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INSAN VE SIGIR ORIiJINLI STAFILOKOK SUSLARININ LATEX AGLUTINAS-
YON TESTI ILE GABUK IDENTIFIKASYONLARI UZERINDE BiR ARASTIRMA

Omer Akay! Miijgan lzgiir?
Banur Uslanoglu® M. Omer Esendal

Investigation on rapid identification of Staphylococcus aureus strains from
human and bovine origin by using latex agglutination test.

Summary: A latex agglutination test detecting clumping factor and
protein A simultaneously 1s recommended for rapid and reliable rutine identifi-
cation of Staphylococcus awreus.

In this study, the latex agglutination test was compared to the conventional
lube coagulase test, slide coagulase test, DNase, TNase and protein A by using
250 isolates of staphylococct strains from human and bovine origin. Of these,
both human (100 strains) and bovine (100 strains) strains were identified as
Staphylococcus aureus and the rest of them were identified as coagulase negative
staphylococet ( from human malerials 25 strains and from cows® milk 25 strains).
Positive latex agglutination lests occured in 100 %, of Staph. aureus strains
Sfrom human and 97 ° of Staph. aureus strains from bovine origin respectively,
whereas 88 %, of coagulase negative strains from human and 96 %, coagulase
negative strains _from bovine origin gave negative latex tests.

Latex agglutination tests were found to be satisfactory for determining the
coagulase and protein A status of Staphylococcus aureus strains isolated from
human and bovine specimens and also il is concluded that in most instances the
latex slide agglutination test is a reltable method for identifying Staph. aureus
in the laboratory.

Ozet: Staphylococcus aureus suslarimn clumping factor ve protein A’-
larimn ortal tammlanmast igin son yilarda latex aglutinasyon testi kullaml-
maktadur.
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Bu ¢alismada, latex aglutinasyon ile Staph. aurcus suglarimin identifikas-
yonunda kullamlan tip-lam koagulaz, DNase, TNase ve protein A test sonug-
lant karsilagtodmastyr, Insan orijinli 100 Staph. aureus susundan 100’0 (9%,
100), inek siitlerinden izole edilen 100 Staph. aureus’tan 97si (% 97) latex
pozitif, buna karsin 25 insan kaynakli koagulaz negatif sustan 22°si (°, 88)
ve siger ortjinli 25 koagulaz negatif sugtan ise 240 (°, 96) negatif bulun-
mustur.

Alman bu sonuglara gire latex aglutinasyon testinin Staph. aureus sus-
larimn clumping factor ve protein A’larvun tammlanmast igin wygun bir test
ve aym suglarn kesin identifikasyonu igin laboratuvarlarda  kullamlabilecek
cabuk bir yintem oldugu ortaya konulmustur.

Giris

Staph. aureus’larin diger stafilokoklardan ayirimi igin koagulaz
testi oncelikle uygnlanan ve gegerli olan bir testtir (3, 11, 19). Ancak,
Staph. intermedius ve Staph. hyicus suglarmm %, 50 oranmda koagulaz
pozitif sonug vermelerine (16, 23), testte yalancr pozitif ve negatif
sonuclar elde edilmesine ragmen (18, 37, 41) klasifikasyonunda kul-
lanilan cn fazla koagluaz testidir. Bu test yanisira, patojenik olanlari
belirlemek i¢in DNasc (24, 30), termoniikleaz (6, 8}, protein A (36,
42), clumping factor (13, 31) gibi testler de kullanilmaktadir.

Patojenik ve apatojenik stafilokok suslarimm ayirimi igin dnce-
likle koagulaz ve DNase testinden yararlamlmaktadir (24, 30). Weck-
man ve Catlin (14), klinik materyalden izole ettikleri 87 mikrokok
susundan 34 tanesinin DNasc ve koagulaz pozitif, buna karsin koagu-
laz negatif suslarin sadece birisinin DNase pozitif, DiSalvo (10), 204
Staph. aureus susundan 199'nun DNasc ve koagulaz pozitf, 100 Mic-
rococcus pyogenes var. albus susundan sadece birisinin hem DNase ve hem
de koagulaz pozitif, Victor ve ark. (43), koagulaz pozitif Staph aureus
suslarimin %, 95°ini, ayrica 41 koagulaz ncgauf sustan ise 10 tanesini
DNasc pozitif bulduklarini bildirmiglerdir. Jacobs ve ark. (17) insan
orijinli 1467 koagulaz pozitif stafilokok susundan tamamini, 227 koagu-
laz ncgatif sustan isc 5’nin DNasc pozitif bulduklarini ve bu nedenle
de testin teshis laboratuvarlarinca giivenle kullanilabilecegini agik-
lamiglardir. Raymond ve Traub (38), izole cttikleri 330 stafilokok
susundan 241 tanesini Staph. aureus ve 109’nu isc Staph. epidermidis ola-
rak identifiye etmisler, 241 Staph. aureus’tan 11'nin DNase ve 34’niin
koagulaz negatif, 109 Staph. epidermidis susundan 26’simin DNase po-
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zitif, hepsinin koagulaz testinde negatif, Jungkind ve ark. (20), 219
Staph. aureus susunun %, 94.4’niin 4’ncii, % 99.5’nin ise 24’iincii saat-
lerde tiip koagulaz testinde pozitif, 103 koagulaz negatif stafilokok’un
isc bu testte negatif bulundugunu saptamiglardir. Akay (1), insan
orijinli Staphylococcus epidermidis suslarmdan 247 tanesinden birinin
koagulaz pozitif (%, 0.4), 246 insan ve 48 sigir kaynakli sugun hepsinin
negatif, insan orijinli 189 Staph. aureus’tan 187’sinin pozitif (%, 98.9),
2 susun ncgatif, sigir orijinli 102 sugtan 101’inin pozitif (%, 99), biri-
sinin negatif oldugunu bildirmigtir.

