A. U. Vet. Fak. Derg.
32 (3): 429-437, 1985

CESITLI KAYNAKLARDAN IZOLE EDILEN STAFILOKOK SUSLARININ
KOAGULAZ VE DNase AKTIVITELERI UZERINDE BIR ARASTIRMA

Omer Akay*

An investigation on the coagulase and deoxyribonuclease activities of staphylo-
cocci isolated from different sources

Summary: In this study, a total of 673 staphylococci strains isolated
Jrom human and animal sources were tested for coagulase and deoxyribonuc-
lease activities to determine whether there is a correlation between the results
of these tests. The coagulase activities of the isolated strains was determined
according to direction for the tube method. Deoxyribonuclease activity was in-
vestigated on DNase agar plates.

Only one (0.4%) of 247 Staphylococcus epidermidis strains of human
origin gave positive reaction and the rest was found to be negative in coagu-
lase test. On the other hand, 81 Staph. epidermidis strains from animal origin
were all negative in the same test. Only 2 of 189 Staph.aureus strains isola-
ted from human clinical materials failed in the reaction, while 187 of them
(98%,) gave positive reaction in coagulase test. Except one, all of 155 Staph.
aureus strains of animal origin produced (99.3 %) coagulase.

326(94.4%) out of the 345 Staph.aureus strains from human and ani-
mal origin and 30(9.1%,) of 328 Staph.epidermidis strains of the same origin
produced deoxyribonuclease in the DNase test.

The results of this study sugges that, there is a good relationship between
deoxyribonuclease activity and coagulase production in Staph.aureus strains.

Ozet: Bu caligmada, insan ve hayvanlardan izole edilen toplam 673
staftlokok susunun koagulaz ve deoksiribonukleaz aktiviteleri ve bu testler
arasindaky korelasyon incelenmistir. Kullamlan suglarin koagulaz aktivite-
leri tiip testi yontemi ile, DNase olusturmalar: ise, DNase besi yerinde ya-
pulmagter.

Insan orijinli 247 Staph.epidermidis susundan 1 tanesi koagulaz pozi-
4f(% 0.4), 246°se negatif ve hayvan orijinli 81 sugtan hepsi aymi testte ne-
gatif bulunmugtur. Buna kargin, insan orijinli 189 Staph.aureus susundan
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187 sinin (%, 98.9) pozitif, 2 susun negatf, hayran orijinli 156 sugtan
155 inin pozitif (9 99.3), birisinin negatif sonug verdigi tespit edilmistir.

Calismada kullemlan insan we hayvan orijinli 335 Staph.aureus susun-
dan 326°s1 (% 94.4) ve 328 Staph.epidermidis susundan 30’u deoksiriho-
nukleaz yoniinden pozitif bulunmugtur.

Bu ¢alismada, Staph.epidermidis suglarmun DNase aktivitelerinin Staph.
aureus suglarma oranla diisik oldugu wve patojentk Staph.aureus suslarin
tammlanmasida Fullamlan DNase ile hoagulaz tesilert arasmda bir fore-
lasponun  bulundugu  belirlenmugtir.

Giris

Stafilokok cinsinde bulunan patojenik Staph.aureus ile apatoje-
nik Staph.epidermidis tirlerinin birbirinden ayrimi igin ¢esitli test-
lerden yararlamlmaktadir. Bu mikroorganizmalarin identifikasyo-
nunda kullamlan ¢n 6nemli test, koagulaz yapimdir (1, 7). Ayrca,
mannitol fermentasyonu da digor bir aymer yontem olarak kabul
edilmektcedir {4).

Koagulaz testi Staph.aureus suglarnn koagulaz ncgatf olan-
lardan ayirt cdilmesi uygun bir test olmasina ragmen, bazi Staph.
aureus’larin laboratuvar kosullarinda bu ozelliklerini yitirerek, Staph.
epidermidis’e benzerlik  gosterdikleri  bildirilmigtir (9, 17, 18). Bu
durum géz oniinde tutularak, baz aragtinalar (12-14, 23, 27) her
iki etkenin birbirinden ayrimi ve koagulaz testi ile korelasyon goste-
recck bir test icin mikroorganizmalann lizozim, lipaz, fosfataz, fib-
rinolizin, hemolizin, hyoluronidaz gibi bazi karakterlerini de ince-
lemigler, ancak, bu testler ile koagulaz yapimi arasinda arzu cdilen
korelasyonu saptayamamiglardir.

