Olgu Sunumu/Case Report Mikrobiyol Bul 2017; 51(2): 171-176

doi: 10.5578/mb.40378

Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda Nadir izole Edilen
Bir Etken: Streptococcus uberis

A Rarely Isolated Bacterium in Microbiology Laboratories:
Streptococcus uberis

Canan ERYILDIZ', Sebnem BUKAVAZ', Saban GURCAN', Osman HATIPOGLU?

"Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Edirne.
! Trakya University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Edirne, Turkey.

2Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklari Anabilim Dali, Edirne.
2 Trakya University Faculty of Medicine, Department of Chest Diseases, Edirne, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 27.09.2016 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 07.12.2016

o0z

Streptococcus uberis, sigir mastitlerinin énemli bir kismindan sorumlu gram-pozitif bakteridir.
Bakteri nadiren insan enfeksiyonlari ile de iligkili bulunmustur. Konvansiyonel fenotipik yontemler
bakterinin tanimlamasinda yetersiz olabilmekte ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bakteri diger
streptokoklar ve enterokoklar ile karstirilabilmektedir. Ginlmdizde, S.uberis izolatlarinin dogru bir
sekilde isimlendirilmesinde molekiler yontemler 6nerilmektedir. Bu raporda S.uberis’in neden oldugu
alt solunum yolu enfeksiyonu olgusu ve etkenin tanimlanmasinda kullanilan mikrobiyolojik yontemlerin
sunulmasi amaclanmistir. Altmis alti yasinda akciger yassi epitel hiicreli kanser tanisi olan ve radyoterapi
alan erkek hasta kontrol amach hastanemize basvurmustur. Cekilen akciger grafisi sonrasi “kaviter timor,
akciger apsesi” on tanilariyla hastanemize yatirlmistir. Yatigin ertesi giinii alinan kan kiltiriinde tGreme
olmazken, balgam kiiltiiriinde hastanin oral lezyonlarina bagh oldugu distinilen Candida albicans
Uremesi saptanmistir. Hastanin yatisindan 2 hafta sonra hastada oksuruk sikayeti olmasi ve oskiltasyonda
“tuber sufl” duyulmasi lizerine hastadan kiiltir icin balgam 6rnegi alinmistir. Balgamin Gram boyama ile
yapilan yayma mikroskopisinde bol I6kosit ve gram-pozitif koklar goriilmis ve %5 koyun kanli agar ve
cikolata agarda S.uberis Uremesi saptanmistir. Bakteri tanimlamasi ve antibiyotik duyarlilik testleri VITEK
2 (Biomerieux, Fransa) cihazinda yapilmis ve matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zamani kitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) temelli VITEK MS cihazi ile yine S.uberis olarak
tanimlanmustir. izolat ampisilin, eritromisin, klindamisin, levofloksasin, linezolid, penisilin, sefotaksim,
seftriakson, tetrasiklin ve vankomisine duyarli olarak bulunmustur. 16S, 23S ribozomal RNA ve 16S-23S
intergenik spacer gen bolgeleri 6zgiil primerler ile cogaltilmis ve parsiyel 16S rRNA polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) driinlerinin DNA dizi analizi 3500xL (Applied Biosystems, ABD) cihazi ile yapilmistir.
Parsiyel 16S rRNA gen dizileme sonucuna gore bakteri S.uberis olarak dogrulanmistir. Sunulan olgu,
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bakteri tanimlamasinin giincel mikrobiyolojik yontemlerle yapilmig olmasi nedeniyle sinirli sayidaki insan
enfeksiyonu raporlarina 6nemli katki saglamaktadir. S.uberis’in bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
klinik uyum varhiginda firsatci bir patojen olabilecegi disiiniilmeli ve tamimlama icin fenotipik bakteriyolojik
yontemlere ek olarak giincel diger mikrobiyolojik ydntemlerden de yararlanilmalidir.

Anahtar sézciikler: Streptococcus uberis; isimlendirme; alt solunum yolu enfeksiyonu.

