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ÇEŞiTU KAYNAKLARDAN İZOLE EDİLEN STAFİLOKOK SUŞLARININ
KOAGULAZ VE DNase AKTİVİTELERİ ÜZERİNDE BİR ARAŞTIRMA

Ömer Akay*

An investigation on the coagulase and deoxyribonuclease activities of staphylo-
cocci isolated fronı different 80urces

Suınınary: In this stuc!Y, a total of 673 staphylococci strains isolated
from 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 tııbe method. Deoxyribonuclease activi(y 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 !tand, 8i Stap!t. epidermidis strains from animal origin
were all Ilegative in the same test. Only 2 of 189 Staph.aureus strains isola-
ted from human clinical materials failed in the reaetion, while 187 of them
(98%) gave positive reaction in coagulase test. Except one, all of ıss 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. i%) 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.

Özet: Bu çalışmada, insan ve hayvanlardan izole edilen toplam 673
stafilokok suşunun koagulaz ve deoksiribonukleaz aktiviteleri ve bu tes!ler
arasındaki korelasyon incelenmiştir. K ullanılan suşların koagulaz aktivite-
leri tüp testi yöntemi ile, DNase oluşturmaları ise, DNase besi yerinde ya-
pılmıştır.

lnsan orijinli 247 Staph.epidermidis suşundan i tanesi koagulaz pozi-
ti1(% 0.4), 246'sı negatif ve hayvan orijinli 81 suştan hepsi aynı testte ne-
gatif bulunmuştur. Buna karşın, insan orijinli 189 Staph.aureus suşundan
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i87'sinin (% 98.9) pozitif 2 SUŞUIInegatif, ha)'N111 oıdinli 1.">6 suştmı
155'inin pozitif (O~ 99.3), birisil1in negatıf SOIlUÇ('erdili tespit edilmiştir.

Çalışmada kullamlan insan (,e hayü'mı orijinli 345 Staplz.aureus SUŞUıı-
dmı :)26'sı (% 94.4) i;e :)28 Staplz.epidermidis suşundan 30'u deoksiribo-
1111klea.:)'riniiiıden jJo;:,itij bulunmuştur.

Bu çalı"mada, StajJ/ı.epidermidis suşlarının D ..Vase aktiıitelerinin Staplz.
aureus suşlarına oranla diişiik qlduğu re patojenik Staplz.aureus suşlarının
tanımlanmasZi1da kul/am lan ])Nase ile I,oagııla;: tesıleri arasmda bir I;ore-
laS)'omm bulımdıı,~u helı'rleıımiştir.

Giriş

Stafilokok cinsinde bulunan patojenik StajJIz.aureııs ile apatoje-
nik Stap/ı.epidermidis türlerinin birbirinden ayrımı için çeşitli test-
lerden yararlanılmaktadır. Bu mikroorganizmaların identifikasyo-
nunda kullanılan cil önemli test, koagulaz )'Clpımıdır (I, 7). Ayrıca,
mannitol £ermenıasyum! da diğor bir ayırıcı yöntem olarak kabul
edilmektedir (4).

Koagulaz testi Staplz.aureııs suşlarının koagulaz negatif olan-
lardan ayırt cdilmesi uygun bir test olmasına rağmen, bazı Staph.
aureus'ların laboratuvar koşullarında bu özelliklerini yitirerek, Stap/ı.
epidermidis'e benzerlik gösterdikleri hildirilmiştir (9, 17, 18). Bu
durum göz önünde tutularak, bazı araştırıcılar (I 2- 14, 23, 27) her
iki etkenin birbirinden ayrımı ve koagulaz testi ile korelasyon göste-
recek bir test için mikroorganizmaların lizozim, lipaz, fosfataz, fih-
rinolizin, hemolizin, hyoluronidaz gibi bazı karakterlerini de ince-
lemişler, ancak, bu testler ile koagulaz yapımı arasında arzu edilen
korelasyonu saptayamamışlardır.

