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Bu olguda diyabetik nefropati tanisiyla kronik hemodiyaliz programina alinan 43 yasinda kadin
hastada saptanan Globicatella sanguinis’e bagli kateterle iliskili bakteremi olgusu sunulmustur. Firsatgi
ve nadir bir patojen olan Globicatella cinsinin laboratuvar tanisinda kullanilan yéntemler irdelenmistir.
Mayis 2016 tarihinde hastanin bir set periferik kan kiltlrl ve es zamanl olarak kateter kiltiiri alinmustir.
Ureyen bakterinin tanimlanmasi icin biyokimyasal testler, Phoenix (BectonDickinson, ABD) ve MicroScan
(BeckmanCoulter, ABD) otomatik identifikasyon sistemleri, matriks aracili lazer desorpsiyon/iyonizasyon-
ucus zamanli kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) temelli Microflex MS (Bruker, Daltonics, Almanya) ve
VITEK MS (database v2.0) (bioMérieux, Fransa) sistemleri kullanilmistir. Etkene 6zgll p8FPL 5’-AGT TTG
ATC ATG GCT CAG-3’ ve p806R 5'-GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT-3’ primerleriyle kismi 16S rDNA dizi
analizi yapilmigtir. Vankomisin, eritromisin, imipenem, sefotaksim ve benzipenisilin icin minimum inhibitor
konsantrasyonu (MiK) agar gradient yontemiyle belirlenmistir. Hastanin kan ve kateter kiiltiirlerinde ayni
koloni tiremesi tespit edilmistir. Kanli besiyerlerinde bir gecelik inkiibasyon sonrasi gézlenen alfa-hemolitik,
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katalaz-negatif koloniler, Gram boyama ile gram-pozitif zincir yapan koklar seklinde gériilmstiir. izolat,
Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesinde; Bruker MS sistemi ile G.sulfidifaciens (skor degeri
> 2), Phoenix otomatik identifikasyon sistemi ile G.sanguinis olarak tanimlanmustir. inoni Universitesi
Tip Fakiltesinde; Microscan otomatize sistemiyle tanimlama yapilamamis, VITEK MS ile izolat %99.9
G.sanguinis ve %98.3 G.sulfidifaciens olarak isimlendirilmistir. 16S rDNA dizi analiziyle izolat %100
Globicatella sanguinis (GenBank accessionno. K]680157.1) olarak tanimlanmistir. MiK degerleri vankomisin
icin 0.38 pg/ml, eritromisin icin 1.5 pg/ml, imipenem icin 0.38 ug/ml, sefotaksim icin > 32 pg/ml
ve benzipenisilin icin 64 pug/ml olarak belirlenmistir. Hastada katetere bagl kan dolasimi enfeksiyonu
olarak dusliniildigu icin, tedaviye vankomisin 1 x 1 g IV/72 saat olarak 10 gline kadar devam edilmistir.
Hastanin kontrollerinde ates ve treme olmamistir. G.sanguinis, siklikla karsilagilan patojenler icerisinde
yer almadigindan ve laboratuvar tanisinda karsilagilan gugliikler nedeniyle belki de gozden kacabilmekte
veya yanhs tanimlanabilmektedir. BD Phoenix veritabaninda G.sulfidifaciens, Bruker MS veritabaninda
G.sanguinis ve MicroScan veritabaninda Globicatella cinsinin mevcut olmadigr goriilmistir. Son yillarda
gelisen tibbi uygulamalar ve immiin sistemi baskilanmig hasta poptilasyonundaki artis nedeniyle nadir
bakteri tirleri daha da sik gorilecektir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin, hem klasik mikrobiyolojik
yontemlerle hem de molekdiler yontemlerle tani glictiniin artirilmasi, ticari identifikasyon sistemi gelistiren
sirketlerin patojen spektrumunu genisleterek veritabanlarini yenilemeleri bu tiir etkenlerle olusabilecek
ciddi enfeksiyonlarin 6nlenmesi acisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar sozciikler: Globicatella; otomatize sistem; MALDI-TOF MS; 16S rDNA dizi analizi.