ABSTRACT

Streptococcus uberis is a gram-positive bacterium that is mostly responsible for mastitis in cattle. The
bacterium rarely has been associated with human infections. Conventional phenotyphic methods can be
inadequate for the identification of S.uberis; and in microbiology laboratories S.uberis is confused with
the other streptococci and enterococci isolates. Recently, molecular methods are recommended for the
accurate identification of S.uberis isolates. The aim of this report is to present a lower respiratory tract
infection case caused by S.uberis and the microbiological methods for identification of this bacterium.
A 66-year-old male patient with squamous cell lung cancer who received radiotherapy was admitted in
our hospital for the control. According to the chest X-Ray, patient was hospitalized with the prediagnosis
of “cavitary tumor, pulmonary abscess”. In the first day of the hospitalization, blood and sputum
cultures were drawn. Blood culture was negative, however, Candida albicans was isolated in the sputum
culture and it was estimated to be due to oral lesions. After two weeks from the hospitalization, sputum
sample was taken from the patient since he had abnormal respiratory sounds and cough complaint. In
the Gram stained smear of the sputum there were abundant leucocytes and gram-positive cocci, and
S.uberis was isolated in both 5% sheep blood and chocolate agar media. Bacterial identification and
antibiotic susceptibility tests were performed by VITEK 2 (Biomerieux, France) and also, the bacterium
was identified by matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) based VITEK MS system as S.uberis. The isolate was determined susceptible to ampicillin,
erythromycin, clindamycin, levofloxacin, linezolid, penicillin, cefotaxime, ceftriaxone, tetracycline and
vancomycin. 16S, 23S ribosomal RNA and 16S-23S intergenic spacer gene regions were amplified
with specific primers and partial DNA sequence analysis of 16S rRNA polymerase chain reaction (PCR)
products were performed by 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). According to the
partial 16S rRNA gene sequencing results, bacterium was confirmed as S.uberis. This report makes a
significant contribution to the number of case reports of human infections caused by S.uberis as the
identification was performed by current microbiological methods in our case. In conclusion, S.uberis
should be evaluated as an opportunistic pathogen among the immunosuppressed patients and in
addition to phenotypic bacteriological methods, the other recent microbiological methods should also
be utilized for the identification.

Keywords: Streptococcus uberis; identification; lower respiratory tract infection.

GiRis

Streptococcus uberis, Streptococcoceae ailesinde bulunan gram-pozitif bakteri olup
sigirlarda kolonize olan 6nemli bir mastit etkenidir. Bakteri hayvanlarin agiz, tonsilla,
mide, deri, genital ve solunum yoluna, meme basi ve kanallarina, feces ve yaralara
yerlesebilmektedir'. S.uberis insanlarda periodontal dokularda da tanimlanmistir?. Bakteri
birincil olarak hayvanlardan izole edilmekle birlikte, insanlarda da enfeksiyon etkeni
olarak nadiren bildirilmistir. Ancak klinik 6rneklerden izolasyon sikligi tanimlamadaki
kisithliklardan dolayr heniiz tam olarak bilinmemektedir®*. S.uberis'in isimlendirilmesi;
bakterinin kultir ve morfolojik 6zellikleri, biyokimyasal testler ve enzim aktivitesinin
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belirlenmesine dayanmaktadir. S.uberis'in diger streptokoklar ve enterokoklardan
ayirimi icin cesitli ticari sistemler de bulunmaktadir. S.uberis izolatlarinin tiir diizeyinde
tanimlanmasi ve cesitli 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla giinimiizde PCR temelli
molekiiler yéntemler kullanilmaktadir®. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik
rastlanmayan ve konvansiyonel fenotipik yontemlerle tanimlamanin yetersiz kalmasi
nedeniyle, etkenlerin genotipik yontemler gibi 6zgil diger yontemlerle de dogrulanmasi
gerekmektedir®. Bu calismada, insan enfeksiyonlarindan nadiren izole edilen S.uberis
tdrtindn neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonu olgusu ve etkenin dogrulanmasinda
kullanilan mikrobiyolojik ydontemler sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Altmis alti yasinda, tarim-hayvancilikla ugrasan ve kdyde yasayan erkek hastaya
hastanemize yatigindan yaklasik 1 ay dncesinde akciger yassi epitel hiicreli kanser tanis
konulmustur. Bes glin Oncesinde, radyoterapi sirasinda gelisen solunum yetmezIigi
nedeniyle 6zel bir hastanenin yogun bakim Unitesine yatisi yapilarak hastadan balgam
kiltird numunesi alinmig, 4 glin sonra piperasilin-tazobaktam ve siprofloksasin tedavisi ile
gogus hastaliklar poliklinigine kontrole cagrilarak taburcu edilmistir. Hastanemiz gogus
hastaliklari poliklinigine basvuran hasta, cekilen grafi sonrasi “kaviter timor, akciger
apsesi” on tanilariyla hastanemiz gogus hastaliklari servisine yatirildi. Beg giin 6nce alinan
balgam kiiltiriinde Haemophilus influenzae tip B liremesi saptanmasi tizerine piperasilin-
tazobaktam ve siprofloksasin tedavisine devam edilerek tedavi 14 giine tamamlandi.
Yatigin ertesi giinu alinan kan kultiriinde tGreme olmazken balgam kdltiirlinde ytiksek
Iokosit ve epitel oranlari ile birlikte Candida albicans tremesi saptandi. Maya tremesinin
hastanin agiz lezyonlarina bagl oldugu distinllerek hastaya nistatin grubu oral sollisyon
baslandi. Piperasilin-tazobaktam ve siprofloksasin tedavisinin kesilmesinden bir hafta
sonra Oksurik sikayeti baglayan hastanin oskiltasyonunda akcigerde “tuber sufl”
mevcuttu. Hastadan balgam kiltlrd icin numune alinarak laboratuvara gonderildi ve
hastaya ampirik olarak meropenem baslandi.

