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Herbaspirillum cinsi bakteriler; B-proteobacteria sinifinda yer alan gram-negatif non-fermentatif basillerdir. Bir kismi dogada ¢ok
sayida bitkinin lremesini nitrojen fiksasyonu ve fito hormon (iretimi yoluyla tesvik eder. Bazi tiirleri de piring fideleri, seker kamisi gibi
bitkiler icin patojen olarak bilinen proteobakterilerdir. Yakin zamana kadar endofitik, insan icin nonpatojenik bakteriler olarak bilinen
Herbasprillum’larin simdiye kadar 10°dan fazla tirii tanimlanmistir. insan infeksiyon bélgelerinden ilk izolasyon raporlari 1980
yillarda yapilmakla birlikte tiir tanimlama yéntemlerinin gelismesine paralel olarak 1996 yilindan itibaren Herbasprillum tiirleri artik
6zellikle immiinsiiprese bireylerde infeksiyon ve éliimle iliskilendirilmektedir. Literatiirde sporadik olarak yapilan vaka bildirimleri mev-
cuttur. Ulkemizden de bildirilen H. huttiense’nin etken oldugu bir vaka mevcuttur ve bu immiinkompetan bir hastadir. Bu makalede
H. huttiense’nin etken oldugu, akut myeloblastik I6semi tanisiyla takipli olup immdinsiipresif olan bir hastada gelisen tilkemizdeki ilk
bakteriyemi olgusu sunulmustur.
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ABSTRACT

A Case of Bacteremia Caused by Herbaspirillum huttiense in an
Immunosuppressive Patient and Literature Review

Nurullah UZUNER!, Nezahat AKPOLAT', Mehmet KUTLAY?

I Department of Medical Microbiology, Dicle University Faculty of Medicine, Diyarbakir, Turkey
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The bacteria of the genus Herbaspirillum are gram-negative non-fermentative bacilli in the class of B-proteobacteria. Some promote
the reproduction of many plants in nature through nitrogen fixation and phyto hormone production. Some species are proteobacteria,
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known as pathogens for plants such as rice seedlings and sugar cane. Until recently, more than 10 species of Herbasprillums, known
as endophytic, nonpatogenic bacteria for humans, have been described so far. Although the first isolation reports from human infection
sites were made in the 1980s, parallel to the development of species identification methods, Herbasprillum species have been associ-
ated with infection and death especially in immunosuppressed individuals since 1996. There are case reports made sporadically in the
literature. There is a case of H. huttiense reported from our country and this is an immunocompetent patient. This article presents the
first immunosuppressed case of bacteraemia in our country followed by a diagnosis of acute myeloblastic leukemia in which H. huttiense

is a factor.
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GIRIS

Herbaspirillum cinsi p-Proteobacteria sinifina
ait, gram-negatif, non-fermantatif, hareketli, iireaz,
oksidaz ve katalaz enzimlerine sahip nitrojen fik-
sasyonu vyapan bakterilerdir. Topragin rizosfer ta-
bakasindan, piring, fasulye, seker kamisi, ananas,
muz gibi bitkilerin koklerinden, ayrica icme suyu
dagitim sistemlerinden, Dogu Asyali kadinlarin
anne siitiinden izole edilmistir[1’2’4]. Daha onceleri
bitki biiylimesini tesvik eden rizobakterler olarak
bilinirken, son zamanlarda basta kan ve balgam
olmak {izere cesitli klinik materyallerden etken
olarak izole edilmeye baslanmistir. Klinik mater-
vallerde simdiye kadar tanimlanan baslica tiirler;
Herbasprillum rubrisubalbicans, Herbasprillum se-
ropedicae, Herbasprillum huttiense, Herbasprillum
frisingense, Herbasprillum putei’dir[3’5]. Mikrobiyo-
loji laboratuvarlarinda kullanima girmesiyle onemi
artan matrix aracih lazer dezorpsiyonizasyon-ucus
zamani kiitlespektrometresi (MALDI-TOF MS) yon-
temi ile, diger otomatize sistemlerle ve geleneksel
yontemlerle identifiye edilemeyen bircok bakteri
dogru olarak tanimlanabilmektedir®. Bu makale-
de MALDI-TOF MS vyontemi ile tammladigimiz
H. huttiense'nin etken oldugu, immiinsiipresif bir
hastada gelisen tilkemizdeki ilk bakteriyemi olgu-
su sunulmustur. Bu calisma ile laboratuvarlarda
rutin  kullamma giren MALDI-TOF MS yontemi
ile ozellikle immiinsiipresif hastalarda hizli ve dog-
ru tammlama vapilarak mortalite ve morbidetinin
azaltilabileceg@ini vurgulamak istedik.

