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MINI (PINPOINT) KOLONI OLUSTURAN BETA-HEMOLITIK STREPTOKOKLAR:
STREPTOCOCCUS MILLERI GRUBU VE CESITLI OZELLIKLERI

Rahmiye BERKITEN

Istanbul T1p Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, ISTANBUL

OZET

Koloni ¢apr <0.5 mm, hemoliz zonu koloni capindan birkag kat genis streptokoklar Streptococcus milleri grubu (Angi-
nosus, S.anginosus) bakteriler olarak tamimlanirlar. Grubun ¢ogu alfa- veya gama-hemoliz yapar. S.anginosus, S.intermedi-
us ve S.constellatus olmak iizere ti¢ tiirii, S.constellatus’un da S.constellatus supsp. constellatus ve S.constellatus supsp.
pharyngis olmak tizere iki alt tiirii vardir. S.constellatus genellikle (>% 50), S.intermedius nadiren, S.anginosus ¢ok nadiren
beta-hemoliz yapar; beta-hemoliz yapanlarin bazilar: Lancefield grup antijenlerine (A, C, G, F) sahip olabilir ve bu nedenle
saptanan antijene gore yapilan tammlama yanls olur. Genel ozellikleri klasik beta-hemolitik streptokoklar ile ortaktir ve ce-
sitli invaziv infeksiyonlara neden olurlar. Steril mataryelden izole edildiklerinde patojen kabul edilirler. Ancak, normal flora
bakterileri icinde bulunan ve Lancefield grup A, C, G, F antijenlerine sahip mini koloni olusturan beta-hemolitik streptokok-
larm patojenlikleri kuskulu oldugundan dogru idantifiye edilmelidirler. Ayirict tanida koloni morfolojisi ve VP (Voges-Pros-
kauer) pozitifligi iki onemli gostergedir. Bununla beraber rutin tamda biyokimyasal ozellikler ve Lancefield antijenlerinin var-
g1 yeterli olmadigindan mini koloni olusturan suslarin ileri incelemeye alinmast gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: mini koloni olusturan streptokoklar, Streptococcus milleri grubu
SUMMARY
Different Spesifications of Small Colony Forming (Pinpoint) Beta-hemolytic Streptococci (S. milleri)

A group of streptococci with a colony diameter of <0.5 mm and with a hemolysis zone two or three times larger the co-
lony diameter is called S.milleri group. The group mainly has alpha- or gamma-hemolysis and has three species called S.an-
ginosus, S.intermedius and S.constellatus. S.constellatus has two subspecies called S.constellatus subsp constellatus and
S.constellatus subsp pharyngis. S.constellatus generally (> 50 %), S.intermedius rarely, S.anginosus very rarely have beta-
hemolysis; the species with beta-hemolysis sometimes have Lancefield group antigens (A, C, G, F). Because of that, the iden-
tification performed by antigen examination can be misidentified. The general specification is the same as classical beta-he-
molytic streptococci and they can cause some invasive infections. Because the pathogenicity of this group is disputable when
they are isolated from specimens with bacterial flora and they may have Lancefield A, C, G, F groups antigens, such isolates
should be identified correctly. Two indicators such as colony morphology and VP (Voges-Proskauer) are important in their
identification. Biochemical analysis and the presence of Lancefield antigens sometimes are not enough for correct identifica-
tion and small colony forming strains should be evaluated for advanced examinations.