Balgam yaymasinin Gram boyamasinda; bol Iokosit ve gram-pozitif kok goruldu.
%5 koyun kanli agar ve cikolata agara yapilan ekimlerde hakim bir gram-pozitif kok
Uremesi saptandi. Balgam kultirinde Ureyen bakterinin tanimlama ve antibiyotik
duyarllik testleri VITEK 2 (Biomerieux, Fransa) cihazinda yapildi. Bakteri S.uberis olarak
tanimlandi. Antibiyotik duyarlilik sonuglari Tablo I’de gésterilmektedir. izolatin, matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kutle spektrometresi (MALDI-
TOF MS) yontemiyle VITEK MS (Biomerieux, Fransa) cihazinda yapilan tanimlama iglemi
de ayni sekilde S.uberis olarak sonuclandi. Daha sonra bakterinin DNA izolasyonu ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep izolasyon kiti (ZymoResearch, ABD) ile yapildi ve ICycler
(BioRad, ABD) isisal dongu cihazinda PCR islemi uygulandi. PCR’de S.uberis icin 16S
ileri-CGCA TGACAATAGGGTACA, 16S geri-GCCTTTAACTTCAGACTTATCA; 23S ileri-
CGTATTTAAAATTGACTTTAGCC, 23 S-geri-AATTTCTCCGCTACCCAC; 16S-23S IS
ileri-TAAGGAACACGTTGGTTAAG, 16S-23S IS geri-TCCAGTCCTTAGACCTTCT olmak
Uzere Ug farklh bolgeyi hedef alan primerler ve Enterococcus spp. icin 16S rRNA ileri-
TACTGACAAACCATTCATGATG, geri-AACTTCGTCACCAACGCGAAC primerleri kullanildi”8.
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PCR sonunda duriinler %1.5'lik agaroz jelde 100V'da 45 dakika siireyle yurituldd.
S.uberis icin kullanilan g farkh primer cifti ile sirasiyla yaklasik 450 bp, 450 bp ve 330 bp
biyukliginde PCR bantlari goriliirken Enterococcus spp.’ye 0zgli primerler kullanilarak
yapilan PCR’de ise herhangi bir banda rastlanmadi. Ardindan parsiyel 16S rRNA PCR
driinlerinin dizi analizi MedSanTek (istanbul, Tiirkiye) firmasi tarafindan 3500xL (Applied
Biosystems, ABD) genetik analizér cihaziyla yapildi. Sonuglar DNA Dragon v1.6 ve
Chromas Lite v2.0 programlari kullanilarak degerlendirildi. Verilerin GenBank ve Avrupa
Nukleotid Arsivi‘'ndeki diziler ile karsilastirmasi sonucunda S.uberis ile uyumlu oldugu
saptandi. S.uberis izole edilen balgam kiiltiriinden dort giin sonra hastadan tekrar alinan
balgam 6rnegi laboratuvara gonderildi. Balgamin boyama sonucu yapilan mikroskobik
incelemesinde, bol I6kosit ve gram-negatif koklar goruldu. Kiiltlirde S.uberis Gremezken,
meropeneme direncli Acinetobacter baumannii redi. Hastada klinik olarak kotllesme
olmamasi, kan |6kosit ve C-reaktif protein degerlerinde diisis saptanmasi (izerine
antibiyotik tedavisinde degisiklik yapilmadi. Meropenem 16. giinde kesilerek hasta
taburcu edildi ve poliklinik takibine alindi.

TARTISMA

S.uberis sigirlarda  kommensal olarak bulunabilen, ayni zamanda enfeksiyon
yapabilme yetenegine sahip bir bakteridir. Tim diinyada sigir mastitlerinin en 6nemli
etkenlerinden biridir'®. Ward ve arkadaslari' S.uberis'in cevre kosullarina adapte olabilen
firsatci bir patojen oldugu yoniinde cesitli veriler sunmustur. Bakteri esas olarak hayvan
patojeni olmakla birlikte insanlarda da enfeksiyon yapabilmektedir. Ancak S.uberis’in
tanimlanmasinda kullanilan yontemlerin sinirli olmasi ve Enterococcus spp. ile ayriminin
tam olarak yapilamamasi nedeniyle bu bakterinin etken oldugu insan enfeksiyonlarinin
belirtilenden daha yiiksek sayida oldugu tahmin edilmektedir®'°, Bakteri tanimlamasinin
cesitli fenotipik mikrobiyolojik testler kullanilarak yapildig calismalarda S.uberis’in %6-8
oraninda dogru olarak isimlendirilemedigi tespit edilmistir >,