OLGU SUNUMU

Akut myeloblastik losemi (AML) tanisiyla ta-
kipli 54 vasinda erkek hasta rutin kontrolleri icin
basvurdugu dis merkeze akut lokoz ©n tanisiyla
vatirilmis ve tedavisi diizenlenmistir. fleri tetkik ve
tedavi amaciyla Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Hematoloji Servisine vyatisi yapilmis-

tir. AML nedeni ile kemoterapi Kkiirii alan hasta
tedavisi devam ederken febril notropeni tanisi
almistir (38.5°C ates ve notrofil sayisi: 850/pL).
Vital bulgular1 stabil olan hastanin oksiiriik, bal-
gam, bogaz agrisi, idrarda yanma gibi sikayetleri
mevcut degilmis. Laboratuvar bulgularinda, loko-
sit sayisi: 1310/pL (4600-10200), notrofil sayist:
850/uL (2000-6900), prokalsitonin: 0.17 ng/mL
(0-0.12), C-reaktif protein (CRP): <0.29 mg/dL
(0-0.5) saptandi. Tam idrar tetkikinde patolojik bir
bulgu yoktu. Hastamin BACTEC Plus Aerobic/F
(Becton, Dickinson ABD) siselerine alinan bir set
(sag ve sol koldan olmak {izere) kan kiiltiir crnegi
BACTEC FX (Becton, Dickinson ABD) cihazinda
inkiibasyona birakildi. Alnan kan Kkiiltiirii  son-
rast hastaya ampirik olarak meropenem 3*1gr/
giin baslandi. Her iki kan Kiiltlirii ornegi yaklasik
48 saat sonra pozitif sinyal verdi. Kan Kiiltiir
siselerinden hazirlanan gram boyama preparat-
larinda gram-negatif basiller goriildii. Siselerden
Eozin Metilen Blue (EMB) agar (RTA, Tiirkiye)
ve %5 Koyun Kanli agar (KKA) (RTA, Tiirkiye)
besiyerlerine seyreltme yontemi ile subkiiltiirler ya-
piip 35 = 2°C’de inkiibasyona birakildi. Yirmi
dort saat sonunda EMB agarda laktozu fermente
etmeyen, KKA'da S tipinde vyiizeyden kabarik
koloniler {iiredi (Sekil 1). Koloniler Kkiitle spekt-
rometre MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics,
ABD) sisteminde >2.0 skorla H. huttiense olarak
tanimland: (Sekil 2). Taze Kkiiltiirlerden izolatlarin
biyokimyasal ozellikleri konvansiyonel yontemlerle
arastirildi; sekerleri fermente etmedikleri, iireaz,
oksidaz ve Kkatalaz testinin pozitif oldugu gozlendi.

fzolatin, otomatize BD Phoenix 100 sistemiyle
(Becton Dickinson, ABD) calisilan antibiyotik du-
varlik test (ADT) sonuclann European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
onerileri dogrultusunda yorumland: (Tablo 171
Literatiirde bulunan diger bazi izolatlarin ADT
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sonuclar1 ise Tablo 2’de yer almaktadir. Tedavi-
ye antibiyogram sonucuna gore H. huttiensenin
duyarli oldugu meropenemle devam edildi. Te-
davi sonucu genel durumu diizelen, atesi diisen,
laboratuvar degerleri normale donen ve tekrar
kan Kkiiltiirlerinde tiremesi olmayan hasta taburcu
edildi.
TARTISMA

