde karig-
tirilan bu kiiltiirlerden ve igine lysostaphin karigtirilmamig kiiltiirler-
den alinan érnckler Gram yontemi ile boyandilar. Her iki kiiltiiriin
boyamasindan 5 er alan sayilarak, lysostaphin katlmadan énce kiil-
tiirdeki bakteri sayisimin, lysostaphin katildiktan sonra 9,90 oraninda
azalmasi, suslarin lysostaphine kargt duyarli olduklarim gosterdi.

Bulgular

Incelenen 120 stafilokok susunun 9%51.6 simin koagulaz, 9%,65.8
nin DNAase, %55.5 nin TNAasc, %50 nin fosfataz enzimini salgila-
diklan1 belirlendi. Bu suglarin 9,50.8 i lysostaphine duyarlt bulundu
(Tablo 1).

Tablo 1. Incelencn stafilokok suglarmnin gesitli enzimleri salgilama oranlari.

|‘—Kba§fxl'az | DNAase | TNAE""‘ Fosfataz | Lysostaphine D. ‘

| 51662 | 65.8G9)_ | s5.567) | s0.0(60) 50.861) |-

Tablo 1’de goriildiigli gibi, koagulaz deneyi sonuglan ile en
yitksek oranda paralellik lysostaphin (9,98.3) ve fosfataz (% 96.7)
testlerinde elde edildi. Koagulaz negatif olan ve diger biyokimyasal
testler ile Staph.aureus oldugu belirlenen iki susun da DNAase, TNA-
ase, fosfataz ve lysostaphin pozitif oldugu saptandi. Koagulaz negatif
stafilokok suglarinin hepsi lysostaphin negatif bulundu; yalnzca iki
tancsi TNAase ve fosfataz testlerinde pozitif sonug verdi.

Tablo 2. Incelene_n stafilokok suglarinin gesitli enzimleri salgilama oranlari arasindaki
paralellik (%).

N o | Koagulaz | DNAasc | TNAase | Fosfataz
|
! Lysostaphin | 98.3 | 78.4 l 97-4 - g6.6
Fosfataz | 96.7 79.7 94.7
TNAase 91.9 78.4 |
DNAase ! 88.7 I |
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Tartigma ve Sonug

Uluslararasi bir taksonomi komisyonu olan “ICSB Subcommitte
on Taxonomy of Staphylococci and Micrococei”™, stafilokoklarin tiir ayrim
icin su testleri onermektedir: koagulaz yapimi, aerobik kosullarda
sukroz, trehaloz ve mannitolden asit yapimi, fosfataz iiretimi ve novo-
biosin’e duyarhlik (3). Olanaklarin yetersizligi nedeniyle, bu deneyler
ancak belli referens ve aragtirma laboratuvarlarinda tiimiyle yapila-
bilmekte, birgok teshis laboratuvarinda Staph.aureus’un identifikas-
yonunda yalmizca koagulaz testi kullanilmaktadir. Koagulaz yapimi,
serbest enzim igin tiip testi ile, “clumping factor’ olarak bilinen bagh
enzim ise lam iizerinde saptdnmaktadir. Tiip koagulaz testinin deger-
lendirilmesinde cesitli giicliklerle kargilasiidigy bazr aragtiricilar tara-
findan rapor edilmistir (7,9). Ayrica, diger bazi arastiricilar tiip koa-
gulaz testinde hatali-pozitif ve hatali-negatif sonuclarin goériildiigiinii
bildirmiglerdir(2,9,10).

Yukarida agiklanan nedenlerden dolay: son yillarda stafilokok
suglarnmin ayriminda yeni bazi testler kullamilmaya baglanmistir.
Bu testlerden bu giin i¢in kullamlan en belli baghlar1, TNAase yapimi
ve lysostaphine duyarlihik testleridir(6,8). Son zamanlarda, lektin ve
bitki agliitininlerinden yararlamlarak gelistirilen ¢abuk lam agliiti-
nasyon ' testlerinden de olumlu sonuglar alindig: bildirilmektedir(3).

TNAase, fosfataz ve lysostaphine duyarhlik testlerinden elde edi-
len sonuglar, bu testlerin Staph.aureus’un ayriminda koagulaz testi ile
birlikte veya tek baglarina kullanilabilir nitelikte olduklarini goster-
mektedir. Severance ve ark. inceledikleri 108 Staph.aureus susunun 106
smun, lysostaphine duyarli olduklarim, 58 Staph.epidermidis sugunun
tiimiintniin direngli olduklarim bildirmislerdir(8). Bu ¢aliymada elde
edilen veriler bu arastirma ile paralellik gostermektedir.

Zarzour ve Belle, 447 Staph.aureus susunun TNAase testinde
olumlu sonug verdigini, buna karsin tavsan plazmasini koagule et-
meyen 70 Staph.epidermidis susjunun TNAase negatif oldugunu bildir-
mistir(11). Bu sonuglar da, bulgularimiz ile uyum igindedir.

‘Devriese, kanath orijinli Staph.aureus suglarinin DNAase ve TNA-
ase testlerinde zayif pozitif sonu¢ verdigini bildirmistir(4). Bu ¢als-
mada Incelenen 20 adet tavuk kokenli Staph.aureus susu da TNAase
ve DNAase testlerinde negatif bulunmuglardir. Bu veriler de, stafilo-
koklarin ayriminda bir veya iki teste dayanarak verilen kararlarin
her zaman kesin olmadigim agikca gostermektedir.
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Holmberg, inceledigi 46 adet Staph.aureus susunun 9,100 fos-

fataz pozitif oldugunu bildirmistir(5). Bu arastirmada da, gesitli
biyokimyasal testler sonucunda Staph.aureus oldugu belirlenen tiim
suglar fosfataz pozitif bulunmustur.

Sonug olarak, Staph.aureus suglarimn diger stafilokok tiirlerinden

kesin ayrimu igin koagulaz testinin yectersiz olup, TNAase fosfataz ve
lysostaphine duyarlilik testlerinin de, dogru teshise yardimcer olabile-
cek nitelikte metodlar olduklarm soyleyebiliriz.
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