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Summary : Nineteen strains of Staph. aureus isolated from cows
milk with mastitis were tested for their ability to produce coagulase,
phosphatase, catalase, B-lactamase, clumping factor, oxydation/fermen-
tation (O/F) and resistance of penicillin and ampicillin. '

All of the strains have produced B-lactamase and their resistance
rates to penicillin and ampicillin were 94.9%, 47.9% respectively. Catalase,
phosphatase and O/F producing rate of all Staph. aureus were positive
100%. The Coagulase tests found to be positive at the rate of 89.8% with
rabbit plasma, 73.7% with cow plasma, 100% with mixture of rabbit-cow
plaSma. The rate of positive clumping factors was also found to be 89.8%,
94.9%, 100% with rabbit, cow and mix plasma, respectively. 73.7% of all
strains have grown on Mannitol Salt Agar plates. 12 strains produced -
golden - cooured colonies. ~All of the 6 strains were intracutaneously
inoculated to rabbits reduced necrosis.

Ozet : Mastitisli inek siitlerinden izole edilen 19 Staph. aureus sug’u;
penisilin ve ampisilin rezistansi ile koagulaz, fosfataz, katalaz, B-lakta-
maz, klamping faktér ve oksidasyon/fermentasyon ozellikleri yoniin-
den incelendiler.
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Biitiin sug’lar B-laktamaz f{iretti. Ampisilin ve penisilin’e sirasiyla,
%94.9, %47.9 oraninda direncli olduklar: goriildii. Staph. aureus sug’lari-
nin tamami %100 oraninda O/F, katalaz ve fosfataz olugturdular. Koagu-
laz testleri tavsan plazmasiyla %389.8, sifir plazmasiyla %73.7, tavsan - si-
gir plazmas1 karigimiyla %100 oraninda pozitif olarak bulundular. Pozi-
tif klamping faktor oranlari; tavsan, sigir ve miks plazma ile; sirasiyla,
%89.9, %94.9 ve 9100 olarak bulundu. Mannitol Salt Agar’da %73.7 ora-
ninda Urediler. 12 sug sari renkli koloniler olugturdu .Tavganlara intra-
kutan olarak inokule edilen 6 sug’un hepsi nekroz olugturdu.

Girig

Mikroorganizmalarin olugturdugu inek mastitislerinin bagta gelen
etkeninin, Stafilokoklar oldugu; bunlardan Stahp. aureus’larin 6nemli so-
runlar yarattigr (1, 2, 3, 4, 6, 12, 15) ve diger bakteriyel etkenlerle kars:-
lagtimldiginda degisik antibiyotiklere 0Ozellikle penisilin’e adapte olma
ve tolere edebilme yoniinden 6nemli artiglar gosterdikleri, degisik iilke-
lerde yapilan aragtirmalarla (14, 15, 16, 21, 35) kanitlanmigtir. B-laktamaz
(penisilinaz); penisilinlere direncli bazi gram negatif ve pozitif bakteri-
ler tarafindan sentezlenen ekstraselliiler bir enzimdir (5, 11, 16, 22, 26).
Bu o6zelligin transferinin, plazmid’lere bagli olabilecegi bildirilmektedir
(11, 22, 26). Bununla birlikte bazi patojen Stafilokoklar’da bulunan ve
penisilin’e diren¢ gosteren bu enzim, antibiyotiklere rezistan olan Stafi-
lokoklar'in aksine penisilin tedavisine baglamadan o6ncede mevcuttur (5).
Penisilinaz olugturan Staph. aureus’lar, sigir mastitislerinden yaygin ola-
rak izole edilirler (186, 27).

Patojen Stafilokoklar'in ayirimi igin, birgok kriterler bildirilmigtir
(1, 5, 8, 9, 13, 19). Bunlardan koagulaz testi, Staph. aureus’larin ayirimi
icin Kullanilan en gecgerli testlerden biri olmasma ragmen; diigiik oran-
larda da olsa bazi Staph. aureus’larin sifir plazmasi ile koagulaz verdigi
bildirilmigtir (8, 24).

