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Staphylococcus aureus kiigiik koloni varyanti: kolaylikla atlanan bir tani

Small colony variant of staphylococcus aureus: a diagnosis easy to miss

Muharrem Cigek!, Ozlem Tuncer!, Banu Sancak!, Burcin Sener!

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara, Turkey

Cukurova Medical Journal 2016,41(Suppl 1):135-138.

Sayin Editor,

Normal fenotip Staphylococcus aureus izolatlarina
gére yavas ureyen, pigmentsiz, hemoliz yapmayan,
cok kugcik kolonilerle karakterize S. aureus kigik
koloni varyantlarinin (KKYV), atipik fenotipik ve
metabolik 6zellikleri nedeniyle laboratuvar tanist
guclikle konabilmektedir!. Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda dogru tanimlanmast gereken bu
suslar, atipik koloni mortfolojileri nedeniyle gézden
kacirilabilmekte veya siklikla kontaminasyon olarak
degetlendirilerek hatali sonuglar verilebilmektedit?.
Antibiyotik duyarlidiklarinin saptanmasi agisindan da
farkliik gésteren bu izolatlar Gram boyama
sonuglarinin  degiskenlik gdstermesi nedeniyle de
kolay tanimlanamamaktadir. Bu olgu, kistik fibrosizli
(KF) bir hastanin balgamindan izole edilen bir KIKKV
susu Uzerinden, laboratuvarda saptanmast ve
tanimlanmast sorunlu olan bu mikroorganizmaya
dikkat ¢ekilmesi amactyla sunulmugtur.

Subat 2016’da KI’li 23 yasinda erkek hasta, nefes
darlig sikayetiyle hastanemizin yetiskin acil servisine
bagvurmustur. Kronik S.aureus kolonizasyonu
oldugu bilinen hasta pnémoni 6n tamst ile
Enfeksiyon  Hastaliklart  Servisine  yatirilmustir.
Laboratuvarimiza gonderilen balgam 6rnegi %5
koyun kanlt agar, basitrasinli c¢ikolata agar,
MacConkey agar, Burkholderia cepacia selektif agar,
mannitol tuzlu agar (MTA) ve Sabouraud dekstroz
agara ckilmistir. Klinik 6rnekten hazirlanan direkt
yaymanin Gram boyamasinda her alanda az epitel,

orta diizeyde polimorfoniikleer 16kosit, hiicre igi-dist
gram negatif diplokok ve hiicre dist gram pozitif
koklar goralmustir. Kiltirlerin 3542 °C’de 24 saat
inkiibasyonunun  ardindan ~ MTA’da  normal
morfolojideki S.aureus kolonileri ile beraber daha
kiiciik yapida koloniler gérilmistir (Resim 1).
Koyun kanlt agarda ise normal buytklikte kremsi
yuvarlak S.aureus koloni morfotipi disinda bu tir
kiiciik koloniler goriillmemistir. Inkiibasyon siiresinin
48 saate uzatilmast sonucunda kanli agarda normal
kolonilerin ~ ¢evresinde  pigmentsiz,  hemoliz
yapmayan ve kontaminasyonu duasiindiren kugtuk
koloniler izlenmistir (Resim 1). Bu kiigtik kolonilerin
Gram boyali mikroskopisinde pleomorfik gram
porzitif koklar gérilmustir (Resim 2).

Her iki izolatin katalaz testi pozitif saptanmustir. Her
iki izolat da VITEK MS (bioMerieux, Fransa) ile
S.aureus olarak tanimlanmigtir. KKV acisindan
stipheli olarak degerlendirilen bu kiiciik koloniler ek
degerlendirmeye alinmigtir. KKV olarak dustintlen
koloniler, Columbia koyun kanli agar (acrop
atmosfer) ve Schaedler agara (%5 CO; atmosfer) es
zamanli olarak ekilmis ve her iki besiyeri 35°C’de 24
saat  inklbasyon sonucunda  kargilagtirmali
incelenmigtir.  Columbia  koyun kanli agarda
pigmentsiz ve hemoliz yapmayan ¢ok kigik
koloniler goruliirken, Schaedler agarda beta hemoliz
ve pigment olusturan normal biytklikte koloniler
gorilmesi KKV  acisindan  anlamlit  olarak
degerlendirilmistir.
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Staphylococcus aureus kii¢iik koloni varyant

Resim 1. Mannitol tuzlu agar ve %5 koyun kanl1 agar besiyerlerinde Staphylococcus aureus kiigiik koloni
varyanti (sar1 ok) ve normal morfolojideki S. aureus kolonileri

Resim 2. Kiiltiirdeki kiigiik kolonilerin Gram boyali mikroskopisinde pleomorfik gram pozitif koklar.