Keywords: minute colony forming streptococci, Streptococcus milleri group

GIRiS ri Diplococcus pneumoniae olarak isimlendirilen

koklar gilintimiizde Streptococcus pneumoniae

Streptokoklarin siniflandirilmasinda za- adin1 almis; yine onceleri Streptococcus cinsi igin-

man iginde cins ve tiir diizeyinde baz1 degisik- de bulunan Gram pozitif koklar gliniimiizde
liklerin yapildig1 bilinmektedir. Ornegin dncele- Streptococcus, Enterococcus ve Lactococcus cinsleri
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icine boliinmiis ve D grubu fekal streptokoklar
Enterococcus cinsi igine konmustur. Yine giig
ireyen bazi streptokoklar onceleri nutrisyonel
variyantlar “Nutritionally variant streptococci
(NVS)” olarak gruplanirken, giintimtizde Abio-
trophia ve Granulicatella ad1 verilen iki ayr1 cins
icine konmustur. Taksonomi ile ilgili bu degi-
siklikler diger bakterilerde oldugu gibi gelisen
teknolojiye paralel olarak DNA calismalar1 so-
nucu ortaya ¢ikmaktadir. Streptokoklar eritro-
sitleri parcalama derecelerine gore alfa-, beta-
ve gama-hemolitik olmak tizere ti¢ gruba ayri-
Iirlar (Brown smiflandirmasi). Beta-hemoliz ya-
panlarin bazilari yalniz insan, bazilar1 hem in-
san, hem hayvan, bazilar1 da yalniz hayvanlar-
da (S.equi subsp. equi, S.dysgalactiae subsp. zooe-
pidemicus, S.dysgalactine subsp. dysgalactiae,
S.phocae, S.didelphis) infeksiyon yapar (Tablo 1).
Eritrositleri tamamen eriten streptokoklar kolo-
ni ¢aplarina ve hemoliz zonlarmmin genisligine
gore iki gruba ayrilirlar. Koloni ¢ap1 > 0.5 mm

olanlar (biiytik koloni) piyojen, < 0.5 mm olan-
lar (kiigik koloni) S.milleri grubu (Anginosus,
S.anginosus) streptokoklar olarak tanimlanirlar
(Tablo 2) . Ancak bu ayirim her zaman kesin de-
gildir®13). Klasik beta-hemolitik streptokok
(BHS)'larin koloni ¢aplar1 genellikle 3-4 mm’dir,
hemoliz zonlar ise dardir ve hiicre duvari anti-
jenlerine gore gruplara ayrilirlar (Lancefield s1-
niflandirmas). Tkinci grupta koloni caplari mini
(pinpoint) (kum tanesi), beta-hemoliz zonlar
koloni ¢apindan birkag kat genis streptokoklar
bulunur. S.milleri ismi ilk kez 1956'da Guthof®
tarafindan dis ciiriiklerinden ve agiz lezyonla-
rindan izole edilen, hemoliz yapmayan ve Lan-
cefield grup antijeni bulunmayan streptokoklar
icin kullanilmustir. S.milleri grubu tanimi Ingil-
tere ve Avrupa’da, Anginosus tanimi Ameri-
ka’da kullanilan ifadelerdir. Bu yazida S.milleri
grubu tanimlamas: kullanilmis, ancak tablolar
alindig1 kaynaga bagh olarak diizenlenmisgtir.

Tablo 1: Insanda infeksiyon yapan beta-hemolitik streptokoklarin cesitli ozellikleri(6.7.17),

Tiir Lancefield
grup antijenleri duyarlilik

S.pyogenes A + +
S.agalactiae B - -
S.equi subsp.

zooepidemicus C - -
S.dysgalactiae

subsp. equisimilis A, C G, L - -
S. anginosus (grup) A,C,FG, (- - -

S.constellatus

supsp. pharyngis C - -
S.canis G - -
S.iniae (S.shiloi) ) - +
S.porcinus E P, UV, () - +
S.urinalis ) - +

Basitrasine PYR VP Hipiirat Eskiilin CAMP Konak
hidrolizi  hidrolizi
- D - ) Insan
+ - + Insan, sigir

- D - Hayvan, insan

- + Insan, hayvan

- + - Insan

- + - Insan

- + + Kopek, insan

- + + Baliklar, yunus balig1, insan
D + + Domuz, insan

- + - Insan

(-): Antijen yok, D: Degisken

Tablo 2: Insan orijinli beta-hemolitik streptokoklarin koloni biiyiikliigiine gore isimlendirilmesi ve gesitli ozellikleri7,812),