Patojenik ve apatojenik stafilokok suglarmin ayrimi igin DNase
testinden dc yararlanilmakeadir (19, 21, 24, 28). Weckman ve Cat-
lin (28), klinik materyallerden i1zole cttikleri 87 mikrokok susundan
34. tanesinin koagulaz ve DNase pozitif, buna karsin koagulaz nc-
gatif suglardan sadecc birisini DNase pozitif bulduklarini ve DNase
testinin stafilokoklarin ayriminda gegerli bir test olabilecegini agik-
lamiglardir. Burns ve Holtman (3), DNase testinin koagulaz, pig-
mentasyon ve mannitol fermentasyonu ile korelasyon gosterdigini,
DiSalvo (8), 204 Staph.aureus susundan 199'nun DNase ve koagulaz
pozitif, 100 Micrococcus pyogenes var.albus susundan Dbirisinin  hem
DNasc ve hem de koagulaz testinde pozitif bulundugunu, bdylece
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DNase testinin stafilokoklarin  patojenitelerinin  belirlenmesinde  bir
degere sahip olacagim bildirmiglerdir. Victor ve ark. {27), koagulaz
pozitif Staph.aureus suglarimin % 95°ni DNasc testinde de pozitif bul-
duklarini, ayrica galiymalarinda kullandiklar: 41 koagulaz ncgatif
sugtan 10 tanesinin DNasc olugturdugunu ve bunlardan dokuzunun
enterotoksin salgiladigin, entcrotoksijenik bulunan bu suglarin muh-
temelen koagulaz olugturma 6zclliklerini kaybetmis mutantlar ola-
bileceklerini agiklamuglardir.  Grunina ve Stepanov (11), kanath-
lardan izole ettikleri 300 stafilokok sugundan 128’ini koagulaz ve 156’
stm da DNase pozitif bulmuslar, koagulaz pozitif suglardan 9} 94.2
sinin DNase olusturduklarini ve bu sonuglara dayanarak, DNase
testinin koagulaza oranla patojenite kriterinin belirlenmesinde daha
uygun bir test olabilecegini bildirmiglerdir. Jacobs ve ark. (16), in-
san orijinli 1467 koagulaz pozitif stafilokok susundan tamamnin,
227 koagulaz negatif stafilokok susundan ise sadece 5 tanesinin zayif
bir sekilde DNasc pozitif bulundugunu ve bu nedenle de testin, teshis
laboratuvarlarinda giivenle kullanilabilecegini agiklamiglardir. Hig-
gins ve Chartier (13), ccsitli hayvan tiirlerinden izole cttikleri 280
koagulaz pozitif stafilokok sugsundan 120’ini Staph.aureus ve 159 ade-
dini de Staph.intermedius olarak identifiye etmisler ve Staph.aureus sug-
larindan 9, 94.7’sinin, Staph.intermedius’lardan ise %, 99.3’niin DNase
olusturduklarini  bildirmislerdir. Cheong (6), mastitis’li inek sitle-
rinden izole cttigi 29 Staph.cpidermidis’ten 8inin, 140 Staph.aureus
sugundan ise tamaminin DNase olusturdugunu, ayrica ayni aragti-
ric1 (3), degigik klinik formlarda seyreden inek mastitis olgularin-
dan izole ve identifiye ettigi 140 Staph.aureus susunun koagulaz ve
DNasc testlerinde pozitif sonu¢ verdigini bildirmistir. Takeuchi ve
Suta (26), dermatitis’li tavuklardan izole ettigi 49 Staph.aureus sugu-
nun % 94’uniin koagulaz ve 9, 6’sinin DNase pozitif; Osteopsathy-
rosis’li hayvanlardan  ayirdiklar1 Staph.aureus suglarindan 9, 98’nin
koagulaz ve 9, 58nin DNasc pozitif; artritis’li tavuklardan izole
edilen 5 susun isc hem koagulaz ve hem de DNasc testinde pozitif
bulundugunu agiklamglardir. Istanbulluoglu ve Diker (15), cesitli
kaynaklardan izole ettikleri 120 stafilokok susundan 9 51.6’sinin
koagulaz, 9, 65.8’nin DNase pozitif olduklarin1 bildirmiglerdir.
Kohler-Samouilidis (19), 182 siit érneginden ayirdigr 32 Staph.aureus’
dan 9 84niin, 66 Staph.epidermidis’den Y, 20’sinin DNase pozitif
sonug verdigini bildirmigtir. Holmberg (14), inck siitlerinden izole
cttigi 46 Staph.aureus sugundan %, 93.5, 218 Staph.epidermidis susundan
iIsc % 34.4’uniin DNase pozitif oldugunu agiklamistir. Sperger ve
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Tatini (23), cesitli kaynaklardan izole cttikleri 439 Staph.aureus su-
sunun koagulaz ve termonukleaz olusturdugunu bildirmiglerdir.