Bu cahgmada, mastitisli sigir stitlerinden izole edilen Staph. aureus’-
larin, B-laktamaz yetenekleri ile ampisilin’e ve penisilin’e diren¢ goster-
meleri ve 6nemli bir patojenite kriteri olan koagulaz testi ile baz1 kim-
yasal ‘0zelliklerinin incelenmesi amaglanmigtir,

Materyal ve Metot

Staph. aureus sug’lari: S. U. Vet. Fak. Bakteriyoloji Bilim Dali tes-
his laboratuvarina Konya'nin degisik bolgelerinden getirilen, siit numu-
nelerinden izole edildi. '
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Katalaz testi : Bege (8) tarafindan bildirilen y0nteme gore TSA
(Gibco) da tireyen 24 saatlik kiiltiirlerde, %3 liik H,0, ile yapildi.

Pigment Olusumu : Holmberg (21)’e gore; TSA (Gibco) plaklar'inda
24 saat inkiibasyondan sonra, 2 giin oda 1sisinda ve giin 15181nda bekletil-
dikten sonra degerlendirildiler.

Koagulaz Testi : Bu test’de sitrat yerine heparin onerilmektedir (8).
Bu yiizden, Sperber ve Tatini (31) tarafindan bildirilen metot'un, hepa-
rinli (Liquemine., Roche) alinmig (sigir, tavsan ve sigir+tavsan) plaz-
malari ile yapildi. Koagulaz olugsumu 2., 4. ve 24. saatlerde kontrol ed11d1
Degerlendirilmeleri 14, 2+, 3+ ve 44 olarak okundu.

Klamping faktér aranmas: : Degisik literatiirlerde belirtildigi gibi (5,
8, 26, 31), lam koagulaz1 geklinde uygulandu.

B- laktamaz testi: Koneman ve ark. (26)’larinin Hemofiluslar'in identifi-
kasyonu icin 6nerdigi Iodometrik metot kullanilarak, filtre kagidi striple-
ri ile yapildl. Onceden peniciline-G solusyonu ve %] lik iodine solusyonu
emdirilmig ve havada kurutulmus filtre kagitlari, kullanilacag:i zaman
lizerine 2 damla iodine solusyonu damlatilarak; merkezde kahve, gevre-
de ac¢ik mavi bir renk gelisir. Merkeze, 24 saatlik agar kiiltiiriinden bir
ka¢ koloninin siiriilmesi ile 3 -5 saniyede mavi rengin goriilmesi veya
starch iodinenin acilmasi, B-laktamaz pozitif olarak degerlendirildi.

Antibiyotik duyarlilik testi : Etlik Vet. Kont. Arg. Enst.den saglanan,
Penisilin ve Ampisilin diskleri ile Bauer ve ark. (7)'nin ydntemine gore
%5 koyun kanli agar (Gibco) da yapildi

- Oksidasyon/Fermentasyon testleri : Glukoz ve Mannitoliin, aerobik
ve anaerobik kullanilmasiyla Koneman ve ark. (26)’nin tarif ettigi §ek11-
de yapildi

Mannitol Salt Agarda lireme: Koneman ve ark (26)'nin belirttigi §e-‘
kilde hazirlanarak kullanildi.

Fosfataz testi : Istanbulluoglu ve Diker (23)’in tarif ettikleri sekilde
yapildi.

Tavsan deneyi : Tavsan ve sigir plazmalan ile diigiik degerde pozitif
veya negatif sonu¢ veren 4, 12, 14, 17, 18 ve 20 numarali suglarla, 15 nu-
marall sugun 18 - 24 saatlik buyyon kiiltiirii (Nutrient Buyyon, Gibco)’-
niin 0,3 ml sinin tavgan derisine intrakutan verilmesiyle gergeklegtiril-
di. 24 - 72 saatde nekroz yapanlar, pozitif kabul edildi, kontrol olarak ste-
ril buyyon kullanildi (35).




94 i. Yavuz SEZEN - O. ERGANIS - M. CORLU - M. ATES

' Bulgular

19 Staph. aureus susunun penisiline ve ampisiline duyarliliklar: sira-
styla, %5.1 ve %47.9 oraninda bulundu. :

Caligmanin bulgular: tablo-1 ve 2 de dzetlenmigtir.

Tablo - 1 de goriildiigii gibi diger biyokimyasal testlerle Staph. aureus
olarak identifiye edilen 19 sustan 2si (%10.2) tavsan plazmasi ile negatif
koagulaz verirken, siir plazmasi ile pozitif koagulaz ve klamping faktor
vermigtir. Sifir plazmasi ile koagulaz negatif diger 5 sugda, tavgan plaz-
masi1 ile koagulaz pozitif ve klamping faktdr pozitif sonug¢ verdi. Tavgan
ve sifir plazmasmin 1/1 oraninda karigtirilmasiyla yapilan, koagulaz ve
klampig faktor testlerinde blitliin suglar (%100) pozitif sonu¢ gésterdi.
Tavsan patojenite testinde de %100 pozitif bulundular.