ABSTRACT

In this case, catheter-related bacteremia due to Globicatella sanguinis in a 43 years old female patient
undergoing hemodialysis with the diagnosis of diabetic nephropathy was presented and the methods
in the laboratory diagnosis of the rare opportunistic pathogen, Globicatella cins, were nvestigated. A set
of peripheral blood cultures and simultaneous catheter culture was obtained from the patient in third of
May 2016. Biochemical tests, Phoenix (Becton Dickinson, USA) and MicroScan (Beckman Coulter, USA)
automated systems and matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight-mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) based Microflex MS (Bruker, Daltonics, Germany) and VITEK MS (database v2.0)
(bioMérieux, France) systems were used for the identification of the cultured bacteria. Partial 16S rDNA
sequencing was done by using specific p8FPL 5-AGT TTG ATC ATG GCT CAG-3’ and p806R 5'-GGA
CTA CCA GGG TAT CTA AT-3’ primers. Minimal inhibitory concentrations (MICs) for vancomycin,
erythromycin, imipenem, cefotaxime and benzypenicillin were determined by agar gradient method.
The blood and catheter cultures yielded the same type of bacterial colonies. Alfa-hemolytic, catalase
negative colonies observed on blood agar plates after an over night incubation yielded gram-positive
cocci on Gram staining. In Sisli Hamidiye Etfal Hospital, the isolate was identifed as G.sulfidifaciens (score
value > 2) by Bruker MS system and as G.sanguinis by Phoenix automated system. In Inéni University,
the isolate could not be identified by Microscan automated system while VITEK MS named the isolate as
99.9% G.sanguinis and 98.3% G.sulfidifaciens. The 16S rDNA sequencing identifed the isolate as 100%
G.sanguinis (GenBank accessionno. K|680157.1). The MIC values were 0.38 ug/ml, 1.5 ug/mi, 0.38 g/
ml, > 32 pg/ml and 64 ug/ml for vancomycin, eryrthromycin, imipenem, cefotaxime and benzylpenicillin,
respectively. The patient was diagnosed as catheter-related bacteremia and vancomycin (1 x 1 g IV/72 h)
was used for up to 10 days. No fever and bacterial growth in cultures were present in her control visits.
As G.sanguinis is not among the commonly encountered pathogens and due to difficulties in laboratory
diagnosis, it may be missedor mis-identified in clinical laboratories. BD Phoenix and Bruker MS data
bases lack G.sulfidifaciens and G.sanguinis, respectively, while the Globicatella genus is not present in
MicroScan database. The increased number of medical implementations and the increasing number
of immunosuppressed patient populations in recenty ears will lead to the emergence of rare bacteria.
Increasing the diagnostic power of clinical microbiology laboratories by conventional and molecular
methods and renewal of the databases of commercial identification systems by expanding the pathogen
spectrum are significantly important for the prevention and control of infections caused by these agents.

Keywords: Globicatella; automated systems; MALDI-TOF MS; 16S rDNA sequencing.
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GIRi$

Globicatella cinsi, daha cok insanlardan izole edilen Globicatella sanguinis ve siklikla
hayvanlardan izole edilen Globicatella sulfidifaciens olmak Utzere iki tiire sahip, nadir go-
riilen, firsatci patojen bir bakteridir'-2. Ancak her iki tiiriin de herhangi bir belirti verme-
den insanlarda bulunabildigi gésterilmistir®. Globicatella tiirlerinin diger katalaz-negatif,
gram-pozitif koklardan ayinmi glictiir. Bu amacla Gram boyama ile gériiniimleri ve cesitli
biyokimyasal reaksiyonlari kullanilmakta, ancak net bir tiir ayinmi yapabilmek icin bun-
larin yani sira 16S rDNA dizileme gibi genotipik yontemler ve/veya protein paterninin
karsilagtiriimasi gerekmektedir'™?.