Bu ¢aliymanin amaci, insan ve gesitli hayvan tirlerinden izole
edilen stafilokok suglarinin koagulaz ve DNase aktivitelerinin sap-
tamak ve bu testler arasindaki korelasyonu ortaya koyarak, stafi-
lokoklarin identifikasyonundaki degerini aragtirmakur.

Materyal ve Metot

Suglar : Calymada, insan ve hayvanlardan izole ve identifiye
cdilen toplam 329 Staph.epidermidis ve 345 Staph.aureus susundan ya-
rarlamlmigur. Kullanilan 328 Staph.epidermidis sugundan 247’si in-
san, 48’i sigir, 7’si kanath, 26’st koyun; 345 Staph.aureus susundan
189’u insan, 102’si sigir ve 54’4 kanath orijinlidir. Insan kaynakl
suslar; Gilhane Askeri Tip Akademisi, Askeri Tip Fakiiltesi Mikro-
biyoloji Anabilim Dali, SSK Ankara Hastanesi Cocuk Klinigi, G.C.
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan, hayvan oryinli
suglar ise, Etlik Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisg, 1.0. Veteri-
ner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile A.U. Veteriner Fa-
kiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalr’na getirilen hastalikli materyal-
lerden izole ve identifiye edilmigtir.

Besi yerleri : Dencmede kullanilan suglarm DNasce ve koagulaz
aktivitelerini saptamak amaciyla, DNasc agar (Oxoid), Triptikaz
soy agar, triptikaz soy buyyon; suglarmn identifikasyonunda isc kanl
agar, nutrient agar, nutrient buyyon, fermentasyon besi yerlerinden
yararlamlmistir.

Tavsan plazmas:: Gahsmada kullanilan suglarin tiip koagulaz
testi i¢in ticari tavgan plazmasi(Sigma} kullanmlmistr.

Koagulaz testi: Bu test, Holmberg (14)’in bildirdigi yontemc gore
yapilmustir. Steril tavsan plazmas: 1/5 oraminda sulandirilarak 1 ml
miktarinda tiiplerc konmug ve izerine teste tabi tutulacak suglarin
nutrient buyyondaki taze kiiltiirlerinden 0.1 ml ilave edilmis ve so-
nuclar koagulasyonun olup olmamasina gére 2, 4, 6 ve 24 ncii saat-
lerde degerlendirilmistir.

DNase testi : Bu test, Zierdt ve Golde (29), tanimladigi metoda
gore DNase(Oxoid) besi yerinde yapilmigtir. Teste tabi tutulacak
suglarin Triptikaz soy buyyondaki kiltiirlerinden besi verine nokta
inokulasyonu yapilmig ve 37°C de 24 saatlik bir inkubasyonu takiben
koloniler iizerine IN HCI’den konmug ve koyu zemin lizerinde mua-
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yene cdilerek, koloniler etrafindaki agilmalar pozitif olarak deger-
lendirilmigtir.