Tablo 1 : Degisik sonuglar veren sug’larin koagulaz ve clumping
faktoérlerinin ayri ayr1 incelenmesi

FAKTOR

KOAGULAZ CLUMPING | =

Tavsan Sigir Tavgan--Si8ir :

S = —é— ‘%
“loaja j2af 2|4 |2a) 204 {23! =|B55
g 5| Rlsg| &
0 E-i (2B =
4 2 4 4 0 0 0 1 4 4 4+ + + +
12 4 4 4 1 0 0 1 3 4 4+ -  + -+
14%% 2 4 4 1 1 1 1 2 4 + + + +
17 1 4 4 1 1 1 4 4 4 — +  + +
8 0 0 0 3 1 0 4 4 4 + + + 4+
20 0 0 0 2 4 4 1 3 4 — + + 4

( *) Rakamlar pozitif degerleri ifade etmektedir.
(**) 24 -72 saatte nekroz yaptu )

Tablo 2 de ise, 19 sug’un biitliin testlerie yapilan sonuglar1 gériilmek-
tedir. Sug’larin tamaminda katalaz, fosfataz, O/F testleri; %100 pozitif,
%62.2 oraninda «Orange» pigment olugumu, %73.7’si Mannitol Salt Agar’-
da direme ve mannitol’ii kullanim: pozitif bulundu.



Tablo 2 : Uzerinde ¢alisilan Staph. aureus suglarinin bazi enzim
ve biyokimyasal 6zellikleri

KOAGTULA Z#+ Clumping O/F Testi
: Faktor

: - | Sigir ol g

% kD Tavsan Sigir T T N |3 8| & Glikoz | Mannitol
h to| n i E Tavsan | = s | 8|58

> ol = | & sl ol al=]|ET &

5 5@ 2 4 24 |2 4 2 |2 ali|@E®E|EZ| S| 58|88

EAlNM] & E«;Jj&*cﬁhﬁmm<<§<ﬁg
"\Teg. 100 | 100;62.2]42.1 | 89.8 [89.8 |57.9 |73.7 73.7 126.3{78.4/89.9194.9] 100 | 100;73.7 | 100] 100 | 100 | 100 | 100
!Poz. — | — |36.8]57.9 |10.2 [10.2 |42.1 126.3 26.3 173.7121.1{10.2 52 — | — (263 |— | — | — | — | —

(%) 4, 12, 14, 17, 18 ve 20 no’lu sug’lar kullanmilmigtir. Pozitif kontrol olarak 15 no’lu sus, negatif kontrol olarak
steril buyyon kullanilmigtir.

- ( *) Pigment olusumunda sar1 renk dikkate alinmigtir.

L (***) 3+ ve 44 Iik deferler pozitif olarak kabul edilmistir.




96 1. Yavuz SEZEN - O. ERGANIS - M. CORLU - M. ATES

Tartigma ve Sonug

Staph. aureus’un, biitiin diinyada, mastitis etkenlerinin en yaygin
ve kontrolii ¢ok gii¢ olan bir enfeksiyon etkeni oldugu, bir cok arastirici
tarafindan belirtilmigtir (2, 3, 4, 6, 10, 12, 18, 32).

Degisik antibiyotiklerle yapilan tedavi denemelerinin bu etkene kar-
51 yetersiz kalmalari; etkenin, memenin kanallar sistemini delerek ana
dokuya yerlesmesine ve burada soguk apseler olugturarak, cevresindeki
kapsiilas: ile meme igine verilen antibiyotiklerden etkilenmemesine (12),
mutasyonla antibiyotiklere diren¢ kazanmalarina ve penisilinaz’a sahip
olmalarina (5) baglanmigtir.

Tablo 3 : Mastitis gahigmalardan izole edilen Staph. aureus
duyarhilik oranlari

Susg ;‘Penisilin, -Ampisilin Literatiir
Miktar1 %  “(I0iUY% (10 mcg) % 4
18 339 . 258 135  Arda ve Istanbulluoglu  (3)
7% 513 [ 386 93  Arda ve Istanbulluoglu (4)
132 234 - 647 60.6  Aydin ve Cogkuner (6)
50 490 6.0 38.0 Bozkir - (10)
505 100.0% -.  48.1 5.6  Cambazoglu - (15)
344 - 100.0% .° 310 450  Davidson ve ark. 17)
—_ = 25.6 236  Mc Donald and Anderson (28)
12 443 333 . — Sarma ve Boro ‘ (30)
16 25.4 12.5 - 56.3 Ulusoy ve ark. (33)

(*) %100 olarak belirtilenler, mastitisli ineklerden izole edilen Staph.
aureuslarla ¢aligmalari, digerleri ise, mastitislerden izole edilen oran-
lardir.