Tablo 1. VITEK-2 Cihazi ile Bulunan MiK Degerlerine gére Streptococcus uberis’in Antibiyotik Duyarhiliklari

Antibiyotik ismi MiK (ug/ml) Test sonucu
Ampisilin <0.25 Duyarli
Eritromisin <0.12 Duyarli
Klindamisin <0.25 Duyarli
Levofloksasin 0.5 Duyarli
Linezolid <2 Duyarli
Penisilin <0.06 Duyarli
Sefotaksim <0.12 Duyarli
Seftriakson <0.12 Duyarli
Tetrasiklin <0.25 Duyarl
Vankomisin 0.5 Duyarli

MiK: Minimum inhibitr konsantrasyonu.
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Sarkar ve arkadaslari'? ii¢ eriskin hastada akut komplike olmayan bakteriyel pnémoni
etkeniolarak hastalarin kanlarindanizole ettiklerive AP1 20S Streptoccus sistemini (Analytab
Products) kullanarak tanimladiklari S.uberis'i bildirmislerdir. Lazinska ve arkadaslari'> renal
transplantasyon sonrasi hastalarin bakteriyolojik olarak idrar analizlerini yapmis ve bir
olguda API 20 Strep System (bioMerieux, Fransa) sistemi kullanilarak S.uberis saptamistir.
Velez-Montaya ve arkadaslar’ 2010 yilinda S.uberis’in etken oldugu ilk insan intraokiiler
enfeksiyonunu bildirmislerdir. Ancak, bakteri tanimlama yonteminin belirtilmemis olmasi
nedeniyle tam olarak bu bakterinin gozi tutan bir patojen olarak tanimlanamayacadi
diisiiniilmektedir'®. Mao ve arkadaslarinin'® pnémoniye baglh akut solunum sikintisi
sendromlu bobrek transplantasyonu yapilmig hastalarin solunum yolu &rneklerinden
izole edilen bakteriler ile ilgili geriye donik olarak yaptigi calismada, VITEK-2 sistemi
(bioMerieux, Fransa) ile yapilan tanimlama sonucunda bir hastada S.uberis saptanmistir.
Valentiny ve arkadaslan® bir hemodiyaliz hastasinda, diisme sonucu ayaginda olusan
yaradan alinan surlinti 6rneginde ve kan kiltiiriinde Staphylococcus aureus ve S.uberis
Uremesi tespit etmisler, amputasyon sonrasi alinan derin siriintl 6rneginde de yine ayni
bakterileri saptamiglardir. Bakteri tanimlamasinda MALDI-TOF ve suiperoksit dismutaz A
gen dizileme yontemlerini kullanmuslardir.

Sundugumuz olguda bakteri tanimlamasi icin VITEK2 sistemi, PCR ve DNA dizi
analizi yontemleri kullanilmis ve her ti¢ yontemle de ayni sonug elde edilmistir. Glincel
bakteriyolojik tekniklerle bakteri tanimlamasinin yapilmasi acisindan ¢alismamiz 6nem
tagimaktadir. Akciger neoplazmi olan ve radyoterapi alan hastanin solunum yolu
orneginde Uretilen S.uberis'in etken olarak degerlendiriimesinde; klinik yakinma ve
fizik muyene bulgular, kdyde yasam ve hayvancilik 6ykisinin bulunmasinin yani
sira numunenin Gram boyamasinda bol I6kosit, gram-pozitif kok goriilmesi de katki
saglamaktadir. Bununla birlikte, S.uberis’in insan periodontal dokusunda bulunabilmesi
nedeniyle bakterinin hastanin oral mikrobiyota Uyesi olarak bulundugunun ya da firsatgi
bir enfeksiyona yol actiginin ayinmini net bir sekilde yapmak guictiir. Ancak, daha
onceden bildirilen S.uberis enfeksiyonlarinin cogunda oldugu gibi sundugumuz olguda
da bagisiklik sistemini baskilayan bir durum s6z konusudur. Bu durum, hastada firsatgi bir
enfeksiyon olabilecegini desteklemektedir.

Sonug olarak, S.uberis bagisiklik sistemini baskilayici hastaligi olan ya da tedavi
alan hastalarda klinik uyum varliginda alt solunum yolu enfeksiyonuna yol acabilen
firsatgl bir patojen olarak dustinilmeli ve tanimlama farkli mikrobiyolojik yontemlerle
dogrulanmalidir.
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