Bulgular

Koagulaz testi sonuglar:: Cesitli kaynaklardan saglanan ve de-
nemeye alinmadan 6nce kesin identifikasyonu yapilan insan orijin-
i 247 Staph.epidermidis susundan bir tanesi koagulaz pozitif (%, 04),
246’s1 negatif; 48 sigir, 7 kanath ve 26 koyun orijinli Staph.epidermidis
susu negatif; insan orijinli 189 Staph.aureus susundan 187’si ( 98.9)
pozitif, 2 suy negatif; sigir orijinli 102 sugtan 101’1 pozitif (% 99),
biri negatif; kanath orijinli 54 sustan hepsi pozitif bulunmustur
(Tablo - 1).

Toplam olarak, 328 insan vc hayvan orijinli Staph.cpidermidis
susundan 1 tanesi pozitif (%, 03), 327 tanesi ncgatif, 345 Staph.aureus
susundan 342 tanesi pozitif (% 99.1), 3’u ise negatif sonug¢ vermis-
ur.

DWNase testi sonuglari: Denemede kullamlan insan orijinli 247
Staph.epridermidis susundan 8’1 DNase pozitif (9, 3.2), 239’u negatif;
48 sigir kaynakh sustan 7’si pozitif (9 14.5), 41 tanesi negatif; ka-
nath orijinli 7 sugtan hepsi negatif; 26 koyun orijinli sustan 15’1 po-
zitif (9 57.6), 11’i negatif; insan kaynakli 189 Staph.aureus susundan
17%u pozitif (9% 94.7), 10’u negatif; sigir orijinli 102 sugtan 98’
pozitif (% 96), 4’ii negatif; kanath orijinli 54 sustan 49’u pozitif
(% 90.7), 5 tanest isc negatif bulunmugstur (Tablo-1).

Toplam olarak, testte kullamlan insan ve hayvan orijinli 328
Staph.epidermidis susundan 30°u pozitif (9% 9.1}, 298’i negatif vc 345
Staph.aureus susundan 326’s1 pozitif (9, 94.4), 19’u isc negatif bulun-
mustur (Tablo-1).

Tartzgma ve Sonug

Insan ve hayvanlarda hastalik meydana getiren stafilokoklarla
(Staph.aureus), komensal ozcllik tagiyan diger tirlerin birbirinden
ayrimi ve Ozellikle patojenik karaktere sahip olanlarin tanimlanmasi
bugiin dahi hem insan ve hem de veteriner hekimlik alamnda ¢ahisan
bakteriyologlarin teshis agisindan 6nemli bir sorunu olarak ortaya
gikmaktadir. Tir ayriminda en ¢ok bagvurulan test, koagulaz testi-
dir. Yapilan bir¢ok arastirmada (8, 14, 26) Staph.aureus suslarit koa-
gulaz testinde biiviik bir vizde oram ile pozitif bulunmugtur. Bu




Tablo 1. insan ve hayvan orijinli Staph. epidermidis ve Staph. aureus suslarimn koagulaz ve DNasc

Koagulaz

Staph.
epidermidis

Staph.
aureus

1 327

T

179

98

49

326

aktiviteleri sonuclar

AVIV YINO
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galiymada ¢esitli kaynaklardan saglanan 345 Staph.aureus susundan
342’st koagulaz pozitif, 2 insan ve 1 sigir orijinli susun negatif, top-
lam olarak, suglarin 9 99.1’nin testte pozitif ve 9, 09’unun negatif
oldugu saptanmugtir. Diger taraftan Staph.epidermidis suglarimin koa-
gulaz negatif olduklar yapitan ¢ahsmalarla (14, 19, 25) ortaya ko-
nulmustur. Holmberg {14), inck siitlerinden izole ettigi 218 ve Kah-
ler-Samouilidis (19) sit orncklerinden ayirdign 66 Staph.cpidermidis
susunun  koagulaz testinde negatif bulunduklarmi agiklanuslardir.
Bu aragtirmada, kullamlan 328 Staph.epidermidis susundan 327°si
koagulaz negatif bulunmug ve clde edilen bulgularin diger arastiici-
larmkine benzerlik gosterdigi saptanmigtir.