Clumping factor koaglulaz pozitif stafilokoklarin tanimlanmas:
icin uygun, yapilmasi kolay, kisa siirede sonug¢ veren ve tiip testine
oranla daha ekonomik bir testtir (28, 34). Essers ve Radebold (13),
denemelerinde kulandiklarr 218 koagulaz pozitif stafilokok sugunun
insan plazmasi ile yapilan CF testinde, 208’ini pozitif, 10’unu negatif,
koagulaz negatif 150 sustan 18’ni pozitif, 132’sini negatif, Doern (11),
insan orijinli 158 Siaph. aureus susunun 132’sinin CF pozitif (9%, 83.5),
ve 264 koagulaz ncgatif susun CF negatif, Myrick ve Ellner (31), la-
tex aglutinasyon testi ile pozitif sonu¢ veren 357 stafilokok susundan
311’ni CF pozitif ve latex aglutinasyon negatif bulunan 449 sustan
tamamini aymi testte ncgatif bulmuglardir. Baker ve ark. (5), 380
stafilokok susundan 239’nu Staph. aureus olarak identifiye ctmigler ve
bu suslarin CF testinde 210 tanesini pozitif, 25’ni negatif, 4’nii siip-
heli, Berke ve Tilton (7), 118 Staph. aureus’tan 115°ni pozitif, 3’nii ne-
gatif ve 50 Staph. epidermidis’den tamaminm lam koagulaz testinde
negatif bulduklarini agiklamiglardir.

Micrococcaceae familyasinda bulunan diger organizmalardan
Staph. aureus suglarinin kesin identifikasyonu icin TNase testi de énemli
bir kriter olarak kullanilmis ve bu amagla bir ¢ok aragtirma yapilmig-
ur (4, 8, 26, 27, 38, 40, 41). Yapilan bu g¢aligmalarda toplam 2992
koagulaz pozitif ve 2396 koagulaz negatif stafilokok susu TNase yo-
niinden incelenmig, koagulaz pozitif suglarin %, 99’unun ve negatiflerin
ise 9% 2’sinin TNase olusturduklar1 belirlenmistir, Park ve ark. (33),
224 koagulaz pozitif sustan 221°nin (9, 98.7) ve 148 koagulaz nega-
tif sustan 26 simin (% 17.6) TNase pozitif, Shanhotzer ve Peterson
(39), klinik materyalden izole cttikleri 189 Gram pozitif koku CF,
koagulaz, DNase ve termonukleaz yoniinden incelediklerinde; bun-
larin 72’sinin 4 testte pozitif, 88’nin ise ncgatif sonug verdiklerini, ge-
riye kalan 29 sug arasinda isc koagulaz ve termonukleazin 9, 90
korclasyon gosterdigini ve termonukleaz testinin basit, uygun, pahal
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olmayan ve ¢abuk sonu¢ veren yontem oldugunu, Berke ve Tilton (7),
insan orjjinli 118 Staph. aureus sugundan 117’sini TNase pozitif bul-
duklarint bildirmiglerdir. Menzies (29), izole cttigi 1035 stafilokok-
tan koagulaz pozitif 728 susun TNasc pozitif, koagulaz ncgatif 307
sustan 306’sinin negatif, bir susun isc pozitif, Zarzour ve Belle /46),
cahgmalarinda kullandiklart 520 stafilokok’tan 450 Staph. aureus su-
sunun TNase pozitif, 60’nin ncgatif ,Sperber ve Tatini {41), 508 sta-
filokok susundan 439 Staph. aureus’un pozitif, 69 koagulaz negatif susun
ise TNasc testinde negatif sonug verdigini agiklamiglardir.

Protein-A antijenik spesifiteyce sahip ve hazi Staph. aureus sugla-
rinin hiicre duvarinda bulunan bir proteindir. Insan ve degisik hayvan
orijinli stafilokok suslarinin Protein-A olusturmalar tzerinde ¢aliyma-
lar yapilmigtir (22, 35, 36, 42). Poutrel ve Lefort (36), insan 589 ve
sigir orijinli 245 stafilokok susunu THA ile Protein-A yoéniinden ince-
lediklerinde; koagluaz pozitif suglardan insan orijinli 139’undan 133’in
ve sigir orijinli 200 sustan 112'sinin pozitif, buna kargin koagulaz
negatif suglardan 450 insan vc 45 sigir orijinli susun Protcin-A testinde
negatif, Kronvall ve ark. (21), insan orijinli 215, akut mastitisli 30 ve
kronik mastitisli incklerden izole cttikleri 97 Staph. aureus susundan
insan orijinlilerden 9% 91.2'sinin ve akut mastitislilerden 9, 100’niin,
kronik vakalardan ayirdiklari 97 sustan %, 59.8'nin ve 77 Staph. epr-
dermidis’ten sadece bir tanesinin Protein-A sentezledigini bildirmigler-
dir. Forsgren (15), insan orijinli 800 patojenik ve apatojenik stafilo-
kok suslarini Protein-A yéniinden incelendiginde; 700 koagulaz
pozitif sustan 692 ve 100 negatif sugtan 2°sinin ckstrascliler Protein-A
olusturdugunu, Windbold ve Ericson (45), insanlardan izole cttikleri
341 izolattan 301’nin tiipte vapilan HA ile pozitif bulundugunu,
Flandrois ve ark. (14) ile Kronvale ve ark. (22) tarafindan yapilan
caligmalarda ise; insan ve hayvan orijinli koagulaz ncgatil’ suslarin
Protcin-A olusturmadiklarn agiklanmigtir. Akay ve ark. (2), insan ori-
jinli 189, sigir orijinli 97 sugunun sirastyla 118 ve 44’ni pozitif 248
insan ve 43 siir orijinli Staph. epidermidis susunun ise testte negatif
bulundugunu bildirmiglerdir.