Lancefield grubu Koloni biiytiikliigii Tiirler PYR VP CAMP B-GUR

A B S. pyogenes + - - D

A K Anginosus grubu 2 + - D

B B S. agalactiae - D + D

C B S. disgalactiae subsp. equisimilis - - +

C K Anginosus grubu 2 - + = -

F K Anginosus grubu 2 - + - D

G B S. disgalactiae subsp. equisimilis - - - +

G K Anginosus grubu 2 - + - -
Tiplenemeyenler K Anginosus grubu 2 - + - D

B: Koloni ¢apr 20.5 mm; K: Koloni ¢ap1 < 0.5 mm; D:Degisken; o: Aym zamanda ’S.milleri’grubu; PYR: Pyrrolidonyl arylamidase;
VP:Vogues-Proskauer; CAMP: Christie, Atkins, Munch-Pedersen; B-GUR: -D-glucuronidase.
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S.pyogenes, S.agalactiae, S.disgalactiae subsp.
equisimilis, S.canis, S.urinalis ve S.porcinus insan-
da infeksiyon yapan piyojen streptokoklar-
dir17). Normal florada bulunan C ve G grubu
streptokoklar bazi arastiricilar tarafindan kom-
mensal kabul edilmelerine ragmen, baz1 suglar-
da S.pyogenes’e ait virulans genlerinin, dolayi-
styla virulans faktorlerinin bulunmasi bu grup-
larin da dikkate alinmasi gerektigini gostermek-
tedir®. Tamny, fizyolojik 6zelliklere (tahmini tani)
veya antijen varligina (serolojik tani) gore yapi-
lir. Basitrasine (0.04 U) duyarlhilik veya PYR po-
zitifligi tahmini tanida aranan baslica 6zellikler-
dir. Ancak basitrasine duyarliligin A grubun-
dan baska, baz1 C ve G grubu streptokoklarda;
PYR deneyinin yine bazi1 BHSlarda (S.porcinus,
S.iniae, S.urinalis) pozitif oldugu gosterilmistir
(Tablo 1,3). Dolayisiyla giliniimiizde grup sevi-
yesinde, 6zellikle A grubu bakterilerin (S.pyoge-
nes) tarusinda bu iki ozelligin artik tek bagina
yeterli olmadigy, her iki pozitif 6zelligin de gos-
terilmesi gerektigi ortaya konmaktadir. Law-
rence ve ark.12) Grup C antijenine sahip 21
S.equisimilis’in % 33’tiniin, 27 S.milleri susunun
% 56’smun; G antijenine sahip 37 susun % 27’si-
nin basitrasine duyarli oldugunu bildirmigler-
dir (Tablo 3).

Tablo 3: Beta-hemolitik streptokok ve beta-hemolitik S.milleri'nin
bazi ozellikleri(%)12).

Streptococcus (n) VP Basitrasine Eskiilin
duyarli  hidrolizi pozitif

Grup A

S.pyogenes (20) 0 100 60

S.milleri (3) 100 0 33
Grup C

S.equisimilis (21) 0 33 10

S.milleri (27) 100 56 67
Grup F

S.milleri (41) 100 0 17
Grup G

Normal koloni (37) 0 27 38

S.milleri (5) 100 0 80
Antijen negatif S.milleri (15) 100 0 33
Toplam S.milleri (91) 100 16 38

Gerek steril gerekse normal flora igeren 0r-
neklerden iiretilen BHS'ler piyojen gruptan ola-
bilecegi gibi farenjit olgularinda patojenlikleri
tartismal1 olan S.milleri grubu bakterilerden de
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olabilir. Normal flora bakterilerinin bulundugu
orneklerden izole edilen ve mini koloni olustu-
ran BHSlarin (S.anginosus grubu), genis koloni
olusturan A, C ve G grubu streptokoklardan
ayirdedilmeleri gerekir. Ulkemizde bu grup
bakterilerle ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlan-
mamis oldugundan konuya dikkat c¢ekmek
amagclanmuigtir.