Patojenik  stafilokok -~ suglarimn  apatojeniklerden  avoimi igin
DNase testinden de  yararlamlmaktadir (13, 14, 16, 19).  Yapilan
caligmalar (8, 16, 19, 20}, Staph.cpidermidis suslan  arasinda DNasc
pozitif suglarin sayisimin Staph.aureus suglarindakilerc oranla ¢ok daha
diigitk oldugunu gostermistir. Ancak, Nilsson (22), inck siitlerinden
izole cttigi Staph.epidermidis suslarindan %, 31’nin, Franklin ve ark. (10}
ve Burns ve Hollman (2), izolc ettikleri insan orijinli Staph.epidermidis
suglarimin sirasiyla 9%, 27 ve 9 12 sinin, Holmberg (14), inck siitle-
rinden ayirdigy 218 Staph.epidermisis susunun %, 34’niin DNase po-
zitif bulundugunu bildirmiglerdir. Cahsmada kullamlan 328 Staph.
epidermidis susundan 30 tanesinin DNase poziti{ oldugu saptanmis-
tir. Bu suglardan 15 tanesi koyun, 7 si sigar ve 8’1 ise insan orijinlidir.
Diger taraftan, insan ve hayvan orijinli Staph.aureus susglarimin gogu-
nun DNase pozitif oldugu bildirilmektedir (8, 13, 14, 20, 21). - Aras-
trmada alian sonuglara gore, 345 Staph.aureus susundan 326’st
DXNase pozitif, 19’un isc negatif bulunmus diger bir ifade ile; deneme-
de kullamlan suglarin 95 94.4’nin pozitif, %, 5.5’stmin ise ncgatif
sonug -verdigi saptanmig ve elde cdilen bu bulgularin yapilan diger
gahsma sonuglarina benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Bu c¢ahgmada, deoksiribonukleaz(DNase)’n  biitiin  koagulaz
pozitif suglar tarafindan sentezlenmesine kargin, aym c¢nzimin az
sayidaki koagulaz negauf sug tarafindan meydana getirildigi belir-
lenmig, ayrica, DNase testinin uygulanmas1 kolay, her laboratuvar-
da yapilabilecek bir yéntem oldugu ve patojenik stafilokoklarin apa-
tojeniklerden ayriminda kullanilan koagulaz testi ile paralellik gos-
terdigi saptanmigtir,




436

10.

11.

12.

13.

16.

17.

OMER AKAY

Kaynaklar

. Breed, R.S., Murray, E.D.G. and Smith, N.R. (1957). “Bergey’s Manual of Deter-

minative Bacteriology”. 7 th. Ed. Williams and Wilkins Co., Baltimore.

. Burns, J. and Holtman, D.F, (1960). Biochemical properties of virulent and avirulent stap-

hylococci. Ann. N.Y. Acad. Sci., 85: 1115-1124.

. Burns, J. and Holtman, D. (1962). A laboratory technique employing D Nase activity for

the d*fferentiation of staphylococci. J. Tenn. Acad. Sci., 37:15-16.

. Chapman, G.H. and Stiles, M.H. (1940). Carbonhydrate fermeniation reaction of stap-

hylococci. Amer. J. Clin. Pathol., 10: 380-386.

. Cheong-Kyu Park, (1982). Studics on staphylococci isolated from bovine udder infections.

1. Biochemical properties of Staphylococcus aurens. Korcan J. Vet. Res., 22(1): 15-21.

. Cheong-Kyu Park. (1983). Studics on staphyloccocci isolated from bovine udder infections.

II. Distribution and biochemical properties of coagulase-negative staphylococci. Korean J. Vet.
Res., 23(2): 165-172.

. Cruickshank, R. (1937). Staphylocoagulase. J. Pathol. Bacteriol., 45: 295-303.
. DiSalvo, J.W. (1958). Deoxyribonuclease and coagulase activity of micrococci. Med. Tech.

Bull,, 9: 191-196.

. Egan, J.B. and Morse, M.L. (1963). Carbonhydrate transport in Staphylococcus aureus.

1. Genetic and biockemical analysis of a pleiotropic transport mutant. Biochem. Biophys. Acta.,
97: 310-319.

Franklin, M.K., Baer, E.F. and Giden, M.M. (1966). Reliability of several diagnos-
tic and determinative tests in the identification of coagulase-positive staphylococet. J. Ass. Off.
Agric. Chem., 49: 282-284.

