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Summa1·y : 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
tcı.tion (0/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, 
ı;ıhosphatase and 0/l<., 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 
piasma. 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. 

Özet : Mastitisli inek sütlerinden izole edilen 19 Staph. aureus suş'u; 
penisilin ve ampisilin rezistansı ile koagulaz, fosfataz, katalaz, B-lakta
maz, klamping faktör ve oksidasyon/fermentasyon özellikleri yönün
den incelendiler. 

(1) Yrd. Doç., Dr., S. Ü. Vet. Fak. Bakteriyoloji Bilim Dalı- KONYA 
(2) Arş. Gör., S. Ü. Vet. Fak. Bakteriyoloji Bilim Dalı- KONYA 
(3) Biyolog, S. Ü. Vet. Fak. Bakteriyoloji Bilim Dalı- KONYA 



92 İ. Yavuz SEZEN -O. ERGANİŞ- M. ÇORLU- M. ATEŞ 

Bütün suş'lar B-laktamaz üretti. Ampisilin ve penisilin'e sırasıyla, 
%94.9, %47.9 oranında dirençli oldukları görüldü. Staph. aureus suş'ları
nın tamamı %100 oranında 0/F, katalaz ve fosfataz oluşturdular. Koagu
laz testleri tavşan plazmasıyla %89.8, sığır plazmasıyla %73.7, tavşan- sı

ğır plazması karışımıyla %100 oranında pozitif olarak bulundular. Pozi
tif klamping faktör oranları; tavşan, sığır ve miks plazma ile; sırasıyla, 

%89.9, %94.9 ve %100 olarak bulundu. Mannitol Salt Agar'da %73.7 ora
nında ürediler. 12 suş sarı renkli kolaniler oluşturdu .Tavşanlara intra
kutan olarak inakule edilen 6 suş'un hepsi nekroz oluşturdu. 

Giriş 

Mikroorganizmaların oluşturduğu inek mastitislerinin başta gelen 
etkeninin, Stafilokoklar olduğu; bunlardan Stahp. aureus'ların önemli so
runlar yarattığı (1, 2, 3, 4, 6, 12, 15) ve diğer bakteriyel etkenlerle karşı
laştırıldığında değişik antibiyotiklere özellikle penisilin'e adapte olma 
ve tolere edebilme yönünden önemli artışlar gösterdikleri, değişik ülke
lerde yapılan araştırmalarla (14, 15, 16, 21, 35) kanıtlanmıştır. B-laktamaz 
(penisilinaz); penisilinlere dirençli bazı gram negatif ve pozitif bakteri
ler tarafından sentezlenen ekstrasellüler bir enzimdir (5, ll, 16, 22, 26). 
Bu özelliğin transferinin, plazmid'lere bağlı olabileceği bildirilmektedir 
(ll, 22, 26). Bununla birlikte bazı patojen Stafilokoklar'da bulunan ve 
penisilin'e direnç gösteren bu enzim, antibiyotiklere rezistan olan Stafi
lokoklar'ın aksine penisilin :edavisine başlamadan öncede mevcuttur (5). 
Penisilinaz oluşturan Staph. aureus'lar, sığır mastitislerinden yaygın ola
rak izole edilirler (16, 27). 

Patojen Stafilokoklar'ın ayırımı için, birçok kriterler bildirilmiştir 
(1, 5, 8, 9, 13, 19). Bunlardan koagulaz testi, Staph. aureus'ların ayırımı 
için kullanılan en geçerli testlerden biri olmasına rağmen; düşük oran
larda da olsa bazı Staph. aureus'ların sığır plazması ile koagulaz verdiği 
bildirilmiştir (8, 24). 

Bu çalışmada, mastitisli sığır sütlerinden izole edilen Staph. aureus'

ların, B-laktamaz yetenekleri ile ampisilin'e ve penisilin'e direnç göster

:q:ıeleri ve önemli bir patojenite kriteri olan koagulaz testi ile bazı kim

yasal özelliklerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot 

Staph. aureus suş'ları: S. Ü. Vet. Fak. Bakteriyoloji Bilim Dalı teş

his laboratuvarına Konya'nın değişik bölgelerinden getirilen, süt numu

nelerinden izole edildi. 
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Katalaz testi : Beşe (8) tarafından bildirilen yönteme göre TSA 
(Gibco) da üreyen 24 saatlik kültürlerde, %3 lük H 20 2 ile yapıldı. 