Son yillarda Essers ve Radcbold (13}, Staph. aurcus suglarinin
clumping factor ve Protein-A larinin ortak tanimlanmas: igin gabuk
lam -aglutinasyonu (Latex aglutinasyon testi) ortaya koymuslardir.
Bu testte kullamilan latex partikiilleri plazma ile baglanmig (12, 31)
ve bu partikiillerin Staph. aureus ile kars1 kargiya gelmesinde organiz-
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mayi aglutine cttigi ortaya konulmustur. Aglutinasyon reaksiyonu,
stalilokok’larin hiicre duvari yiizeyinde bulunan Protein-A ile latex
partikiillerinc adsorbe olmug immunglobulin (IgG) arasinda meydana
gelen baglanti ve yine hiicre duvarima bagl clumping factor ile latex
partikiillerine adsorbe edilen pihtlagsma faktériiniin birlesmesi sonucu
olugmaktadir (12, 20, 28, 31). Latex aglutinasyon testi ile Staph. aureus
suslarinin Micrococcaceae familyasinda bulunan diger ctkenlerden ayi-
rimi igin gahsmalar yapilmis (3, 5, 7, 11, 19) ve olumlu sonuglar alin-
mistir. Staph. aureus suslarimin latex aglutinasyon testi ilc identifikas-
yonunda ilk galiyma Essers ve Radebold (13) tarafindan gergeklestil-
mistir. Bu ¢alismada arastiricilarin hazirlamiy olduklari rcagent’le
insan orijinli 218 koagulaz pozitif sustan 128’nin pozitif 150 koagulaz
ncgatif sustan 149’nun negatif, bir susun domuz plazmasi ile pozitif
sonug verdigi ve testin Staph. aureus suslarimin idetifikasyonunda teshis
laboratuvarlarinca giivenle kullanilabilecegi agiklanmistir.  Berke
ve Tilton (7} insan orijinli 118 Staph. aureus ve 50 Staph. epidermidis
susunu Staph. Aurex, Veri-Staph. , Bacto Staph. ticari isimli latex reagent’-
leri ile incelediklerinde 118 Staph. awreus’tan Staph. Aurex ile 1, Veri-
Staph.’ta 1 ve Bacto Staph. ta 11 susun negatif, 50 Staph. epidermidis su-
sunun ise her iig kit’le negatif, Baker ve ark. (5), insan orijinli 380 sta-
filokok susundan 239 nu Staph. arueus ve 14°liniin koagulaz negatif sus
olarak aywmuslar ve ticari Sero STAT Staph. kit ile Staph. aureus sus-
larindan 238 (%, 99.6) nin pozitif, koagulaz negatif 141 sustan ta-
mamimin latex aglutinasyon testinde negatif sonu¢ verdigini belirt-
mislerdir. Myrick ve Ellner (31) denemelerinde kullandiklar: 806
stafilokok susundan 357’sinin latex pozitif ve 339’nun bu testte negatif
bulundugunu, pozitif 357 sustan 351’nin koagulaz pozitif, 6’sinin koa-
gulaz negatif, 449 latex negatif sustan 2 sinin koagulaz pozitif ve 447’
sinin koagulaz negatif, Jungikind ve ark. (20), 219 insan orijinli Staph.
aurcus ve 103 koagluaz negatif suy tzerinde yaptiklari calismada, Se-
10STAT Staph. kit ile 219 Staph. aureus tan 209 nun (%, 95.4) pozitif,
103 koagulaz ncgatif sustan tamaminin negatif sonu¢ verdigini bil-
dirmislerdir.

Bu ¢aliymanin amaci, ticari latex aglutinasyon kiti ile stafilokok
suslarimin identifikasyonunda rutin olarak kullamilan tiip koagulaz,
clumping factor, TNase, DNase, ve Protein-A test sonuglarinin kargi-
lagtirilmasidir.,
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Suglar: Bu c¢aliymada agagida bildirilen stafilokok suslarindan
yararlanilmistir.

a— Test suglarr: Denemede, 125 insan ve 125 sigir orijinli toplam
250 stafilokok susu kullanilmistir. Test edilen 125 insan susundan
100%i Staph. aureus, 25’1 koagulaz ncgatif stafilokok, sigir orijinli sus-
lardan 100’i Staph. aureus, 25°i koagulaz ncgatif stafilokok’dur.