Grunina, L.F. and Stepanov, V.A. (1972). Deoxyribonuclease activity of staphylococct
tsolated from fowls. Veterinariya Moscow, 8: 55-56.

Hajek, V. and Marsalek, E. (1971). The differentiation of pathogenic staphylococci and
a suggestion for their taxonomic classification. Zbl. Bakteriol. Parasitol. Infek. Hyg. 1. Orig.
A., 217: 176-182.

Higgins, R. et Chartier, P. (1984). Contribution a L’ identification des Staphylocoques “coa-
gulase positive” d’ origine animale. Med. Vet. Quebec, 14(2): 61-65.

. Holmberg, O. (1973). Staphylococcus epidermidis isolated from bovine milk. Acta Vet.

Scand. Supp., 45: 1-144.

. Istanbulluoglu, E. ve Diker, S. (1983). Cesitli kaynaklardan izole edilen stafilokok sus-

larimn enzim karakterleri iizerinde incelemeler. A.U. Vet. Fak. Derg., 30(2): 223-227.

Jacobs, S.1, Willins, A.T. and Goodburn, G.M. (1963). Significance of deoxyribo-
nuclease production by staphylococci. Nature, 16: 709-710.

Karpal, F.A. and Li, W.L (1960). Virulence and coagulase of Staphylococcus aureus. Proc.
Soc. Exp. Biol,, 104: 151-153.

. Korman, R. (1963). Coagulase-negative mutants of Staphyloccus: Genetic siudies. J. Bacte-
riol., 86: 363--369.




20.

21.

22.

23.

27.

28.

29.

CESITLI KAYNAKLARDAN [ZOLE EDILEN STAFILOKOK... 437

. Kohler-Samouilidis, G. (1984). Fin Beitrag zur Bedeutung der DN-ase-Aktivitat tierischer

Staphylokokken. Disch. Tierarztl. Wschr., 91: 157-158.

Malmborg, A.S. (1964). Pathogenicity test for staphylococci with DNA-plates. Acia Pat-
hol. Microbiol. Scand., 61: 494.

Morton, H.E. and Cohn, J. (1972). Coagulase and deoxyribonuclease activities of staphy-
lococet isolated from clinical sources. App. Microbiol., 23(4): 725-733.

Nilsson, L. (1966). Stafylokockernas desoxiribonukleas-ett bakteriologiski-diagnostiskt hjalp-
medel. Proc. 10 th. Nord. Vet. Cong. Stockholm. T: 393-397.

Scheifler, K.H., Schumacher-Perdreau, F., Gotz, F. and Papp, B. (1976). Che-
mical and biochemical studies for the differentiation of coagulase-positive staphylococci. Arch.
Microbiol.,, 110: 263-270.

. Smith, P.B.,, Hancock, G.A. and Rhoden, D.L. (1969). Improved medium for detec-

ting deoxyribonuclease-producing bacteria. App. Microbiol., 18(6): 991-993.

. Sperber, W.H. and Tatini, S.R. (1975). Interpretation of the tube coagulase test for iden-

tification of Staphylococcus aureus: App. Microbiol.,, 29(4): 502- 504.

. Takeuchi, S. and Suta, T. (1973). Biological charactes of Staphylococcurs aureus isolated
from diseased chickens. Nat. Inst. Anim. Hlth. Quart., 13: 124-130.

Victor, R., Lachica, F., Weiss, K.F. and Deibel, R.H. (1969). Relationships among
coagulase, enierotoxin, and heat-stable deoxyribonuclease production by Staphylococcus aureus.
App. Microbiol.,, 18(1): 126-127.

Weckman, B.G. ana Catlin, B.W. (1937). Deoxyribonuclease activity of micrococci from
clinical sowrces. J. Bacteriol., 73: 742-733.

Zierdt, C.H. and Golde, D.W. (1970). Deoxyribonuclease-positive Staphyccoccus epidermi-
dis strains. App. Microbiol., 20(1): 34-57.



	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009