Pigment Oluşumu : Holmberg (21)'e göre; TSA (Gibco) plaklar'ında 

24 saat inkübasyondan sonra, 2 gün oda ısısında ve gün ışığında bekletil
dikten sonra değerlendirildiler. 

Koagulaz Testi : Bu test'de sitrat yerine heparin önerilmektedir (8). 
Bu yüzden, Sperber ve Tatini (31) tarafından bildirilen metot'un, hepa
rinli (Lıquemine., Roche) alınmış (sığır, tavşan ve sığır+tavşan) plaz
maları ile yapıldı. Koagulaz oluşumu 2., 4. ve 24. saatlerde kontrol edildi. 
Değerlendirilmeleri 1+, 2+, 3+ ve 4+ olarak okundu. 

Klamping faktör aranması : Değişik literatürlerde belirtildiği gibi (5, 
8, 26, 31), lam koagulaz'ı şeklinde uygulandı. 

B- laktamaz testi: Koneman ve ark. (26)'larının Hemofiluslar'ın identifi
kasyonu için önerdiği Iodometrik metot kullanılarak, filtre kağıdı striple
ri ile yapıldı. Önceden peniciline-G solusyon u ve %1 lik iodine solusyon u 
emdirilmiş ve havada kurutulmuş filtre kağıtları, kullanılacağı zaman 
üzerine 2 damla iodine solusyonu damlatılarak; merkezde kahve, çevre
de açık mavi bir renk gelişir. Merkeze, 24 saatlik agar kültüründen bir 
kaç koloninin sürülmesi ile 3 - 5 saniyede mavi rengin görülmesi veya 
starch iodinenin açılması, B-laktamaz pozitif olarak değerlendirildi. 

Antibiyotik duyarlılık testi : Etlik Vet. Kont. Arş. Enst.den sağlanan, 

Fenisilin ve Ampisilin diskleri ile Bauer ve ark. (7) 'nın yöntemine göre 

%5 koyun kanlı agar (Gibco) da yapıldı. 

Oksidasyon/Fermentasyon testleri : Glukoz ve Mannitolün, aerobik 

ve anaerobik kullanılmasıyla Koneman ve ark. (26) 'nın tarif ettiği şekil
de yapıldı. 

Mannitol Salt Agarda üreme: Koneman ve ark. (26)'nın belirttiği .şe

kilde hazırlanarak kullanıldı. 

Fosfataz testi İstanbulluoğlu ve Diker (23) 'in tarif ettikleri şekilde 
yapıldı. 

Tavşan deneyi : Tavşan ve sığır plazmaları ile düşük değerde pozitif 

veya negatif sonuç veren 4, 12, 14, 17, 18 ve 20 numaralı suşlarla, 15 nu

maralı suşun 18- 24 saatlik buyyon kültürü (Nutrient Buyyon, Gibco) '

nün 0,3 ml. sinin tavşan derisine intrakutan verilmesiyle gerçekleştiril

di. 24- 7.2 saatde nekroz yapanlar, pozitif kabul edildi, kontrol olarak ste

ril huyyon kullanıldı (35). 
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Bulgular 

ı9 Staph. aureus suşunun penisiline ve ampisiline duyarlılıkları sıra
sıyla, %5.ı ve %47.9 oranında bulundu. 

Çalışmanın bulguları tablo - ı ve 2 de özetlenmiştir. 

Tablo- ı de görüldüğü gibi diğer biyokimyasal testlerle Staph. aureus 
olarak identifiye edilen ı9 suştan 2 si (%ı0.2) tavşan plazması ile negatif 
koagulaz verirken, sığır plazması ile pozitif koagulaz ve klamping faktör 
vermiştir. Sığır plazması ile koagulaz negatif diğer 5 suşda, tavşan plaz
ması ile koagulaz pozitif ve klamping faktör pozitif sonuç verdi. Tavşan 
ve sığır plazmasının ı;ı oranında karıştınlmasıyla yapılan, koagulaz ve 
klampig faktör testlerinde bütün suşlar (%ıOO) pozitif sonuç gösterdi. 
Tavşan patojenite testinde de %ıOO pozitif bulundular. 