KKV icin belitlenmis standart bir antibiyotik
duyarlilik yontemi bulunmadigindan, her iki izolat
Mueller-Hinton agarda disk difiizyon yoéntemi ile
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
rehberinde S.aureus izolatlari icin belirtilen kritetlere
gore degerlendirilmigtir®. Her iki izolat gentamisin,
amikasin,  sefoksitin  duyarl;;  siprofloksasin,
levofloksasin, eritromisin ve klindamisin direngli
iken, normal fenotip gésteren izolattan farkli olarak
KKV izolatinin aym zamanda trimetoprim-
sulfametoksazol (SXT)e direncli oldugu
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saptanmustir.  Geriye  dontik  kiltir  sonuglart
incelendiginde hastada ilk kez bu basvurusunda
S.aureus KKV tdremesi belirlendigi gorilmustir.
Hasta meropenem ve linezolid tedavisi sonucunda
hastaneye yatisinin 19. glintinde taburcu olmustur.

Literatirde, KKV ile kronik ve tekrarlayict
enfeksiyonlar — arasindaki iliskiyi =~ gOsteren  ve
ispatlayan bircok c¢alisma bulunmaktadir. Hem
klinisyenler hem de klinik mikrobiyologlar kronik
endokardit, osteomyelit, protez ve yumusak doku



Cicek ve ark.

enfeksiyonlart ve KF hastalarinda gelisen solunum
yolu enfeksiyonlarinda, zellikle streli
antibiyotik  kullanim ~ &ykiisi  varsa  ve klinik
orneklerinden kronik olarak S.aureus izolasyonu
mevcutsa, bu hastalarda etken olarak KKV 6n
planda akla gelmelidir?>. Hikayesinde 6nceden
herhangi bir KKV tremesi olmayan olgunun KF’e
baglt kronik akciger enfeksiyonlari nedeniyle uzun
yillar antibiyotik tedavisi altinda yasamint siirdtirmesi
ve S.aureus ile kolonize olmasi, olast etken olarak
KKV’yi disundirtmistir. Bu nedenle klinisyenlerin
klinik mikrobiyologlara saglayacagi hastaya ait klinik
bilgiler, bu bakterilerin izolasyon sansint arttiracaktir.

uzun

KKYV izolatlar, normal fenotip S. aureus suslarina
gbre yavag Uremeleri, pigment ve hemoliz
olusturmamalari, ¢cok kiicik koloniletle karakterize
atipik morfoloji géstermeleri nedeniyle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutinde kullamilan  kiltir  ve
tanimlama testleriyle yanlis tanimlanabilitler veya
tanimlanamayabilirler1,4. KKV, disik koagtlaz
aktivitesi gosterebildiginden tip koagilaz testi 18
saatten daha uzun inkibasyon siresinin ardindan
poritiflesebilmekte; mannitol fermentasyonu negatif
olabildiginden MTA’da atipik koloni  &zelligi
gosterebilmektedit®’. KKV suslari yavag uredikleri
ve normal fenotip S. aureus suslari ile birarada
bulunduklart durumlarda normal fenotipin kiltir
plaklarinda  baskin  olmasi  nedeniyle gbzden
kacabilmektedir. Bu nedenle KKV morfotipinin
gozle gortlebilmesi icin inkiibasyon stresinin 72
saate kadar uzatilmast onerilmektedir4.
Calismamizdaki KKV izolati kanlt agarda ilk 24 saat
sonunda tespit edilememisken, inkiibasyon stresinin
48 saate uzatilmast sonucunda saptanabilmistir. KF
orneklerinin  rutin mikrobiyolojik degerlendirmesi
icin kullanllan MTA besiyerinde ise KKV kolonileri
ilk 24 saat icinde tespit edilmistir. Bu bulgu diger
besiyetleri ile kiyaslandiginda KKV izolasyonunda
en bagarill besiyerinin MTA oldugunu gosteren
Yagct ve arkadaslarinin yapmis olduklart ¢alismayla
uyum gostermektedirl. Dolayisiyla KKV stphesi
olan durumlarda uygun besiyeri kullaniddiginda ve
inkiibasyon stiresi uzatildiginda KKV izolasyon
olasilig1 arttirilabilir.