Tablo 3'de gesitli arastiricilarin mastitis kaynakli Staph. aureus sug-
larindan elde ettikleri, penisilin ve ampisilin duyarlik oranlari goriilmek-
tedir. In vitro duyarliik testlerinin bulgulari, klinik tedavi sonucunu ke-
sin olarak gostermez (26), Antibiyotiklerin, 6zellikle penisilinlerin mas-
titis tedavisinde yaygin olarak kullanilmalari sonucu, mastitis etkenleri
arasinda, Staph. aureusun dominant sug olarak yurdumuzda da Snem ka-
zanmasina heden olmustur (2, 3, 4, 6, 10, 18, 32). Penisilinaz iireten Staph.
aureus’larin sebep olduklar1 mastitislerde (5) erken miidahalenin yarari
gbz oniline alindiginda, tedavideki ila¢ sec¢imi, uygulamast biiyiikk onem
arzetmektedir (11, 34). Zira penisilinaz tireten Stafilokokal mastitislerin
tedavisinde penisilin’in yararsiz olacag: belirtilmektedir (34).
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Bauer ve ark. (7)’nin teknigine alternatif olarak, bugiin birgok labora-
tuvarda, rutin olarak B-laktamaz testi yapilmaktadir ve etken mikroor-
ganizma’nin bu enzime sahip olup olmadig énceden 6grenilmektedir (26).
Patojen Stafilokoklar'in bazilarinda bu enzimin bulunmas1 (5, 26) ve bu
etkenlerin penisilin ve penisilin grubu ilaglara belirgin oranlarda rezis-
tans veya tolerans gostermeleri (15, 34), dzellikle mastitis tedavisinde bii-
yiik 6nem arzetmektedir. Bu nedenle birgok arasgtirici (6, 7, 22, 28) peni-
siline direncli Stafilokokal mastitislerin tedavisinde, ya penisilinaz di-
rencli penisilin tlirevlerini veya bagka kombinasyonlar: 6nermektedirler.
Craven ve ark. (16) sigir mastitislerinden izole ettikleri 24 Staph. aureus
sug'u {izerinde yaptiklar1 c¢alismada, biitlin suglar1 penisilinaza pozitif
bulmuslardir. Bununla beraber; penisilinaza direngli bir antibiyotik olan
Cloxacilline karsi MIC (Minimal Inhibitory Concentration) degerlerini
incelediklerinde higbirinin tam rezistans gostermedigini, fakat alfisinin
toleran oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bu gah_s,mapfla, biitiin suslarin (%100) B-laktamaz iirettikle-
i, penisiline %94.9, ampisiline %47.4 oraninda rezistans gosterdikleri
gozlenmistir,

Bilindigi gibi; Staph. aureus’larin identifikasyonu icin bircok labora-
tuvarda gram boyama, katalaz ve koagulaz testi rutin olarak uygulan-
maktadir (1, 5, 8, 19, 20, 24, 25, 29, 31). Koagulaz testi; en glivenilir pato-
jenite kriteri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte; Stafilokok-
lar’in identifikasyonlarinda ve patojenitenin belirlenmesinde, DNase,
TNase, fosfataz, lysostafine duyarlilik, aerob ve anaerob glukoz - mannitol
fermantasyonu, Protein - A, Klamping faktor, Novobisine duyarlik, dene-
me hayvanlary, Mannitol Salt Agar'da lireme gibi testler dnerilmekte-
dir (1, 5, 8, 9, 20, 24, 26, 34). Bu testlerin hepsinin bir laboratuvarda rutin
olarak yapilmas: diigiiniilemez (23).