S.MILLERI GRUBU

Viridans streptokoklardandir; ¢ogu alfa-
veya non-hemolitiktir. Genel ozellikleri klasik
BHSler ile ortak, genetik yapilari farklhdir.
DNA yapilar1 daha ¢ok non-hemolitik strepto-
kok DNA’sina benzer. Beta-hemoliz yapanlarin
orani % 25 kadardir ve bazilar1 Lancefield A, C,
G ve F grup antijenlerine sahip olabilir; dolayi-
styla grup antijeni pozitif suslar yanhs degerlen-
dirilerek A (S.pyogenes), C (S.equisimilis) veya
genis koloni olusturan G grubu streptokok ola-
rak tanimlanabilirler (Tablo 1,2). Grupta A anti-
jeni nadir saptanirken, F antijeni pozitif suslarin
timii S.milleri grubu olarak tanimlanir. Lawren-
ce ve ark.12 91 S.milleri grubu bakteriden
3’tntin A, 27’sinin C, 41'inin F, 5'inin G antijeni-
ne sahip oldugunu, 15’inde ise herhangi bir an-
tijenin bulunmadigin bildirmislerdir. Grup, kii-
ciik harflerle gosterilen hiicre ytiizeyi karbohid-
ratlarina gore de serotiplere ayrilir ve bu yapilar
grup antijenleri ile beraber bulunabilir9. Grup
S.anginosus, S.intermedius ve S.constellatus olmak
lzere Ug ture; S.constellatus da S.constellatus
supsp. constellatus ve S.constellatus supsp. pharyn-
gis olmak tizere iki alt tiire ayrilmistir (Tablo 4).
S.constellatus genellikle (>% 50) beta-hemoliz

Tablo 4: Anginosus (S.anginosus) grubunun cesitli fenotipik
ozellikleri©17),

Tiir Hemoliz Lancefield VP Eskiilin Hipiirat
grup hidrolizi hidrolizi
antijenleri
S.anginosus B A CFEG, () + +
non-3  CFEG, ()
S.constellatus F, () + +
subsp. constellatus  non-f F, () + +
S.constellatus B C + +
subsp. pharyngis
S.intermedius B
non-B ) + +
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yapar ve insan orofarinks, nazofarinks ve dis eti
araliklarinda bulunur. S.intermedius nadiren,
S.anginosus ise ¢ok nadir beta-hemoliz yapar.

Laboratuvar tanisi: Oksidaz, katalaz nega-
tifi, zincir yapmis Gram pozitif koklardir.
S.constellatus ve S.intermedius, S.anginosus’dan
farkli olarak birbirine benzer kuru koloniler
olustururlar. Anaerop ortamda kolombia agar-
da tek diismiis kolonileri non-hemolitik gorii-
liirken, yogun iireme bolgelerinde alfa-hemoli-
tik; yine kiltiirde tek diismiis alfa-hemolitik ko-
lonileri yogun tireme bolgelerinde veya daha
uzun siire inkiibe edildiginde beta-hemoliz yap-
mis olarak goriilebilirler®. Bu suglar belirli
ozelliklerin pozitif veya negatif bulunmasi ile
diger beta-hemolitik streptokoklardan ayirt edi-
lir. Genel olarak VP (Voges-Proskauer) ve eskii-
lin hidrolizi pozitif; PYR (pyrrolidonyl arylami-
dase), lireaz, hipurat hidrolizi negatiftir. VP'nin
S.milleri grubunda pozitif, diger BHSlerde ne-
gatif olmas1 ayirimi saglayan onemli bir 6zellik-
tir (Tablo 2, 3, 4). Ruoff ve ark.(15 kiiciik koloni
olusturan suslarda VP reaksiyonunu pozitif, bii-
ylik koloni olusturanlarda negatif olarak sapta-