Tablo ı : Değişik sonuçlar veren suş'ların koagulaz ve clumping 
faktörlerinin ayrı ayrı incelenmesi 

KOAGULAZ 

Tavşan Sığır Tavşan +Sığır 

ö z 2 4 24 2 4 
24 ı 2 4 24 

Ul'> 
::ı 

r.f). 

4 2* 4 4 o o o ı 4 4 
ı2 4 4 4 ı o o ı 3 4 
ı4** 2 4 4 ı ı ı ı 2 4 
ı7 ı 4 4 ı ı ı 4 4 4 
ıs o o o 3 ı o 4 4 4 
20 o o o 2 4 4 ı 3 4 

( *) Rakamlar pozitif değerleri ifade etmektedir. 
(**) 24- 72 saatte nekroz yaptı. 
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Tablo 2 de ise, ı9 suş'un bütün testlerle yapılan sonuçları görülmek
tedir. Suş'ların tamamında katalaz, fosfataz, 0/F testleri; %ıOO pozitif, 
%62.2 oranında «Orange» pigment oluşumu, %73.7'si Mannitol Salt Agar'
da üreme ve mannitol'ü kullanımı pozitif bulundu. 



Tablo 2 : Üzerinde çalışılan Staph. aureus suşlarının bazı enzim 
ve biyokimyasal özellikleri 

K O A G U L A Z*** 
Clurnping 

Faktör 
0/F Testi 

N 

* ı t Tavşan ı Sığır TSığır -r 'ı 1-r N o a s ı Glikoz ı Mannitol 
ı:: ..... N ı:: avşan ı:: ı:: ro +> ....,.., ro ro>. ro Q) ro ro +> ..... ......, ...., 
t/)'>Q)-= c tn'> ı-. t/)'>ı-. ro ı:: ...!<: • • 

ro Q) ~ -~ 2 4 24 2 4 24 2 4 ro )~ ro )~ ~ ~ ce ..,.. li! ~ li! ~ 
> ı:: •v ı::; > .... > .... <+-ı ı:: +> ro . Q) • Q) 1 

t-ıı:ı ~ p.. E-ı w t-ıw f:ı:.i ~w ı:q ~ <ı: ~ ~ 

r•g. 100 100 62.2 42.1 189.8 189.8 57.91~' ~ 26.3,78.4 89.9' 94.9 100 100173.7 100 100 100 100 ı~ 
toz. - - 36.8157.9 10.2 10.2142.1 126.3 26.3 73.7121.1

1
10.2 5.2 - - 26.3 - -ı - -ı--=ı 

( *) 4, 12, 14, 17, 18 ve 20 no'lu suş'lar kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak 15 no'lu suş, negatif kontrol olarak 
steril buyyon kullanılmıştır. 

( **) Pigment oluşumunda san renk dikkate alınmıştır. 

(***) 3+ ve 4+ lık değerler pozitif olarak kabul edilmiştir. 
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Tartışma ve Sonuç 

Staph. aureus'un, bütün dünyada, mastitis etkenlerinin en yaygın 
ve kontrolü çok güç olan bir enfeksiyon etkeni olduğu, bi:r çok araştırıcı 
tarafından belirtilmiştir (2, 3, 4, 6, 10, 12, 18, 32). 

Değişik antibiyotiklerle yapılan tedavi denemelerinin bu etkene kar
şı yetersiz kalmaları; etkenin, memenin kanallar sistemini delerek ana 
dokuya yerleşmesine ve burada soğuk apseler oluşturarak, çevresindeki 
kapsülası ile meme içine verilen antibiyotiklerden etkilenmemesine (12), 
mutasyonla antibiyotiklere direnç_ kazanmalarına ve penisilinaz'a sahip 
olmalarına (5) bağlanmıştır. 

Tablo 3 Mastitis çalışmalardan izole edilen Staph. aureus 
1 

duyarlılık oranları 

Suş . Fenisilin Ampisilin Literatür 
Miktarı % ~'(IOİU)% (10 ıİıcg)% 

18 33.9 25.6 13.5 Arda ve İstanbulluoğlu (3) 
75 51.3 38.6 9,3 Arda ve İstanbulluoğlu (4) 

132 23.4 64.7 60.6 Aydın ve Coşkuner (6) 
50 49.0 6.0 38.0 Bozkır (10) 

505 100.0* 48.1 51.6 Cambazoğlu (15) 
344 1QO.O* 31.0 45.0 Davidson ve ark. (17) 

25.6 23.6 Mc Donald and Anderson (28) 
12 :44.3 33.3 Sarma ve Boro (30) 
16 25.4 12.5 56.3 Ulusoy ve ark. (33) 

(*) %100 olarak belirtilenler, mastitisli ineklerden izole edilen Staph. 
aureuslarla çalışmaları, diğerleri ise, mastitislerden izole edilen oran
lardır. 