Yakin zamana kadar sadece doganin vyararl
bakterileri olarak tanimlanan Herbaspirillum'larin,
insan infeksiyon etkeni olarak goriilmelerini et-
kileyebilecek nedenlere yonelik cesitli calismalar
yap11m15t1rl5’13]. Her ne kadar organizmaya giren
veya organizmada bulunan bir mikroorganizma
icin kesin smurlarla saprofit/patojen/apatojen ta-
nmimlamasi yapilamazsa bile cesitli gen kazanim
ya da kayiplarinin bakterilerin virulansi iizerine
etkili olabildigi bilinmektedir. Genomlarin dizilen-
¥ mesi ve karsilastinlmasi, filogenetik calismalar icin
\ - ~ glicli bir arac olmustur ve ayni taksonomik grup

N / i icindeki cevresel ve firsatci (veya patojenik) bak-
Sekil 1. Bir gecelik inkiibasyon sonrasinda %5 KKA'da ‘s’ tipin- terilerin farkl o©zelliklerinin aydinlatilmasina yardim
de H. huttiense kolonileri. etmektedir!!®.  Arastirmacilar  Herbaspirillum’larn
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Sekil 2. H. huttiense’'nin MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics, ABD) sisteminde saptanan spektrofotometre goriintusu.
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Tablo 1. izolatin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari

Antibiyotik adi MiK degerleri (mg/L) Yorum
Ampisilin <4 S
Piperasilin-tazobaktam <4/4 S
Amoksisilin-klavunat <2/2 S
Seftriakson <1 S
Levofloksasin 2 R
Siprofloksasin >1 R
Ertapenem <0.25 S
imipenem <0.25 S
Meropenem 0.25 S

R: Direngli, S: Duyarli.

Tablo 2. Literatiirdeki diger bazi klinik izolatlarin antibiyotik duyarhlik sonuglari

Antibiyotikler
Hastalar CAZ FEP CRO AK GM ETP MEM IPM COL SXT MH TZP CIP LEV TOB AM AMC
1. hasta (8) S S X S R X S X X S X S S S S X X
2. hasta (9) X S X s | X X X X S X S I X | X X
3. hasta (10) S X X X X X S X R S S X X X X X X
4. hasta (11) S S X S S X X S X S X S s S S X X
5. hasta (12) S S X S R X X X X X X S S S X X X
6. hasta (bizim olgumuz) X X S X X S S S X X X X R R X S S

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta duyarli.

CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, CRO: Seftriakson, AK: Amikasin, GM: Gentamisin, ETP: Ertapenem, MEM: Meropenem, IPM: Imipenem,
COL: Kolistin, SXT: Trimetoprim-sulfometoksazol, MH: Minosiklin, TZP: Piperasilin-Tazobaktam, CIP: Siprofloksasin, LEV: Levofloksasin, TOB:

Tobramisin, AM: Ampisilin, AMC: Amoksisilin-Klavulanat.

cevreden insan konakeilara nasil goc ettigini daha
iyi anlamak icin Klinik izolatlarin genomlarin,
cevresel izolatlarin genomlar1 ile Kkarsilastirmis-
lardir!3], Klinik suslarin konakei etkilesimleri ile
iliskili olabilecek yeni genler ve genomik adalar
kazandiklarii bildirmislerdir!13!. Klinik suslarda li-
popolisakkarit (LPS) biyosentezi ile ilgili bir gen
kiimesinin bulundugunu, cevresel suslarda yiiksek
oranda korunmasina ragmen, Kklinik sustaki LPS
biyosentez genlerinin, Herbaspirillum cinsi icinde
benzersiz ve ortolog olmayan genler icerdigini
tanimlamislardir! 3!, Ayni arastiricilar LPS biyosen-
tezinden sorumlu gen kiimesinin ayrica siyalik asit
(NeubAc) biyosentezinden sorumlu olan genleri
de icerdigini, NeubAc baglantii LPS’nin, bakte-
rilerin immiin sistemden kacis yolu olabilecegini
belirtmislerdir. Invitro bir calismada da cevresel
ve Kklinik suslarin biyokimyasal, hemoliz, adez-
yon gibi ozellikleri Kkarsilastirilmis, suslar arasinda

farklar bulunmamuistir. Sonuc, suslarin daha cok
bireylerin baskilanmis immiin sisteminden vyararla-
narak firsat¢1 infeksiyona neden oldugu seklinde
yorumlanm1st1r[5].