Patojenik \T apatojcııik stafilokok suşlarımn ayrımı için DNase
testinden de yararlanılmaktadır (19,21,24,28). Weckman ve Cat-
lip (28), klinik materyallerden izole ettikleri 87 mikrokok suşundan
34. tanesinin koagulaz ve Dl\'ase pozitif, buna karşın koagulaz ne-
gatif suşlardan sadece birisini DNase pozitif bulduklarını ve DNase
testinin stafilokokların ayrımında geçerli bir test ola biIcceğini açık-
lamışlardır. Burns ve Holtman (3), D:'oiase testinin koagulaz, pig-
mentasyon ve mannitol £erınentasyonu ile korelasyon gösterdiğini,
DiSalvo (8), 201. Staph.aureus suşundan ı99'nun DNase ve koagulaz
pozitif, 100 J1iero(Occus p)'ogenes üar.albus suşundan birisinin hem
DNase ve hem de koagulaz testinde pozitif bulunduğunu, böylece
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D~ ase testinin stafilokokların patojenitelerinin belirlenmesinde bir
değere sahip olacağını bildirmişlerdir. Victor ve ark. (27), koagulaz
pozitif Staph.aureus suşlarının % 95'ni Dl'\ase testinde de pozitif bul-
duklarını, ayrıca çalışmalarında kullandıkları 41 koagulaz negatif
suştan lOtanesinin DNase oluşturduğunu ve bunlardan dokuzunun
enterotoksin salgıladığını, enterotoksijenik bulunan bu suşların muh-
temelen koagulaz oluşturma özelliklerini kaybetmiş mutantlar ola-
bileceklerini açıklamışlardır. Grunina ve Stepanov (ll), kanatlı-
lardan izole ettikleri 300 stafilokok suşundan 128'ini koagulaz ve 156'
sını da D~ase pozitif bulmuşlar, koagulaz pozitif suşlardan % 94.2
sinin DNase oluşturduklarını ve bu sonuçlara dayanarak, DNasc
testinin koagulaza oranla patojenite kriterinin belirlenmesinde daha
uygun bir test olabileceğini bildirmişlerdir. Jacobs ve ark. (16), in-
san orijinli 1467 koagulaz pozitif stafi1okok suşundan tamamının,
227 koagulaz negatif stafilokok suşundan ise sadece 5 tanesinin zayıf
bir şekilde DNase pozitif bulunduğunu ve bu nedenle de testin, tqhis
laboratuvarlarında güvenle kullanı1abi1eceğini açıklamışlardır. Hig-
gins ve Chartier (13), çqitli hayvan türlerinden izole ettikleri 280
koagulaz pozitif stafilokok suşundan 121'ini Staph.aureus ve 159 ade-
dini de Staph.intermedius olarak identifiye etmişler ve Staph.aureus suş-
larından % 94.7'sinin, Staph.intermedius'lardan ise % 99.3'nün DNase
oluşturduklarını bildirmişlerdir. Cheong (6), mastitis'li inek sütle-
rinden izole ettiği 29 Staph.epidermidis'ten 8'inin, 140 Staph.aureus
suşundan ise tamamının DNase oluşturduğunu, ayrıca aynı araştı-
rıcı (5), değişik klinik formlarda seyreden inek mastitis olguların-
dan izole ve identifiye ettiği 140 Staph.aureıı.\ suşunun koagulaz ve
DNase testlerinde pozitif sonuç verdiğini bildirmiştir. Takeuchi ve
Suta (26), dermatitis'li tavuklardan izole ettiği 49 Staph.aureus suşu-
nun % 94'ünün koagulaz ve % 6'sının D);"ase pozitif; Osteopsathy-
rosis'li hayvanlardan ayırdıkları Staph.aureus suşlarından % 98'nin
koagulaz ve % 58'nin DNase pozitif; artritis'li tavuklardan izole
edilen 5 suşun ise hem koagulaz ve hem de DNase testinde pozitif
bulunduğunu açıklamışlardır. İstanbulluoğlu ve Diker (15), çcşi tli
kaynaklardan izole ettikleri 120 stafilokok suşundan % 51.6'sının
koagulaz, % 65.8'nin DNasc pozitif olduklarını bildirmişlerdir.
Köhler-Samouilidis (19), 182 süt örneğinden ayırdığı 32 Staph.aureus'
dan % 84'nün, 66 Staph.epidermidis'den % 20'sinin DNase pozitif
sonuç verdiğini bildirmiştir. Holm berg (14), inek sütlerinden izole
ettiği 46 Staph.aureus suşundan % 93.5, 218 Staph.epidermidis suşundan
ise % 34.4'ünün DNase pozitif olduğunu açıklamıştır. Sperger ve
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Tatini (25), çe~itli kaynaklardan izole ettikleri 439 Staph.aureııs su-
~unun koagulaz ve tcrmonukleaz olu~turduğunu bildirmi~lerdir.