Tablo 3'de çeşitli araştırıcıların mastitis kaynaklı Staph. aureus suş
larından elde ettikleri, penisilin ve ampisilin duyarlık oranları görülmek
tedir. İn vitro duyarlılık testlerinin bulgulari, klinik tedavi sonucunu ke
sin olarak göstermez (26). Antibiyotiklerin, özellikle penisilinlerin mas
titis tedavisinde yaygın olarak kullanılmaları sonucu, mastitis etkenleri 
arasında, Staph. aureusun dominant suş olarak yurdumuzda da önem ka
zanmasına neden olmuştur (2, 3, 4, 6, 10, 18, 32). Penisilinaz üreten Staph. 
aureus'ların sebep oldukları mastitislerde (5) erken müdahalenin yararı 
göz önüne alındığında, tedavideki ilaç seçimi, uygulaması büyük önem 
arzetmektedir (ll, 34). Zira penisilinaz üreten Stafilokokal mastitislerin 
tedavisinde penisilin'in yararsız olacağı belirtilmektedir (34). 
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Bauer ve ark. (7) 'nın tekniğine alternatif olarak, bugün birçok labora
tuvarda, rutin olarak B-laktamaz testi yapılmaktadır ve etken mikroor
ganizma'nın bu enzime sahip olup olmadığı önceden öğrenilmektedir (26). 
Patojen Stafilokoklar'ın bazılarında bu enzimin bulunması (5, 26) ve bu 
etkenierin penisilin ve penisilin grubu ilaçlara belirgin oranlarda rezis
tans veya tolerans göstermeleri (15, 34), özellikle mastitis tedavisinde bü
yük önem arzetmektedir. Bu nedenle birçok araştırıcı (6, 7, 22, 28) perri
siline dirençli Stafilokokal mastitislerin tedavisinde, ya penisilinaz di
rençli penisilin türevlerini veya başka kombinasyonları önermektedirler. 
Craverı ve ark. (16) sığır mastitislerinden izole ettikleri 24 Staph. aureus 
suş'u üzerinde yaptıkları çalışmada, bütün suşları penisilinaza pozitif 
bulmuşlardır. Bununla beraber; penisilinaza dirençli bir antibiyotik olan 
Cloxacilline karşı MIC (Minimal Inhibitory Concentration) değerlerini 

incelediklerinde hiçbirinin tam rezistans göstermediğini, fakat altısının 

toleran olduğunu belirtmişlerdir. 

Yapılan bu çalışmada, bütün suşların (%100) B-laktamaz ürettikle
ri, penisiline %94.9, ampisiline %47.4 oranında rezistans gösterdikleri 
gözlenmiştir. 

Bilindiği gibi; Staph. aureus'ların identifikasyonu için birçok labora
tuvarda gram boyama, katalaz ve koagulaz testi rutin olarak uygulan
maktaelir (1, 5, 8, 19, 20, 24, 25, 29, 31). Koagulaz testi; en güvenilir pato
jeni te kriteri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte; Stafilokok
lar'ın identifikasyonlarında ve patojenitenin belirlenmesinde, DNase, 
TNase, fosfataz, lysostafine duyarlılık, aerob ve arıaerob glukoz- mannitol 
fermantasyonu, Protein- A, Klamping faktör, Novobisine duyarlık, dene
me hayvanları, Mannitol Salt Agar'da üreme gibi testler önerilmekte
dir (1, 5, 8, 9, 20, 24, 26, 34). Bu testıerin hepsinin bir laboratuvarda rutin 
olarak yapılması düşünülemez (23). 

İstanbulluoğlu ve Diker (23) inceledikleri 120 değişik orijinli Stafi

lokok suşunun, tavşan plazması ile %51.6 sının koagulaz pozitif olduğu-, 

nu, bununla beraber koagulaz testiyle negatif bulunan 2 suşun, diğer bi

yokimyasal testlerle Staph. aureus olduklarını bildirmektedirler. Keskin

tepe (25) de değişik hayvan orijinli koagulaz pozitif, 47 Stafilokok suşun

dan 20 sinin beyaz, 27 sinin altın sarısı pigmentli olduğunu ve tamamı

nın glukoz ve mannitol'ü fermente ettiğini bildirmiştir. 