Simdiye kadar tamimlanan Herbaspirillum tiir-
leri insan infeksiyonlarina nadiren neden olmak-
tadir. Bu bakteriler cogunlukla malignite gibi im-
miin sistemi baskilayan hastah@ olan Kisilerde
ve Kkistik fibrozisli hastalarda firsat¢i infeksiyon
etkeni olarak g'drijlmektedir[g’g’15‘19]. Chemaly ve
arkadaslari, 2015 wyilinda kanser hastalarinda 8
vakadan olusan Herbaspirillum tirlerine ait ilk
hastane temelli infeksiyon kiimelenmesini bildir-
mistirl 19, Spilker ve arkadaslarnn 28 Kkistik fibrozisli
hastanin degerlendirildigi bir calismada 27 hasta-
nin solunum yolu orneginden ve bir hastanin kan
orneginden Herbesprillum (H. rubrisubalbicans, H.
seropedicae, H. putei, H. huttiense, H. frisingen-
se) tiirlerini tammlamay1 basarmuslardir®. Baska
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bir calismada esansiyel trombositopeni ile takip
edilen ve immiin sistemi hakkinda net bilgive sa-
hip olunmayan 59 vasinda kadin hastanin balgam
kiiltirinde H. hutteinse/Herbasprillum aquaticum
tanimlanmstir 111, Olgumuz bildigimiz kadaryla iil-
kemizde immiin sistemi baskilanmis bir hastada
Herbasprillum cinsine ait bildirilen ilk infeksiyon
vakasidir. Bunlarnin disinda immiinkompetan has-
talardan izole edilen Herbasprillum’a bagl gelisen
miinferit infeksiyon olgular1 da bildirilmistir!:12.
Immiinkompetan bir kiside taimlanlanan ilk Her-
basprillum (H. aquaticum/H. huttiense) olgusu
2015 wyihnda bildirilen bakteriyemi ve pnomonili
bir hastadir®. Ulkemizde ise Alzheimer tarusi ile
takipli immiinkompetan bir hastada H. huttien-
se’'ve bagh gelisen bakteriyemi tablosu bildirilmis-
tirl12l. Mevcut literatiir bilgilerimize gore insanlarda
infeksiyon olusturan Herbasprillum tiirleri kan ve
solunum yolu ©rnekleri ©n planda olmak iizere;
bacak varalar, goz, kulak, diz eklemi, idrar yolu,
gastrointestinal sistem, aort anevrizmasinin arte-
rivel duvari gibi cok cesitli klinik materyallerden
izole edilmistir[8’18’20’22].

Herbasprillum tiirleri filogenetik ve fenoti-
pik benzerlikleri nedeniyle otomatize sistemlerde
Burkholderia cepacia complex (BCC) (daha sik
olarak), Cupriavidus pauculus ve Ochrobactrum
anthropi olarak yanlis tanmimlanmaktadir. BD Pho-
enix, MicroScan ve Vitek2 gibi bakteriyel ta-
nimlama icin yaygin olarak kullanilan otomatize
sistemlerin veri tabaninda Herbaspirillum tiirleri
yer almamaktadir. Bu nedenle, Herbasprillum'u
tammlamak icin veritabaninda Herbasprillum tiir-
lerinin olmadigi otomatize sistemler kullanilamaz.
Geleneksel tanimlama yontemleri ise Herbaspril-
Jum'u cins diizeyinde tanimlamak icin yeterli olma-
maktadir!1-3-8.17-21] Herbaspirillum tirleri ile ilgili
literatiirde simnirli sayida vaka bulunmasi bu yanhs
tammlanmaya baglanmlstlr[z‘o’]. Herbasprillum tiir-
leri Burkholderia cepacia complex ile benzer ola-
rak hareketli, katalaz, oksidaz, iireaz aktivitelerine
sahip gram-negatif non-fermentatif basillerdir. Bu
nedenle rutin uygulanan konvansiyonel laboratuvar
yontemleri ile ayrimlart yapilamamaktadir. Her-
baspirillum tiirlerinin antibiyotik duyarlilik profilleri
ise BCC'ye gore farkhdir. Bu bilgiler 1siginda
otomatize sistemler tarafindan tanmimlanan nadir
goriilen laktozu fermente etmeyen gram-negatif