Bu çalı~manın amacı, insan ve çeşitli hayvan türlerinden izole
edilen stafilokok su~larının koagulaz ve DNase aktivitelerinin sap~
tamak ve bu tcstler arasındaki korelasyon u ortaya koyarak, stafi-
lokokların identifikasyonundaki değerini ara~tırmaktır.

Materyal ve Metot

Suşlar: Çalı~mada, insan ve hayvanlardan izole ve identifiye
edilen toplam 329 Staph.epidermidis ve 345 Staplı.aureus su~undan ya-
rarlanılml~tır. Kullanılan 328 Staph.epidermidis su~undan 247'si in-
san, 48'i sığır, 7'si kanatlı, 26'sl koyun; 345 Staph.aureus su~undan
i89'u insan, i02'si sığır ve 54'ü kanatlı orijinlidir. İnsan kaynaklı
su~lar; Gülhanc Askeri Tıp Akademisi, Askeri Tıp Fakültcsi lVIikro-
biyoloji Anabilim Dalı, SSK Ankara Hastanesi Çocuk Kliniği, G. C.
Tıp Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalından, hayvan orijinli
su~lar ise, Etlik Veteriner Kontrol Ara~tırma Enstitüsü, t.Ü. Veteri-
ner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı ilc A. (\ Veterincı' Fa-
kültesi Mikrobiyolqji Anabilim Dalı'na getirilen hastalıklı materyal-
lerden izole ve identifiye edilmi~tir.

Besi )ler/eri: Denemede kullanılan su~ların Di\ase ve koagulaz
aktivitelerini sapt;:mak amacıyla, DXase agar (Oxoid), Triptikaz
soy agar, triptikaz soy buyyon; su~ların identifikasyonunela ise kanlı
agar, nutrient agar, nutrient buyyon, fermentasyon bcsi yerlerind(~n
yararlanılml~tır.

Tavşan plazması: Çalı~mada kullanılan su~ların tüp koagulaz
testi için ticari tav~an plazmasl(Sigma) kullanılml~tır.

Koagula< testi: Bu test, Holmberg (14)'in bildirdiği yönteme göre
yapılml~tır. Stcril tav~an plazması i i 5 oranında sulandıı.ılarak i ml
miktarında tüplere konmıı~ \"(' üzerine tcste tabi tutulacak suşların
nutrient buyyandaki taze kültürlerinelen O. i ml ilave edilmi~ vc so-
nuçlar koagulasyorıun olup olmamasına göre 2, 4, 6 ve 24 ncü saat-
lerde dcğerlendirilmi~tir.

DNase testi: Bu test, Zierdt \.C Golde (29), tanımladığı metoda
göre DNase(Oxoiel) besi yerinde yapılml~tlr. Teste tabi tutulacak
su~ların Triptikaz soy buyyondaki kültürlerinden besi yerine nokta
inokulasyonu yapılmı~ ve 37°C de 24 saatlik bir inkubasyonu takiben
koloniler üzerine iN BCI'den konmuş ve koyu zemin üzerinde mua-
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yene edilerek, koloniler etrafındaki açılmalar pozitif olarak değer-
lendirilmiştir.