Bakteri biyosentezi i¢in yliksek
miktarda ATP’ye ve bunu saglayacak olan elektron
transport zincirine ihtiya¢ vardir. Elektron transport
zincirinde gorevli elemanlarin sentezi i¢in kofaktor
olarak 6zellikle menadion ve hemin gerekmektedir.
Ortamda bu besin maddelerinin eksikligi durumunda
hicre duvart biyosentezinde defektler olmakta ve

hiicre duvart
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yavag Uremeye
gelisebilmektedit®.
menadion,

baglt olarak KKV

KKV  tanisinda  suslarin
hemin ve timidine gereksinimi bu
maddelerin  ortama eklenip normal fenotipe
doénisimin  izlendigi “Okzotrofizm  testi” ile
arastirtlmaktadir5. Calismamizda KKKV siipheli izolat
24 saat inkiibasyon sonunda hemin ve menadiondan
fakir Columbia kanli agarda normal atmosferde
kiiciik koloni olugtururken, hemin ve menadion
iceren Schaedler agarda %5 CO2 varhiginda normal
fenotipe donismiis ve bu sekilde dolayli yoldan
okzotrofizm gosterilerek izolatin S.aureus KKV
oldugu belitlenmistir. Timidin bagimli S.aureus
KKV’nin 6zellikle KF hastalarinda uzun sireli SXT
tedavisi sonrast ortaya ciktigi ve bunlarmn Gram
boyalt yaymalarda normal gram pozitif koklardan
daha biytk, farkli boyutlarda pleomorfik koklar
seklinde gorildugi  bildirilmistit®!?.  Bu bilgiler
dogrultusunda ¢alismamizda izole edilen S.aureus
KKV  susunun SXT  diren¢li olmasi  ve
mikroskopisinde pleomorfik gram pozitif koklarin
gorilmesi  susun timidin  bagimh KKV izolat
olabilecegini dusindirmektedir. S6z konusu bu tg
maddeye okzotrofizmin  belitlenemedigi KKV
suslarinin da var oldugu unutulmamalidir®.

fenotipi

KKV suslar, es zamanli olarak beraber uredigi
normal fenotip S. aureus suslarina  gore
antimikrobiyal duyarlilik sonuglarinda da farklilik
gosterebilmektedir. Bu nedenle kronik ve tekrarlayict
enfeksiyonlarda KKV suglarinin  izolasyonu  ve
antibiyotik duyarlilik sonuglarinin belitflenmesi 6nem
kazanmaktadir. KKV izolatlart i¢in antibiyotik
duyarlihlk  testleriyle ilgili ~ standartlar  hentz
belitlenmemigtir. Bu suslarin  stvi  besiyerlerinde
normal fenotip S. aureus suslartyla karisik tremesi ve
birbirinden ayriminin zor olmast nedeniyle Sl¢im
gerektiren difiizyon testlerinde KKV suslarindaki
yavas treme hizina bagli olarak hatalt sonuglar elde
edilebilmektedir. Bunun yansira in-vitro ortamda
KKV  suglarinin = normal koloni morfotipine
donisimi  gerceklesebilmektedir. Dolayistyla  bu
faktorlere baglt olarak in-vitro antibiyotik duyarlilik
sonuclarinin

olusturmaktadir!!.

yorumlanmasi sorun

Ozetle, caligmamizdaki izolatin atipik mikroskopisi,
kanlt agarda yavas dremesi, MTA’da kicik
kolonilerin gorilmesi, SXT direngli olmast ve KF’li
bir hastadan izole edilmesi KKV lehine destekleyici
bulgulardir ve bu nedenlerle izolat S.aureus KKV
olarak raporlanmustir. Bir gunlik inktbasyon
sonucunda MTA’da kii¢iik kolonilerin kanli agara
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gore erken saptanmast KKV tanisinin atlanmasint
engellemistir. Farkli antimikrobiyal duyarlilik sonucu
gosteren KKV  izolatlarinin = dogru  sekilde
raporlanmast klinisyen ve hasta agisindan dogru
tedavi rejiminin belirlenmesi i¢in de yol gosterici
olacaktir.
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