bakteriler, antibiyotiklerin tamamina veya coguna
duyarli ise bu mikroorganizma icin yanhs ta-
nimlamadan stiphelenilmelidir ve diger tanimlama
yontemleriyle dogrulanmahdlr[g’l”. Spilker ve ar-
kadaslar1 Micro Scan, Rapid NF, Vitek, API NF,
Phoenix, Biochem sistemleriyle 28 izolatin 19
tanesini Burkholderia cepacia complex, 4 tanesini
Ralstonia spp. olarak tanimlamslardir. Bes izolati
tammlayamamlslardlr[gl. Liu ve arkadaslarn bir izo-
lati VITEK 2 sistemi ile BCC olarak tanimlarken;
ayni izolati MALDI-TOF MS vyontemi ile H. hit-
tuense olarak identifiye etmislerdirl?. Suwantarat
ve arkadaslart BD Phoenix ile ii¢ izolati Cupria-
vidus pauculus ve Burkholderia cepacia kompleksi
olarak identifiye etmislerdir. Aymi etkenler gaz-sivi
kromatografisi ile yapilan hiicre duvari yag analizi
ile Herbasprillum spp. ve MALDI-TOF MS ile H.
huttiense olarak tammlanmlstlr[g]. Calismalarda re-
ferans yontem olarak 16S rRNA gen sekanslama
metodu kullamlm1st1r[3’8'11]. Ulkemizde Aslaner ve
arkadaslar1 tarafindan bildirilen bir vakada im-
miinkompetan bir hastanin kaninda H. huttiense
etkeni MALDI-TOF MS ile tanimlanmis ve se-
kanslamaya gerek duyulmarmstir!}2.

MALDI-TOF MS hizli tanimlama orani ve
yiiksek ayirici giicti ile nadiren insan patojenleri
olarak bildirilen ve rutin yontemler kullanilarak ta-
nimlanmasit zor olan mikroorganizmalarin identifiye
edilebilmesi icin vararli bir aractlr[6]. MALDI-TOF
MS, geleneksel fenotipik yontemler ve molekiiler
tanimlamalar ile Kkarsilastirildiginda nadiren insan
patojenleri olarak bildirilen Burkholderia cepacia
complex ve diger bakteri tiirlerini tanimlayabilir
(8). Yapilan calismalara gore Herbasprillum tiirleri-
ni iceren kapsamli bir veri tabanina sahip MALDI
Biotyper veri tabanini iceren bir Microflex cihazi
kullanilarak yapilan kiitle spektrometresi yontemi
ile Herbasprillum'lar cins diizeyinde tanimlanabil-
mektedir®11]. Molekiiler tammlama teknikleri ise
mikroorganizmalari tammlamada en faydali yon-
temdir. H. huttiense ve H. aquaticum tirlerini
ayirt etmek, 16S rRNA geninin sekans bazh
tanimlamasiyla miimkiindiir®23, Biz de iki kan
kiiltiirli ©rneginden izole ettigimiz suslar1 MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, ABD) ile tiplendirdik.
Biyokimyasal ozellikleri H. huttiense’yi destekledigi
ve literatiirde de kullanilan kiitle spektrometre
yonteminin gen sekanslama ile uyumlu sonuclar
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oldugundan molekiiler yontemlere gerek duymadik.

Sonug olarak MALDI-TOF MS yonteminin mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanima
girmesi ile insanda nadiren infeksiyonlara neden
olan mikroorganizmalarin tanimlamasi hizlanmistir.
Immiinsiipresif hastalarda, nadiren insan patojeni
olarak tespit edilen bakteriler kolaylikla infeksiyona
neden olabilmektedir. Otomatize tanimlama sis-
temlerinin {ilkemizde bulunan tiim laboratuvarlara
kazandirilmas: ©zellikle immiinsiipresif hastalarda
infeksiyona neden olan etkenlerin hizli ve dogru
tammlanmasini  saglayacaktir. Boylece morbidite
ve mortalitenin azaltilabilecegini diistintiyoruz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir c¢ikar
catismasi bildirmemislerdir.

YAZAR KATKISI

Anafikir/Planlama: NU

Analiz/Yorum: NU, NA, MK

Veri saglama: NU, MK

Yazim: NU, NA, MK

Gozden Gecirme ve Diizeltme: NU, NA
Onaylama: NU, NA, MK
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