Insan kaynakh suslar, Giilhane Askeri Tip Akademisi Tip Fa-
kiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, SSK Ankara Hastahanesi Co-
cuk Klinigi, G.U. Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, sigir
orijinli suglar ise, Etlik Vecteriner Kontrol Aragtirma Enstitiisi ve
A.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalima getirilen siit
orneklerinden izole ve identifiye edilmistir.

b- Standart suslar : Denemede, A.U. Veteriner Fakiiltesi Bakteri-
yoloji Bilim Dah kiiltir kollcksiyonundan saglanan Staph. aureus
Cowan susu, Protein-A pozitif kontrol, aymi kaynaktan saglanan
Staph. epidermidis-33 susu, Protein-A ncgatif kontrol, ayrica Staph.
aureus ATCC 25923 ve Staph. epidermidis ATCC 12228 suslari latex
aglutinasyon testinde kontrol olarak kullanilmiglardir.

Besi yerleri : Dencmede kullanilan suslarin gesitli karakterlerinin
saptanmast ve metisilin’e kargt duyarliliklarmin  belirlenmesinde;
Muller Hinton (Oxoid), Brain Heart Infusion agar (Difco), Brain
Heart Infusion broth (Difco), kanh agar, triptikaz soy buyyon ve
TSA agar (Difco), DNase agar (Oxoid), Toluidine blue deoxyribo-
nucleic acid agar (TDA) gibi besi yerlerinden yararlanilmigtir.

Tavsan plazmasi: Galismada, insan ve sigir orijinli stafilokok sus-
larmin koagulaz ve clumping factor aktivitelerinin saptanmasi ama-
ayla ticari liyofilize tavsan plazmasi (Sigma) kullanilmigtr.

Latex aglutinasyon seti: Test edilen suglarin clumping factor ve
Protein-A ozellikleini ortaya koymak igin, Bacto Staph. Latex (Difco-
3850-32-7)’den yararlamlmigtir.

Metisilin diski : Stafilokok suslarinin metisilin’c duyarliliklarinin
saptanmasi igin Oxoid-5 mcg lik diskler kullanilmgtir.

Sensibilize koyun eritrositlerinin hazirlanmas: : Sensibilize koyun erit-
rositleri Poutrel ve Lefort un (36) bildirdikleri yonteme gore hazir-
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lanmistir. Koyun kant Alsever solusyonuna alimarak yikanmug, titresi
1/5000 olan hemolitik serumdan (Behring-Germany) ilave edilmig
ve buna glutrealdehit katilarak 10 saat siireyle 40 °C lik su banyo-
sunda inkubasyondan sonra 3 kecz yikanmig ve 9, 1 oraninda sigir
albumini igeren PBS ile siispanse edilerck, 9, 3 lik kan soliisyonu ha-
zirlanmistir. Ayrica, ti¢ kez yikanmig 9, 3 lik koyun eritrositlerinden
denemede sensibilize edilmemis kan olarak yararlanilmigtir.

Clumping factor : Bu test icin temiz bir lam iizerine bir damla su-
landirilmamig plazma konulmug, test cdilecek stafilokok suglarinin
Muller Hinton ve BHIA da iireyen kolonilerinden 6ze ile almarak
plazma ile karistirilmis, 45 saniye iginde meydana gelen kiimelesme
pozitif kabul edilmigtir (20).

Tip koagulaz testi: Tup koagulaz testi Pennell ve ark. (34)na
gére yapimugtir. Steril tavsan plazmasi 1/5 oraninda sulandirlarak
0.5 ml miktarinda tiiplere konmug ve lzerine teste tabi tutulacak
suslarin BHIB’daki taze kiltirlerinden 0.1 ml ilave edilmig, sonuglar
koagulasyonun olup olmamasina gore 2, 4, 6 ve 24’nci saatlerde deger-
lendirilmistir,

TNase testi : Bu test, Lachica ve ark. (25)’larina gére TB-DNA
agar besi yerinde gergeklestirilmigtir. Hazirlanan DNA agar ortami-
na 0.1 M toluidin blue’dan 0.3 ml katilmig, 95 mm ¢apindaki petri
kutularina 20 ml miktarinda dokilmiis ve agar katilagtiktan sonra
besi yeri tizerinc 3 mm ¢apinda gukurlar agilmistir. Bu gukurlarin
her birine denenecek suglarin 100 °C’de 15 dakika kaynatilmis olan
BHIB’nundaki 18-24 saatlik kiiltiirlerinden mikropipet ile 25 pl kon-
mus ve 37 °C’de inkube edilmigtir, Petri kutulari 1, 2, 4 ve 24'nci
saatlerde incelenmig ve qukurlar ctrafindaki 1-3 cm ¢apinda agik pem-
be renkli zonun olusumu pozitif kabul edilmigtir (41).