Bu olguda; diyabetik nefropati tanisiyla kronik hemodiyaliz programina alinan 43 ya-
sinda kadin hastada saptanan G.sanguinis’e bagh kateterle iliskili bakteremi olgusu sunul-
mustur ve Globicatella cinsinin laboratuvar tanisinda kullanilan yontemler irdelenmistir.

OLGU SUNUMU

Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi Nefroloji Polikliniginde diabetes
mellitus, hipertansiyon ve diyabetik nefropatiye bagl kronik bobrek yetmezIigi tanisiyla
takip edilen 43 yasindaki kadin hastaya Aralik 2015 tarihinde koroner damar hastaligi
nedeniyle anjiyografi ve stent koyma islemi yapilmis ve o tarihten itibaren haftada 3
glin 4 saat dlizenli hemodiyaliz tedavisi baslanmistir. Gecici sag femoral kateterinden
hemodiyaliz tedavisi almakta olan hasta listime, titreme ve ates sikayetleriyle hastanemiz
hemodiyaliz merkezine bagvurdugunda; hemodiyaliz kateterinin etkin calismadigr goz-
lendi. Hastanin fizik muayenesinde genel durumu iyi, bilinci acik, oryante, koopereydi.
TA: 150/80 mmHg, ates: 36.8°C, solunum sayisi: 18/dakika olarak saptandi. Sistem mu-
ayenelerinde patolojik 6zellik saptanmadi. Yapilan rutin laboratuvar tetkiklerinde; 16kosit:
8470/ul, hemoglobin: 9.1 g/dl, hematokrit: %27.4, trombosit: 553.000/ul, glukoz: 204
mg/dl, kreatinin: 6.2 mg/dI, Gre: 95 mg/d|, total protein: 6.8 g/dl, albumin: 3.9 g/d|,
CRP: 6 mg/L olarak saptandi.

Mayis 2016 tarihinde hastanin birer set periferik kan kultiiri ve kateter kiltird alindi.
Femoral kateteri cekilip, gecici sag juguler kateter takildi, hemodiyalize alindi ve diyaliz
sonrasi 1 g parenteral vankomisin uygulandi. BACTEC 9240 (Becton Dickinson Diagnos-
tic Instrument Systems, Sparks, ABD) otomatize kan kiiltur sisteminde pozitif sinyal veren
ornekler; %5 koyun kanli agar ve cikolata agara ekilerek, %5 CO,'li ortamda 37°C’de
inklibe edildi. Hastanin kan ve kateter kilturlerinde bir gecelik inkiibasyon sonrasi lire-
yen koloniler alfa-hemolitik, katalaz-negatif, Gram boyama ile gram-pozitif zincir yapan
koklar seklinde gorildi (Resim 1).

izolat, Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesinde; Phoenix otomatik iden-
tifikasyon sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile G.sanguinis olarak tanimlandi. Matriks
aracili lazer desorpsiyon/iyonizasyon-ucus zamanh kutle spektrometresi (MALDI-TOF
MS) temelli Microflex MS (Bruker, Daltonics, Almanya) platformunda MALDI Biotyper
3.1 yazilimi kullanilarak G.sulfidifaciens olarak tanimlandi (skor > 2). BD Phoenix veri-
tabaninda G.sulfidifaciens ve Bruker MALDI Biotyper kitliphanesinde ise G.sanguinis'in
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Resim 1. G.sanguinis’in (A) Gram boyama, (B) Kanli agarda koloni gériiniimdi.

mevcut olmadigi goriildii. izolatin biyokimyasal profili degerlendirildiginde; H,S ve
B-glucuronidase lretiminin olmamasi, pyridonylaryl amidase ve $-N-acetyl glucosamini-
dase Uretimi vehipurat hidroliz testinin pozitif olmasi** G.sanguinis olma olasihgini gic-
lendirdi.