Pourel ve Ducelliez (29) mastitisli sütlerden; boyama, katalaz ve 
koagulaz testleri ile izole ve identifiye ettikleri 200 Staph. aureus suşu
nun %93.5 inde klamping faktör, %56 sında Protein- A'yı pozitif bul
muşlardır. (F. : 7) 
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Hajek ve Marsalek (20) koagulaz pozitif Stafilokoklar'ın %96 sında 
Klamping faktör'ün pozitif olduğunu bildirmişlerdir. 

Sperber ve Tatini (31) ise inceledikleri 508 Stafilokok suşundan non
aureus olarak niteledikleri 69 unda 2- 3+ derecesinde pozitif koagulaz 
verdiğini; bunlardan 49 unun katalaz pozitif, Termonukleaz negatif ve 
Lysostafine duyarlı olmadığını, glukoz ve mannitol'den fermentasyon 
yapmadığını, bunların büyük bir olasılıkla mikrokokkus cinsine ait oldu
ğunu, diğer 20 suşun ise epidermitis olarak identifiye edildiğini belirt
mektedirler, dörtyüzotuzdokuz Staph. aureus suş'unun ise 4+ lık derecede 
pozitif olduğunu, tüp koagulaz testinin Staph. aureus'un identifiye edil
mesinde geçerli bir test olduğunu, buna rağmen tavşan plazmasına, %30 
domuz plazması katılmasını önermektedir. Böylece non- aureus'ların se
bep olduğu 2- 3+ lık koagulazın önlenebileceğini, böyle şüpheli durum
larda ek biyokimyasal testıerin yapılmasını önermektedir. 

Tablo 1'de de görüldüğü gibi; diğer biyokimyasal testlerle, Staph. 
aureus olarak identifiye edilen 19 suştan, 2'si (%10.2) tavşan plazması ile . 
negatif koagulaz, tavşan plazması ile pozitif bulunan diğer 5 suş; sığır 

plazması ile negatif bulunmuştur. Birebir oranında karıştırılan tavşan + 
sığı.r plazması ile koagulaz testlerinde ise 19 suş'un tamamı (%100) 
koagulaz ve klamping faktör pozitif bulundu. Tavşan ve sığır plazmala
rının; ayrı ayrı kullanıldıklarında yanlış koagulaz ve klamping faktör 
veren suşların, tavşan +sığır plazması ile giderilmesi, rutin iden tifikas
yonlarda Staph. aureus'ların daha iyi ayırımları için kullanılabileceğini 
göstermektedir. 

Holmberg (21), İstanbulluoğlu ve Diker (23) Staph. aureus'ların 
%100 ünde fosfataz pozitif bulmuşlardır. Bu çalışmada da suşların tama
mında fosfataz pozitif bulunmuştur. 

Koagulaz ve Klamping testlerinde değişik plazmalada pozitif sonuç 
veren 4 suş, Mannitol Salt Agar besi yerinde ürememiştir. 

Patojenite deneyi, Mastitislerde hernekadar kullanılmaz isede; koa
gulaz hatalı sonuç veren suşların patojenHeleri için yapıldı. Yazıcıoğlu 

ve Mesci (35) çalışmalarında koagulaz pozitif olanların patojen oldukla
rını bildirmektedirler. 

Tablo 2'de görüldüğü gibi; 4, 12, 14, 17, 18, 20 numaralı suş'larla ya
pılan tavşan patojenite deneyinde bütün suşlar nekroz yaptı. 

Sonuç olarak; mastitis çalışmalarında koagulaz pozitif Staph. aureus'
ların rutin identifikasyonlarında, tüp ve lam koagulaz'larının, sığır+tav
şan plazmasıyla yapılmasının yararlı olacağı kanısına varıldı. Ayrıca, 
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acil tedavi durumlarında özellikle penisilin kullanılmadan önce B-lakta
maz testinin yapılarak etkenin bu enzime sahip olup olmadığı öğrenilme
sinin büyük yarar sağlayacağı inancındayız. 
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