DNase testi: Bu test, Zierdt ve Golde (47)’nin tamimladiklar:
metoda gore yapilmigtir. Teste tabi tutulacak suglarmn triptikaz soy
buyyondaki kiiltiirlerinden DNase agar iizerine nokta inokulasyonu
yapilmis ve 37 °C’de 24 saatlik bir inkubasyonu takiben koloniler tze-
rine ] N HCI’den konulmug ve koyu zemin iizerinde incelenerck kolo-
niler ctrafindaki agilmalar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Latex testi: Bu test igin ticari Staph Latex test sctinden (Difco-
3850-32-7) yararlanilmigtir. Incelenccek stafilokok’larin BHIA’daki
24 saatlik kolonileri temiz bir lamda fizyolojik tuzlu su ile emilsiyone
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edilmis ve tizerine Staph Latex siispansiyonundan bir damla damla-
tilip karisurilarak 1-2 dak iginde olusan aglutinasyon pozitif olarak
degerlendirilmigtir (9}, Ayrica, pozitif kontrol Staph. aurens ATCC
25923 ve negatif kontrol Staph. epidermidis ATCC 12228 suslari ile de
aym islemler yapilmigtir.

Protein-A testi : Insan ve hayvan orijinli stafilokok suglarmin Pro-
tein-A olusturma ozelliklerini saptamak igin bu suslarin MH ve BHIA
daki kolonilerinden yararlanilmistir. Bu kolonilerin temiz bir lam
uzerine konulan 20 pl duyarhilagtiritmig kan ile emilisyonlari yapi-
larak 2 dak i¢inde aglutinasyonun goriilmesi pozitif kabul edilmigtir
(36). Ayni islemler sensibilize edilmemis 9%, 3 lik kanla da tckrarlan-
mugtir. Ayrica, kontrol olarak Protein-A pozitif Staph. aureus Cowan
ve negatif Staph. epidermidis-33 suslan sensibilize ve sensibilize olma-
yan kanlarla da dencenmistir.

Metisilin duyarllik testleri : Izole ve identifiye edilen stafilokok-
larin metisilin duyarhlik testleri Oxoid’e /32) gore Mucller Hinton
agarinda yapilmis ve sonuclar Oxoid standartlarina gore degerlendi-
rilmistir,

Bulgular

Clumping factor sonuglart: Bu test, MH ve BHIA’da olmak Gzere
iki ayri besi yerinde yapilmigtir. Bu iki besi yerinde gergeklestirilen
CF testinde, insan orijinli 100 Staph. aureus susundan tamami pozitif,
koagulaz negatif 25 sugun isc hepsi negatif (Tablo - 1), MH ortaminda
sigir orijinli 100 Staph. aureus susundan 98’1 CF pozitif, 2 tanesi negatif,
koagulaz ncgatif suglarin ise timi aym testte ncgatif bulunmustur
(Tablo - 2).

Tiip koagulaz test sonuglary: Insan ve sigir orijinli 100 Staph. aureus
susu pozitif, aynt kaynakli koagulaz ncgatif stafilokok suglart (25°er
adet) ise negatif bulunmugtur (Tablo - 3).

T Nase test sonuglart : 'T'Nasc testi TB-DNA agar ortaminda yapil-
mis ve insan orijinli 100 Staph. aureus susundan 93’4 pozitif, 7’si negatif
sigir orijinli ayn sayidaki Staph. aureus’tan 81°i pozitif, 19°u negatif,
25 koagulaz negatif stafilokok sugundan ise insan ve sigir kaynakl
olanlarin tamami negatif sonu¢ vermigtir {I'ablo - 1 ve - 2).

DWNase test sonuglar: : Denemede kullanilan insan orijinli 100 Staph.
aureus susundan 100’4, sigir orijinli 100 Staph. aureus susundan 95°i




LATEX AGLUTINASYON TESTi UZERINE ARASTIRMA... 259

Tablo 1. Kougalaz (tiip) test ile stafilokok’lann identifikasyonunda kullanilan diger test-

ler arasindaki korelasyon (Insan suslar)

Test Koagulaz pozitif® | Koagulaz negatif*
(n — 100) (n — 25)

Clumping factor {MH)}

Pozitif 100 0

Ncegauf 0 25
Clumping Factor (BHIA)

Pozitif 100 0

Negaut 0 25
TNase

Pozitif 93 0

Negatif 93 0
DNase

Poziuf 100 0

Negatif 0 25
Latex

Poziufl 100 3

Negatif 0 22
Protcin-A (MH)

Pozitif 90 0

Negatif 10 25
Protein-A (BHIA)

Poziuf 94 0

Negatif 6 25

* Tavsan plazmasi
§

Tablo 2. Koagulaz (tiip) testi ilc stafilokok’lanin identfikasyonunda kullanilan diger test-
ler arasindaki korclasyon (Sigir suslan) ‘

Test Koagulaz pozitif* | Koagulaz ncgatif*
(n = 100) (n — 25)

Clumping lactor (MH)

Pozitif 98 0

Negatif 2 25
Clumping factor (BHIA)

Pozitif’ 94 0

Negatif 6 25
TNase

Pozitil 81 0

Negatif 19 25
DXNase

Pozitif 95 0

Negatif 5 25
Latex

Pozitif 97 1

Negatif 3 24
Protein-A (MH)

Pozitif 58 2

Negatif 42 23
Protein-A (BHIA)

Pozitif 64 0

Negatif 36 25

* Tavgan plazmas
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Tablo 3. insan ve sigirlardan izole edilen toplam 230 stafilokok susunun koagulaz testi ile
latex aglutinasyon sonuglarinin kargilagtirilmast.