Daha sonra inénii Universitesi Tip Fakiiltesine génderilen izolatin Microscan (Beck-
man, Coulter, ABD) otomatize sistem ile tanimlamasi yapilamadi ve sistemin verita-
bani incelendiginde Globicatella cinsinin bulunmadigi gorildi. Ayni merkezde izolat,
MALDI-TOF MS-temelli VITEK MS (database v2.0) (bioMérieux, Fransa) sistemi ile 2%699.9
G.sanguinis ve %98.3 G.sulfidifaciens olarak tanimlandi. izolatin tiir diizeyinde kesin iden-
tifikasyonu icin 6zgil p8FPL 5’-AGT TTG ATC ATG GCT CAG-3’ ve p806R 5’-GGA CTA
CCA GGG TAT CTA AT-3’ primerleri kullanilarak kismi 16S rDNA dizi analizi yapildi. Bu
amacla EZ1 otomatize ekstraksiyon sistemi (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi ve ardindan yaklasik 800 baz ciftlik 16S rDNA bolgesi her iki yonde;
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems/ABD) i1s1 dongu cihazi kullanilarak ¢o-
galtldi. Amplifikasyon kosullar; 94°C’de 3 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben, 35 don-
gl olarak 94°C/30 sn denaturasyon, 60°C/30 sn baglanma ve 72°C/1 dk uzama olarak
uygulandi. %1°lik agaroz jel elektroforezinde elde edilen bantlar dizi analizinde kulla-
nilmak tzere; “QlAquick Gel Extraction” kiti (Hilden, Almanya) kullanilarak saflastirild.
“ABI PrismBigDyeTerminator v3.1 (AppliedBiosystems, ABD)” kiti kullanilarak, “dideoxy
nucleotide sequencing” islemi gerceklestirildi. Sekans Grtinleri, ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, ABD) cihazina yiklendi ve elde edilen kromatogramlar,
NCBI’da (National Centre for Biotechnology Information) yer alan Gen Bankasi ve BLAST
(Basic Local Alignment Tool) sunucusu kullanilarak veri bankasinda kayith diger izolatlar
ile karsilastirildi. Elde edilen dizilerin tiir diizeyinde identifikasyonlarinda yiiksek oranda
dogrulugundan emin olmak icin; E-degeri 0.0 ve maksimum benzerlik oranlar %99’un
Uzerinde olan veriler tanimlamada kullanildi. Toplamda yaklasik 800 bp’lik bélgenin dizi
analizi yapildi ve izolat; %100 G.sanguinis (GenBank accessionno. K]680157.1) ve %99
G.sulfidifaciens (GenBank accessionno. KT825515.1) olarak tanimlandi.

Cesitli antibiyotikler icin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK) agar gradient yon-
temiyle belirlendi. MiK degerleri; vankomisin icin 0.38 pg/ml, eritromisin icin 1.5 pg/ml,
imipenem icin 0.38 pg/ml, sefoktaksim icin > 32 pg/ml ve benzipenisilin icin 64 pug/ml
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olarak belirlendi. Hastada katetere bagh kan dolasimi enfeksiyonu distintldiigu icin te-
davisine vankomisin 1 x 1 g IV/72 saat olarak 10 guine kadar devam edildi. Kontrollerinde
atesi tekrarlamayan hastanin kultiirlerinde Gremesi ve ek bir sikayeti olmadi.