miglardir. Tani amaciyla hazirlanmus ticari kitler
de vardir, ancak elde edilen sonugclar farklilik
gosterdiginden tercih edilmemektedir (Tablo 5).
Dolayisiyla bir ¢ok laboratuvarda tani tiir diize-
yinde degil, grup diizeyinde yapilabilmektedir.
B-GUR (B-glucuronidase) 6zelligi de biiyiik ko-
loni olusturan C ve G grubu streptokoklarla
S.milleri grubunu ayiran diger bir oOzelliktir;
S.anginosus’da negatif olan bu enzim S.disgalac-
tine subsp equisimilis’da pozitiftir (Tablo 2)®).

Kigiik koloni olusturan ve grup antijeni
pozitif suslar ileri incelemeye alinmalidir. Ruoff
ve ark.(19) cesitli 6rneklerden izole edilen ve ile-
ri incelemeye alinan 255 BHS u inceledikleri ga-
lismalarinda C antijeni pozitif 53, F antijeni po-
zitif 20, G antijeni pozitif 10 susun S.milleri gru-
bu bakterilerden oldugunu (Tablo 6); Clarridge
ve ark.® yine ¢esitli orneklerden izole edilen ve
beta-hemoliz yapan S.milleri grubu bakteriler-
den 4’iintin C, 7’sinin F antijenine sahip oldugu-
nu bildirmislerdir (Tablo 7). Lui ve ark.(I3) kolo-
ni biliytkligi, hemolitik aktivite, Lancefield
grup C ve G antijenleri, VP ve B-GUR o0zellikle-
ri yontinden inceledikleri 40 susun bilinen stan-

Tablo 5: Bir S.anginosus susunun gesitli ticari kitlere gore sonuglari ve fenotipik ozellikleri18).

Fenotipik 6zellik 1dentifikasyon Penisilin, sefalotin, eritromisin, klindamisin,
vankomisin
Hemoliz  Lancefield ant. VS (GPD) API (20 STREP) 1D32 STREP
Beta C S.intermedius (% 99)  S.constellatus (% 76) S.anginosus (% 99) Duyarh
S.anginosus (% 20)
S.intermedius (% 3)
VS: Vaytek sistem
Tablo 6: Cesitli klinik orneklerden izole edilen ve grup antijeni bulunan beta-hemolitik streptokoklarda tani(15).
Ornek Grup A Grup C Grup F Grup G Gruplanamayan  Tani (-)
(S.pyogenes) S.milleri
S.milleri Normal S.milleri S.milleri Normal
Bogaz stirtintiisii 70 38 9 5 7 22 4 0
Balgam 1 7 1 8 3 3 5 4
Cerahat _ 18 3 5 5 0 11 0 0
Idrar+GU 1 4 1 2 0 7 0 0
Diski 0 1 1 0 0 3 0 0
Kan 0 0 0 0 0 2 0 0
Kan dis1 siv1 0 0 0 0 0 1 0 0
Toplam 90 53 17 20 10 49 9 4

GU: genitoiiriner drnek



Mini (pinpoint) koloni olusturan beta-hemolitik streptokoklar: Streptococcus milleri grubu ve gesitli 6zellikleri

Tablo 7: Cesitli 6rneklerden izole edilen beta-hemolitik *S.milleri
grubu’ bakterilerde antijenik yap1®.

Susno DNA yapist Izolasyon yeri Lancefield
grup antij.

1942 S.anginosus Pelvis iilser C
1238 " Sakral tilser F*
5464 S.constellatus Rektum apsesi F
1422 " Bas apsesi F
5243 " Gogiis duvarl apsesi F
5255 " Kol apsesi F
3973 " Apse -

99B136 " Kan F
5245 " Inguinal apse C
3197 " Kan -
3868 " Intrakraniyel apse -
5287 " Mandibiil s1vis1 -
1858 " Apse F
3860 " Toraks apsesi -
1969 " Ag1z apsesi C
5217 " Perirektal doku C
4116 S.uberis-like Uretral s1v1 -
1959 S.dysgalactiae Topuk apsesi C

subsp. equisimilis

5254 " Trakeal deri G

(-):gruplandirilamayan; *:alfa-, non-hemoliz;

dart 6zellikler ile yanhs tanimlanabilecegini bil-
dirmislerdir.