Latex aglutinasyon testi
Tiip koagulaz testi Pozitif | °, pozitif | Negauf Y% necgatif

Pozitif suslar 100 100 100 0
(100)

Negatif suglar 3 12 22 88
(25)

Pozitif suglar 97 97 3 3
(100)

Negatif suglar 1 4 24 96
(25)

Sigir Insan

pozitif, ayni kaynakli koagulaz negatif stafilokok suslarinin hepsi testte
negatif bulunmustur (Tablo — 1 ve - 2).

Latex test sonuglar: : Insan kaynakli 100 Staph. aureus susunun hepsi
(% 100), sigir orijinli 100 Staph. aureus susundan 97°si (% 97) latex
aglutinasyon testinde pozitif (Tablo - 3), insan kaynakli 25 koagulaz
negatif stafilokok susundan 3’i pozitif (% 3), 22’si negatif (%, 88),
hayvan orijinli aynt sayidaki sugtan 1’i pozitif (% 4), 24’ii negatif
(% 96) bulunmustur (Tablo -1, 2 ve - 3). Tablo 3’iin decgcrlendiril-
mesinde, insan suglarinin latex aglutinasyon testine gore tiip koagu-
laz test spesifitesi 9, 100, sensitivitesi %, 97, pozitif prediktif degeri
(PV*) 9% 100 olmasina ragmen, ncgatif prediktif degeri (PV™) 9, 88
dir. Yinc ayni tabloda sigir suslarinin latex aglutinasyon testine goére
tiip koagulaz test spesifitesi 9, 88, scnsitivitesi %, 98.9, PV~ degeri
% 97 ve negatif prediktif degeri %, 96 dir.

Protein-A test sonuglar: : Bu ¢ahismada kullanidan toplam 250 sta-
filokok susundan, insan orijinli Staph. aureus’larm MH besi yerinde
90’1 pozitif, 10’u negatif, BHIA’da 94’i pozitif, 6’st negatif sigirlardan
izole edilen 100 Staph. aureus susundan MH besi yerinde 58’1 pozitif,
42 si negatif, BHIA’da 64’1 pozitif, 36’s1 negatif bulunmugtur. Ayrica,
insan ve siir kaynakli koagulaz negatif stafilokok suslarmin her iki
ortamda da Protein-A olusturmadiklari saptanmigtir (Tablo — 1 ve -- 2).

Metisilin duyarlilik test sonuglar:: Insan orijinli 100 Staph. aureus’-
tan 96°s1 metisilin’c duyarli, 4’4 direngli, koagulaz negatif suglardan
22’si duyarli, 3’4 direngli, hayvan orijinli 100 Staph. aureus’tan 98’
duyarh, 2’si direngli, koagulaz negatif 25 sustan hepsi metisilin’e du-
yarli bulunmustur (Tablo - 4a ve — 5a). Insan suslarinin metisilin’c
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Stafilokok suglarimin medsilin’e duyarhilik ve direngliliklerine gore
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testlerin

kargilagtinlmast  (insan suglar).
Latex aglutinasyon
Tar Sug sayist | Clumping® Tap* | TNasc* | DNasc® test Protein*
factor' | koagulaz - — A (D
Staph. aureus
Metisilin duyarh 6 96 96 89 96 96 0 89
Metisilin direncli 4 4 4 4 4 4 0 0
Koagulaz negatif
Stafilokok suglar:
Metisilin duyarh 22 0 0 0 0 3 19 0
Metilsiin direngh 3 0 0 0 0 0 3 0
X. Poazitif sug sayist
1. Muller Hinton
Tablo 4b. Insan orijinli Staph. aureus suglarimin degisik testlere gore sensitivite ve spesi-
fitcleri
2%, Scnsitivite
Toest Toplam | Metisilin-S t Mecusilin-R | 9, spesitite | PV~ [ PV~
! (Lf)’()\l (OO)
Clumping
factor 100 100 100 100 100 100
‘T'up koagulaz 100 100 100 100 100 100
TNase 93 ! 92.7 100 100 95.7 100
DNase 100 100 100 100 100 ;100
Latex 100 100 100 100 100 100
Protein-A 90 92.7 25 25 96.7 | 12.5
Tablo 3a. Staflilokok suslarimin metisilin’e duyarlihk ve direngliliklerine gore
testlerin kargilagtinilmasy (sigir suglan)
Latex aglutinasyon
Clumping* | Tup* testt Protein
Tir Sugsayist | factor {1) | koagulaz | TNase* | DNasc* i — A* (1)
Staph. aureus
Metisilin duyarh 98 96 79 93 93 95 3 57
Metisilin direncli 2| 2 2 2 2 0 !
Koagulaz negatif
stafilokok suglar:
Metisilin duyarh 25 0 0 0 2 1 24 2
Metisilin direngii 0 0 0 0 | 0 0 0 0