TARTISMA

Cesitli mukozal ylizeylerde kalici flora elemani olarak bulunabilen, insan ve hayvanlar-
da firsat¢l patojen oldugu belirtilen G.sanguinis; 16S rDNA dizi analizleri yapilana kadar
Streptococcus uberis olarak tanimlanmakta olup, 1992 yilinda yeni bir takson olarak kabul
edilmistir'. G.sanguinis'in; bakteremi ve endokarditli hastalarin kan kiltirlerinden, Gri-
ner sistem enfeksiyonlu hastalarin idrarindan, menenijitli hastalarin beyin omurilik sivila-
rindan, cerrahi alan enfeksiyonlarindan izole edildigi ve kuzularda meningoensefalit sal-
ginina neden oldugu bildirilmistir>®. Globicatella cinsine ait ikinci bir tiir G.sulfidifaciens
ise daha ¢ok hayvanlardan izole edilmekte ve 16S rDNA dizisi G.sanguinis ile %99.2
oraninda benzerlik gosterebilmektedir. Ancak tim hiicre protein paterni ve biyokimya-
sal profili incelendiginde tiir aynmi daha net yapilabilmektedir?. Calismada; es zamanl
olarak Phoenix otomatik identifikasyon sistemi ve Bruker Microflex MS ile calisilan izolat,
tir dizeyinde farkl sonuclar vermistir. Bu iki sistemin veritabanlari incelendiginde; her
birinin Globicatella cinsine ait yalnizca birer tur icerdigi, MicroScan veritabaninda ise Glo-
bicatella cinsinin bulunmadigi gorilmustir. VITEK MS, veritabaninda bulunan her iki tiir
icin de birbirine cok yakin ytizdelerle tanimlama yapmistir (%99.9 G.sanguinis ve %98.3
G.sulfidifaciens). izolatin tiir diizeyinde kesin identifikasyonu icin yapilan 16S rDNA dizi
analizi sonucunda izolat, %100 G.sanguinis olarak tanimlanmugtir.

Klinik laboratuvarlarda Globicatella ile nadiren karsilasildigindan, biyokimyasal ve me-
tabolik ozelliklerinin kullanildigi fenotipik test sonuglan alisiimisin disginda kalmaktadir.
Bu ylizden tanimlanamayan streptokok benzeri organizma veya biyokimyasal profilinin
benzerliginden dolayi Aerococcus viridans olarak bildirilmekte ya da gézden kacabilmek-
tedir'>. Son yillarda gelisen tibbi uygulamalar ve immiin sistemi baskilanmis hasta popii-
lasyonundaki artis ile birlikte, antibiyotiklerin secici baskisi simdiye kadar tanimlanmamig
mikroorganizmalarin gorilme sikhgini artirmaktadir. Yeni ve nadir goriilen mikroorganiz-
malarin giderek artan oranlarda tespitinin bir baska nedeni de; 16S rDNA dizi analizi gibi
molekiiler ve kiitle spektrometresi gibi yeni proteom bazli yéntemlerin rutin mikrobiyolo-
ji laboratuvarlarinda yerini almasidir. Ozellikle immiinsiipresyon, invaziv girisim, diyabet
ya da kronik hastaliklari olan hasta grubu icin ciddi risk olusturan, cogunlukla firsatci olan
ve mortal seyredebilen bu yepyeni mikroorganizmalarin enfeksiyon etkeni olduguna ka-
rar vermek, patojenite mekanizmalarini belirlemek, uygun antibiyotik tedavisini planla-
mak, gercek-zamanli stirveyanslarini olusturmak ve enfeksiyon yonetim stratejilerini belir-
lemek icin dogru bir sekilde tiir diizeyinde tanimlanabilmesi sarttir’. G.sanguinis, siklikla
karsilagilan patojenler icerisinde yer almadigindan ve laboratuvar tanisinda karsilagilan
glicliikler nedeniyle belki de g6zden kacabilmekte veya yanlis tanimlanabilmektedir. BD
Phoenix veritabaninda G.sulfidifaciens, Bruker MS veritabaninda G.sanguinis ve MicroS-
can veritabaninda Globicatella cinsinin mevcut olmadigi goralmstir.
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Son yillarda geligen tibbi uygulamalar ve immiin sistemi baskilanmis hasta popiilasyo-

nundaki artis nedeniyle nadir bakteri tiirleri daha sik gorilecektir. Gliniimuzde heniiz tek
basgina tum bakteriyel tiirleri tanimlayabilecek mikemmel bir yontem bulunmamaktadir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin, hem klasik mikrobiyolojik yontemlerle hem de
molekiiler yontemlerle tani gliciiniin artinlmasi, ticari identifikasyon sistemi gelistiren sir-
ketlerin patojen spektrumunu genisleterek veritabanlarini yenilemeleri bu tiir etkenlerle
olusabilecek ciddi enfeksiyonlarin 6nlenmesi acisindan énem tasimaktadir.
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