Cins ve tiir diizeyinde tan igin kabul edi-
len altin standart 16S ribozomal RNA (rRNA)
gen sirasinin gosterilmesidir(18). Bu ozellik
streptokok ve streptokok benzeri bakteri infek-
siyonlarmin tanisinda da kullanilir.

Yaptig1 infeksiyonlar: S.milleri grubu bo-
gaz, nazofarenks, gingival bolge, vajina ve gas-
trointestinal sistemin normal flora bakterileri
arasinda bulunmakla beraber, gesitli infeksiyon-
lara da yol acar; dolayisiyla beyin apsesi, akci-
ger apsesi, kan, idrar, cerahat gibi bir ¢ok 6rnek-
ten etken olarak izole edilirler1D). Clarridge ve
ark.®) S.anginosus'un gastrointestinal ve tiroge-
nital sistemden; Rashid ve ark.(14) S.intermedius
ve S.constellatus’un solunum sistemi ve apseler-
den daha sik izole edildigini bildirmislerdir
(Tablo 6,7); Jakops ve ark.(1D) klinik érneklerden
dretilen suslarin % 59.3’tniin S.anginosus, %
30.3"tiintin S.constellatus, % 10.4’tnun S.interme-
dius oldugunu ve suslarin % 34’iintin beta-he-
moliz yaptigini; yine Rashid ve ark.(1%) grup C
antijenine sahip streptokoklarm yumusak doku
ve organlarda cerahatli infeksiyonlara yol agti-
gin1 bildirmislerdir. Endokardit ve bakteriyemi
olgularindan izolasyonlar1 nadirdir.
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Normal florada bulunan ve o6zellikle bo-
gaz suriintiilerinden izole edilen beta-hemoliz
yapmis suslarin patojenlikleri tartismalidir.
Grubun farenjitle ilgisini arastiran bir ¢alismada
C antijeni pozitif S.equisimilis’in etken olabilece-
gi kabul edilirken S.milleri grubu bakterilerin et-
ken olmadig1 sonucuna varilmigtir®8.16). Cimo-
lai ve ark.® bir y1l boyunca S.pyogenes dist BHS
insidensini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, ¢ocuk-
larda C ve G antijeni pozitif S.milleri grubu bak-
terilerin yas ile artis gosterdigini, farenjit olusu-
munda genis koloni olusturan C ve G grubu
streptokoklarm rol oynadigini bildirmislerdir.
Beta-hemolitik bakterilerin izole edildigi 6rnek-
ler ve sahip oldugu antijenler tablolarda veril-
mistir (Tablo 6,7)/15),

Antibiyotiklere diren¢: Grup A, C, F veya
G antijenlerine sahip kiigiik koloni olusturan
BHS'lar viridans grubu streptokoklar olarak de-
gerlendirildiginden, antibiyotiklere diren¢ yo-
rumlama kriterleri de bu grubun kriterlerine go-
re yapilir. Genel olarak beta-laktamlara duyarls,
aminoglikozitlere direncglidirler. Steril viicut
bolgelerinden izole edilen suslar icin disk diftiz-
yon yéntemi uygun olmadigindan MIK yapil-
mas1 gerekmektedir. MLS (makrolit, linkozamit,
streptogramin) direnci de goriilebilir; genetik
analizleri yapilan bu suslarda ermB, ermTR ve
mefA- mefE genlerine bagli konstitiitiv, indiikle-
nebilir ve efluks tipte direng olusumu gozlen-
mektedir. Vankomisin, linelozid ve daptomisi-
ne direng bildirilmemistir.
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