X. Pozitit sug
1. Muller Hinton
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Tablo 5b. Sigiv orijinli Staph. aurcus suglarimin degisik testlere gore sensitivite ve spesifiteleri

m Sensitivite
Test Toplam Meusilin-S | Metisilin-R Py rv-
Clumping
factor 98 97.9 100 160 97.9 100
Tiip
koagulaz 100 100 100 100 100 100
TNase 81 80.6 100 100 97.5 100
DNase 95 9¢.9 100 100 97.9 100
Iatex 97 96.9 100 100 97.9 100
Protein-A 38 38.1 50 50 98.2 2.3

duyarlilik ve direnglilik durumuna gore diger testlerle karsilagtirtldigt
Tablo - 4a’mn incelenmesinde, Tablo — 4b’de gorildugu gibi CIY, tip
koagulaz, DNase ve latex testinin sensitivite, spesifite, pozitif-negatif
predikuf degerlert 9, 100, TNasc testinin metisilin duyarliligina gére
sensitivitesi 9, 92,7, pozitif’ prediktif degeri © 95.7, Protein-A tes-
tinin ise sensitivitesi metisilin duyarhligima gorve %, 92.7, metisilin
direnghiligine gore 9, 25, spesifitest %, 25, pozitif prediktif degeri
%% 96.7 ve negatif prediktif degeri %, 12.5°dur. Tablo — 5a ve 5b’nin
incelendiginde, sigir suslar icin CF, tip koagulaz, TNase, DNase
ve latex testlerinin metisilin direnchlik sensitivite, spesifite ve negatf
predikuf degerinin %, 100, CF metisilin duyarlilik sensitivite ve pozitif
predikuf degerlerinin ¢ 97.9, TNase mecusilin duyarhlik sensitivi-
tesinin 95 80.6, pozitif prediktif degerinin 9, 97.5, DNase, latex aglu-
tinasyon ve Protein-A 1¢in bu degerlerin sirasiyla 9, 94.9, %, 97.9,
% 96.9, ve 9, 97.9, °,58.1, 2, 98.2, ayrica, Protein-A icin metisilin
direnclilik sensitivite ve spesifitesinin %, 50, negatif prediktf degerinin
% 2.3 oldugu anlasilmaktadir.

Tartisma ve Sonug

Bu aragtirmada, insan ve sigirlardan izole edilen stafilokok sug-
larmin latex aglutinasyonu ile bu mikroorganizmalarin kesin identi-
fikasyonunda kulianilan tip koagulaz, CF, DNase, TNasc ve Pro-
tein-A gibi test sonuglart arasindaki korelasyon incelenmigtir.

Insan ve hayvanlarda hastalik meydana getiren stafilokok’larla
(Staph. aureus), kommensal Gzellik tasiyan diger tirlerin birbirinden
ayrimi bugiin dahi teshis acisindan zaman zaman ortaya sorunlar
¢tkartmaktadir. Tir ayriminda en sik bagvurulan tiip koagulaz testi
olup (10, 17, 43, 44), lam testi de {11, 13, 31} kullanilmaktadir, Son
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yillarda Essers ve Radebold (13) stafilokoklarin Protein-A ve CI
lerinin ortak belirlenmesi i¢in gelistirdikleri latex aglutinasyon rcagen-
tini hazirlamiglar, koagulaz pozitif 218 susun tamanum latex ile, 216°
sini Protein-A ve 208’ni CI testleriyle pozitif, koagulaz negatif sugtan
latex ile 149’nu, Protein-A ve CF ile 132 sini negauf bulmuglardir,
Doern (11) ¢alismasinda test ettigi 427 stafilokok susunun 161'ni koa-
gulaz pozitif ve bunlarinda 158’ni latex pozitif, 266 koagulaz negauf
susun ise 264°ni latex negatif bulmugtur. Daha sonra ¢esithi firmalarca
degisik isimler alunda latex aglutinasyon kitleri hazirlanmig ve bu
kitlerle ¢alismalar yaptlmisur (3, 5, 7, 11, 19). Aldridge ve ark. (3]
92 tiip koagulaz pozitif susun Scro-STAL Staph. kiti ile 86 sin1, Staph-
latex ile de tamaminu pozitif bulduklarini, Pennell ve ark. {34) inccle-
dikleri 354 stafilokok susunun tiip koagulaz test ile 165'ni Staph.
aureus, bunlarin da SeroSTAT Staph ve Staphlatex kitleri ile 163’ni
latex pozitif, 189 koagulaz negatil stafilokok susunun ise her iki kit'le
188’nin negatif actklammglardir. Bu denemede alinan sonuglara gore,
insan orijinli 100 Staph. aurcus susunun tamam tip koagulaz, CI' ve
latex aglutinasyon testlerinde pozitif, sigir orijinli 100 Staph. aureus™un
tip koagulaz testinde tamaminin, CF testinde 94’tntin ve Latex ag-
lutinasyon testinde ise 87’sinin pozitif sonug¢ verdifl saptanmistir,
Latex aglutinasyon testinde negatif bulunan sigir orijinli 3 sugun
(E-13, E-114 vc¢ PE-125) tip koagulaz, DNasc ve TNase testlerinde
pozitif sonu¢ vermeleri géz oninde bulundurularak, bu suglar Staph.
aureus olarak identifiyc edilmisglerdir. Koagulaz negatif suslardan insan
orijinli 3 ve siZir orijinli 1 sug ise Latex aglutinasyonunda pozitif bu-
lunmustur. Alman bu sonuglara gore Staph. aureus’larin kesin identi-
fikasvonunda kullanilan tip koagulaz, CI' ve Latex aglutinasyon test-
leri arasinda uygun bir korelasyon bulunmaktadir. Buna kargin, Jas-
per ve ark. (19), inek siitlerinden izole ettikleri 238 koagulaz pozitil
susun % 49.2’sin1 Latex pozitif, 402 koagulaz negatif susun ise 9%,
95’ini Latex negatif bulmuglar ve sonuglara dayanarak, Latex testinin
stafilokok idenufikasyonunda uygun olmayacagini ve bu olumsuz
sonucun da bazi Staph. aureus suslarinda Protein-A’nin bulunmayigina
baglamislardir. Insan orijinli stafilokok suslarinin Latex aglutinasyon
testine gore tiip koagulaz scnsitivite ve PV™ degerleri sirasi ile 94 97
ve %, 88’dir. Sigir orijinli stafilokok suglarimin ise ayni testler icin de-
gerleri 9 98.9 ve ©, 96’di. Incelenen suglarin spesifite ve PV~ de-
gerleri insan orijinlilerde % 100, %, 100, sigir orijinli stafilokoklar
igin isc % 88.9 ve %, 97°dir. Bu sonuglar, insan orijinli stafilokoklarin