Bulgular

Koagulaz:. testi s01luçları: Çeşitli kaynaklardan sağlanan ve de-
nemeye alınmadan önce kesin identifikasyonu yapılan insan orijin-
li 247 Staph.epidermidis sWjundan bir tanesi koagulaz pozi tif (% 04),
246'sl negatif; 48 sığır, 7 kanatlı ve 26 koyun orijinli Staph.epidermidis
suşu negatif; insan orijinli 189 Staph.aureus su~undan i87'si (98.9)
pozitif, 2 suş negatif; sığır orijinli 102 suştan 101'i pozitif (% 99),
biri negatif; kanatlı orijinli 54 suştan hepsi pozitif bulunmu]tur
(Tablo-I).

Toplam olarak, 328 insan ve hayvan or~jinli Staph.epidermidis
suşundan i tanesi pozitif (% 03), 327 tanesi negatif, 345 Stap/ı.aureus
suşundan 342 tanesi pozitif (% 99. i), 3'ü ise negatif sonuç vermiş-
tir.

DNase testi sonuçları: Denemede kullanılan insan orijinli 247
Staph.epidermidis suşundan 8'i DNase pozitif (% 3.2), 239'u negatif;
48 sığır kaynaklı suştan 7'si pozitif (% 14.5), 11 tanesi negatif; ka-
natlı orijinli 7 suştan hepsi negatif; 26 koyun orijinli suştan i5'i po-
zitif (% 57.6), i I'i negatif; insan kaynaklı 189 Staph.aııreus suşundan
i79'u pozitif (% 94.7), iO'u negatif; sığır orijinli i02 suştan 98'i
pozitif (% 96), 4'ü negatif; kanatlı orijinli 54. suştan 49'u pozitif
(% 90.7), :) tanesi ise negatif bulunmuştur (Tablo - I).

Toplam olarak, testtc kullanılan insan ve hayvan orijinli 328
Staph.epidermidis suşundan 30'u pozitif (% 9. i), 298'i negatif ve 345
Staph.aureııs suşundan 326'sl pozitif (% 94.4), i9'u ise negatif bulun-
muştur (Tablo - I).

Tartışma ve Sonuç

İnsan ve hayvanlarda hastalık meydana getiren stafilokoklarIa
(Staph.aureus), komensal özellik taşıyan diğer türIcrin birbirinden
ayrımı ve özellikle patojenik karaktere sahip olanların tanımlanması
bugün dahi hem insan ve hem de veteriner hekimlik alanında çalışan
bakteriyologların teşhis açısından önemli bir sorunu olarak ortaya
çıkmaktadır. Tür ayrımında en çok başvurulan test, koagulaz testi-
dir. Yapılan birçok araştırmada (8, 14,26) Staph.auıeus suşları koa-
gulaz testinde büyük bir yüzde oranı ile pozitif bulunmuştur. Bu



Tablo ı. insan ve hayvan orijinli SI(lj)/ı. epideTmidis ve Sıaj);'. aliTelis suşlarının koagıılaz ve DNase aktiviteleri sonııı);ırı

Suş sayısı Koagıılaz DNase Koagulaz , DNase,
--------

rijin Staph. Staph. Staph. Staph. Sıaph. Staph.
epidermidis aureus epidermidis aurc.us epidermidis aureus o' pozitif/0

-i-o .- .. j . _. ~ _ . ---~----I- - Staph. aureus
- -- --_._-- ----_. - ---- ---- ._--_. ----- ---- ---- ..__ 0.- ._---- -- -------

n 247 IS9 i 24G 187 2 B 239 179 10 9S.9 94.7
_."-- - -- - --0-- - -- --- - - - --- -- -- ._-- --- --- _._ .._- - --- -- -- -- -- .- ------ - - o-

r 48 102 _. 48 101 i 7 4 ı gB 4 99 'lG
___ o --' "_ .._- - -_. - --- _._ .. - ---- -.,--- - --- - -- -- - - -~ . -- -- .- --- -'- - ._----