Istanbulluoglu ve Diker (23) inceledikleri 120 degisik orijinli Stafi-
lokok susunun, tavsan plazmasi ile %51.6 sinin koagulaz pozitif oldugu-
nu, bununla beraber koagulaz testiyle negatif bulunan 2 sugun, diger bi:
yokimyasal testlerle Staph. aureus olduklarinmi1 bildirmektedirler. Keskin-
tepe (25) de degisik hayvan orijinli koagulaz pozitif, 47 Stafilokok susun-
dan 20 sinin beyaz, 27 sinin altin sarisi pigmentli oldugunu ve tamami-
nin glukoz ve mannitol'i fermente ettigini bildirmigtir.

Pourel ve Ducelliez (29) mastitisli slitlerden; boyama, katalaz ve
koagulaz testleri ile izole ve identifiye ettikleri 200 Staph. aureus sugu-
nun %93.5 inde klamping faktér, %56 sinda Protein - A’y1 pozitif bul-
muglardir. (r.:mn
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Hajek ve Marsalek (20) koagulaz pozitif Stafilokoklar'in %96 sinda
Klamping faktér'iin pozitif oldugunu bildirmiglerdir.

Sperber ve Tatini (31) ise inceledikleri 508 Stafilokok sugundan non -
aureus olarak niteledikleri 69 unda 2-34- derecesinde pozitif koagulaz
verdigini; bunlardan 49 unun katalaz pozitif, Termonukleaz negatif ve
Lysostafine duyarh olmadigim, glukoz ve mannijtol’den fermentasyon .
yapmadigini, bunlarin bliyiik bir olasihikla mikrokokkus cinsine ait oldu-
gunu, diger 20 susun ise epidermitis olarak identifiye edildigini belirt-
mektedirler, dortyiizotuzdokuz Staph. aureus sug’'unun ise 44 lik derecede
pozitif oldugunu, tlip koagulaz testinin Staph. aureus’un identifiye edil-
mesinde gecerli bir test oldugunu, buna ragmen tavsan plazmasina, %30
domuz plazmast katilmasini 6nermektedir. Béylece non - aureus’larin se-
bep oldugu 2 -3+ lik koagulazin dnlenebilecegini, bdyle siipheli durum-
larda ek biyokimyasal testlerin yapilmasini onermektedir.

Tablo 1'de de goriildiigii gibi; diger biyokimyasal testlerle, Staph.
aureus olarak identifiye edilen 19 sugtan, 2’si (%10.2) tavsan plazmasi ile .
negatif koagulaz, tavsan plazmasi ile pozitif bulunan diger 5 sug; sigiwr
plazmast ile negatif bulunmusgtur. Birebir oraninda karigtirilan tavsan 4
s1fir plazmasi ile koagulaz testlerinde ise 19 sug’'un tamam: (%100)
koagulaz ve klamping faktdr pozitif bulundu. Tavgan ve sigir plazmala-
rinin; ayri ayrl kullamildiklarinda yanhs koagulaz ve klamping faktor
veren suglarin, tavsan-sigir plazmasi ile giderilmesi, rutin identifikas-
yonlarda Staph. aureus’larin daha iyi ayirimlar icin kullanilabilecegini
gostermektedir.

Holmberg (21), Istanbulluoglu ve Diker (23) Staph. aureus’larin
%100 iinde fosfataz pozitif bulmuglardir. Bu ¢aliygmada da suglarin tama-
minda fosfataz pozitif bulunmugtur.

Koagulaz ve Klamping testlerinde degisik plazmalarla pozitif sonug
veren 4 sug, Mannitol Salt Agar besi yerinde tirememigtir.

Patojenite deneyi, Mastitislerde hernekadar kullanilmaz isede; koa-
gulaz hatali sonu¢ veren suslarin patojeniteleri i¢in yapildi. Yazicioglu
ve Mesci (35) ¢aligmalarinda koagulaz pozitif olanlarin patojen oldukla-
rimi bildirmektedirler.

Tablo 2'de gortuldtgiu gibi; 4, 12, 14, 17, 18, 20 numarali sug'larla ya-
pilan tavsan patojenite deneyinde biitlin susglar nekroz yaptu

Sonug olarak; mastitis caligmalarinda koagulaz pozitif Staph. aureus’-
larin rutin identifikasyonlarinda, tiip ve lam koagulaz’larimn, sifir4-tav-
san plazmasiyla yapilmasinin yararh olacagi kanisina varildi Ayrica,
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acil tedavi durumlarinda ozellikle penisiliﬁ kullanilmadan énce B-lakta-
maz testinin yapilarak etkenin bu enzime sahip olup olmadif: 6grenilme-

sinin

1

2 —

9 —

10 —

biiyiik yarar saglayacag1 inancindayiz.
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