e
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Protein-A degerlerinin sigir orijinli suglara gore yiiksek olmasi nede-
niyle ortaya ¢ikmaktadir.

Stafilokoklarin identifikasyonunda kullanilan DNase testi igin
yapilan ¢aliymalardan (10, 38, 43, 44) bu testin klasifikasyonda énemli
bir deger tasidig1 anlagilmaktadir. Denemede insan orijinli koagulaz
ve Latex pozitif 100 Staph. aureus’un DNasc testinde de % 100 pozitif;
koagulaz 9%, 100, Latex 9%, 97 pozitif sigir orijinli 100 Staph. aureus’un
ise bu testte 9, 95’inin pozitif ve 9%, 5’inin de negatif oldugu belirlen-
migtir. Ancak, % 35’lik bu negatif bulgu Zarzour ve Belle {46) nin
de acikladiklar: gibi Staph. aureus’lar tarafindan az miktarda sentez-
lenen DNasc’in belirlenmemesine baglanabilir.

T'Nasc olugumunun Staph. auwreus suglarinin identifikasyonunda
onemli bir kriter olarak kullanilabilecegi yapilan arastirma sonug-
larindan anlagilmaktadir (7, 29, 33, 39). Dencmede insan orijinli koa-
gulaz pozitif stafilokoklarin %, 93’iniin, sigir orijinli koagulaz po-
zitif stafilokoklarin Y, 81'nin TNasc pozitif, her iki orijinli koagulaz
negatif suglarin isc bu testte 9% 100 negatif oldugu belirlenerck, TNase
testinin Staph. aureus’larin identifikasyonunda diger testlerle birlikte
giivenle kullanilabilecegt ortaya konulmugtur.

,  Protein-A testinin Staph. aureus’larin identifikasyonunda o6zellikle
insan suglarinda olumlu sonu¢ verdigi yapilan arastirmalarda belirtil-
mektedir (22, 35, 36, 42). Denemede bu amacgla kullanilan iki ayn
besi yerinde koagulaz ve Latex 9, 100 pozitif insan suglari Muller
Hinton’da 9, 90, Brain Heart Infusion Agar’da %, 94 Protein-A po-
zitif bulunarak, bu konudaki aragtirma sonuclari ile paralellik sag-
lanmigur. Sigir koagulaz pozitif suslarda bu test Muller Hinton’da
% 98, Brain Heart Infusion Agar’da ¢, 64’lik bir pozitiflik goster-
migtir. Denemede alinan bu sonuglar Protein-A testinde besi yerinin
de onemli oldugunu géstermektedir.

Stafilokoklarla yapilan g¢ahiymalarda mectisilin’e duyarliik du-
rumunun stafilokok’larin identifikasyonunda kullanilan diger testler-
le, 6zcllikle, Protein-A ile iligkili oldugu belirtilmektedir (3, 7, 45).
Bu caliymada metisilin’e duyarli 96 insan orijinli Staph. aureus’un ti-
munin, CF, tip koagulaz, DNase, Latex, 89’unun isc TNasc ve Pro-
tein-A; sigir orijinli metisilin’c duyarli 98 Staph. aurens susunun isc
96’sinin CF, 98’inin tip koagulaz, 79’unun TNase, 93’niin DNasc,
95’inin Latex ve 57’sinin Protein-A yéniinden pozitif oldugu saptan-
mugtir. Insan orijinli stafilokok suglarmin metisilin’c duyarlilik du-
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rumuna gore CF, tiip koagulaz, TNase, DNasc ve Latex testlerinin
sensitivite, spesifite, PV* ve PV~ degerleri gok yiksektir. Ancak
Protein-A testi ilc sensitivitesi %, 92.7, spesifitesi %, 25 ve PV~ 9
12.5’tur. (Tablo — 4b). Sigir orijinli suglarin ise ayni degerleri yine
yiiksek olup, Protein-A testinde sensitivite %, 38. 1, spesifite %, 50 ve
PV~ 9, 2.3tiir. Bu durum metisilin’e duyarhiligin Protein-A ile olan
iligkisinden kaynaklanmaktadir (Tablo - 5b).

Bu caligmada stafilokoklarin tanisinda kullanilan CF, tiip koagu-
laz, DNase, TNase, ve Protcin-A testi ile Latex aglutinasyon test
sonuglarinin bityiik bir oranda uygunluk gésterdigi, ayrica, bu testin
basit, uygulanmasi kolay ve kisa siirede sonug vermesi nedeniyle
Staph. aureus’larin rutin identifikasyonunda diger testler gibi giivenle
kullamilabilecegi anlagilmistir.
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