atlı 7 54 - 7 54 - -- 79 49 ') 100 'lO.7
.."_. -- -- ----_._.- -- --- - - --- ------ _._- ---- - - _.-. __ . _._.- .-- -- -- ____ o --- -
'UII 2li - -- 26 -1- 1:-, ıı 1-19-- -- -- -- _. - .__ ._---- ._-- - --- ____ o 3-1 - - - ---- ---- --- .---- --- ----
lam 328 345 ı 327 342 30 29B 326 99. i 94.4
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çalışmada çeşitli kaynaklardan sağ'lanan 345 Staph.aureus suşundan
342'si koagulaz pozitif, 2 insan ve 1 sığır orijinli suşun negatif, top-
lam olarak, suşların % 99.1 'nin tesUe pozitif ve % 09'unun nq!;atif
oldu,ğu saptanmıştır. Diğer taraftan ,r;;taplz.epidermidis suşlarının koa-
gulaz ncga til' oldukları yapılan çalışmalarla (14, 19, 25) ortaya ko-
nulmuştur. Holmberg (14), inck sütlcı'inden izole ettiği 218 ve Kölı-
ler-Samouilidis (19) süt örneklerinden ayırdığı G6 Staph.epidennidls
suşunun koagulaz testinde negatif bulunduklarını açıklamı~lardır.
Bu araştırmada, kullanılan 328 Staph.epidermidls suşundan 327'si
koagulaz negatif bulunmuş ve elde edilen bulguların diğer araştırıcı-
larınkine henzerlik gösterdiği saptanmıştır.

Patojcnik stafilokok suşlarının apatojeniklerden ayrımı H;ın
DNase testinden de yararlanılmaktadır (13,14,16,19). Yapılan
çalışmalar (8, 16, 19, 20), ,')'taph.epidamidis suşları arasında Di\' ase
pozitif suşların sayısının Staph.aııreııs suşlarındakilere oranla çok daha
düşük olduğunu göstermiştir. Ancak, :'\iiJsson (22), inek sütlerinden
izole ettiği Staplz.epidennidis suşlarından % 31 'nin, Franklin ve ark. (I O)
ve Bums ve BolIman (2), izole ettikleri insan orijinli Staph.epidermidis
suşlarının sırasıyla % 27 ve % 12 sinin, Holmberg (14), inek sütle-
rinden ayırdığı 21 H Staph.epidermisis suşunun (10 34.'nün DNase po-
zitif bulunduğunu bildirmişlerdir. Çalışmada kullanılan 328 Staph.
ejJidermidis suşundan 30 tanesinin DNase pozitif olduğu saptanmış-
tır. Bu suşlardan 15 tanesi koyun, 7 si sığır ve 8'i ise insan orijinlidir.
Diğer taraftan, insan ve hayvan orijinli Staph.aureus suşlarının çoğu-
nun DNasc pozitif olduğu bildirilmektedir (8, 13, 11',20,21). -Araş-
tırmada alınan sonuçlara göre, 34-,) Staph.aııreus suşundan 326'sl
D:'--';ase pozitif, 19'un ise negatif bulunmuş diğer bir ifade ile; deneme-
de kullanılan suşların % 94.4'nin pozitif~ % ~.5'sının ise negatif
sonuçverdiği saptanmış ve elde edilen bu bulguların yapılan diğer
çalışma sonuçlarına benzerlik gösterdiği helirlenmiştir.

Bu çalışmada, dcoksiribonuklcaz(Dl\ase)'ın bütün koagulaz
pozitif suşlar tarafından sentez1enmesine karşın, aynı enzimin az
sayıdaki koagulaz negatif suş tarafıııdan meydana getirildiği belir-
lenmiş, ayrıca, DNase testinin uygulanması kolay, her laboratuvar-
da yapılahilecek bir yöntem olduğu ve patojenik stafilokokların apa-
tojeniklerc1en ayrımında kullanılan koagulaz testi ilc paralelIik gös-
terdiği saptanmıştır.
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