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Pseudoclavibacter spp.’nin Etken Oldugu
Enfektif Endokardit Olgusu

A case of Infective Endocarditis Caused by
Pseudoclavibacter species
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Enfektif endokardit cogunlukla stafilokok, streptokok ve enterokok gibi bakterilerin neden oldugu bir
enfeksiyon hastaligidir. Bu olgu raporunda Pseudoclavibacter cinsi bakterinin etken olarak degerlendirildigi
bir enfektif endokardit olgusu sunulmustur. Kilo kaybi, halsizlik ve bel agrisi sikayetleri ile hastanemize
basvuran ve dokuz yil 6ncesinde gegirilmis mitral kapak operasyonu Oykiisti bulunan 66 yasinda kadin
hastanin fizik muayenesinde 2/6 Uflirim saptanmistir. Kan kiiltiiri alinip vankomisin (1 x 1 gr/gin, iv)
ve gentamisin (3 x 80 mg/guin, iv) tedavisi baslanmistir. Otomatize kan kiltiir cihazinda (Bact/Alert,
bioMérieux, Fransa) inkiibasyonun ikinci gliniinde gram-pozitif basil liremesi saptanmustir. Ates yiiksekligi
devam eden hastada cekilen pozitron emisyon tomografisi/bilgisayarli tomografide (PET/CT) mitral
kapak lojunda fokal alanda artmis tutulum enfektif endokardit lehine yorumlanmistir. Cerrahi agidan
cok ytiksek riskli olarak degerlendirilen hastanin vankomisin tedavisi 42 giine tamamlanarak taburcu
edilmistir. Bakteri isimlendirmesi icin DNA izolasyonu ticari bir kit (Invitrogen PureLink Genomic DNA
Mini Kit; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ABD) ile yapilmis ve Universal primerler 27F ve 1492R
kullanilarak 16S rRNA gen bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltiimistir. PCR Urinlerinin
dizi analizi ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi ve BigDye Terminator v3.1 Cycle dizileme kiti (Applied
Biosystems, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak yapilmstir. izolata ait 1366 baz
cifti (bp) uzunlugundaki dizinin “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) programiyla GenBank'ta
bulunan diziler ile karsilastirlmasi sonucunda %99 oraninda Gulosibacter spp. (Erisim No. LR884222,
benzerlik; 1365/1366 bp) ve Pseudoclavibacter spp. (erisim no. F|375951, benzerlik; 1364/1366 bp)
ile uyumlu oldugu saptanmistir. Oksidaz pozitif olan bakteriye ait nitrat rediiksiyon testinin olumsuz
sonuglanmasi tizerine bakteri Pseudoclavibacter spp. olarak degerlendirilmistir. Disk diflizyon yontemiyle
arastirilan linezolid duyarli, klindamisin ve tetrasiklin direncli, gradiyent serit test yontemiyle arastirilan
penisilin [minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)= 0.002 pg/ml], vankomisin (Mik= 0.25 pg/ml) ve
rifampisin (MiK= 0.003 pg/ml) duyarli, siprofloksasin (MiK= 0.25 pg/ml) ise artmis dozda duyarli olarak
bulunmustur. Pseudoclavibacter, Microbacteriaceae ailesi Uyesi olan sporsuz, hareketsiz ve katalaz pozitif
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aerobik gram-pozitif basil seklinde bir mikroorganizmadir. Pseudoclavibacter tirlerinin etken olarak
tanimlandig sinirli sayida olgu bildirilmistir. Bu olgu raporunda, farkli zamanlarda alinan alti sise kan
kiltiriinde ayni etkenin Gremis olmasi ve PET-CT/PET-BT'de artmis fokal tutulumun endokardit lehine
yorumlanmasi nedeniyle lireme gosteren gram-pozitif basil etken olarak kabul edilmistir. Bildigimiz
kadariyla sunulan olgu, Pseudoclavibacter kaynakl ikinci enfektif endokardit olgusudur. Sonug olarak,
yapay kalp kapagi bulunan hastalarda klinik uyum varliginda gram-pozitif basillerin etken olabilecegi g6z
ardi edilmemeli ve tanimlamada farkli mikrobiyolojik yontemlerden yararlanilmalidir.

Anahtar kelimeler: Pseudoclavibacter; enfektif endokardit; 16S rRNA gen dizileme.
ABSTRACT

Infective endocarditis is an infectious disease usually caused by bacteria, including streptococci,
staphylococci, and enterococci. In this report, a case of infective endocarditis in which Pseudoclavibacter
spp. detected as the causative agent was presented. A 66-year-old female patient was admitted to
our hospital with weight loss, malaise, and lumbar pain. A 2/6 murmur was detected in the physical
examination of the patient, who had a history of mitral valve surgery nine years earlier. Blood sample
was collected for culture and vancomycin [1 g/24 hours, intravenously (IV)] and gentamicin (80 mg/8
hours, IV) therapy were started. Gram-positive bacilli were detected on the second day of incubation
in the blood culture bottle incubated in the BacT/ALERT 3D microbial detection system (bioMerieux,
France). High uptake in the focal area of the mitral valve on positron emission tomography-computerized
tomography (PET-CT) was interpreted as infective endocarditis. The patient was considered to be at
very high risk for surgery and she was discharged after the vancomycin treatment completed for 42
days. For bacterial identification, DNA was isolated using a commercial kit (Invitrogen PureLink Genomic
DNA Mini Kit; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), and the 16S rRNA gene was amplified by
a polymerase chain reaction (PCR) assay using universal primers 27F and 1492R. Sequence analysis
of the PCR product was carried out on an Applied Biosystems 3730XL DNA Analyzer with an Applied
Biosystems BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
A 1366 bp long sequence of the isolate was analyzed using the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) in GenBank and the sequence was 99% compatible with Gulosibacter spp. (GenBank sequence
ID: LR884222.1, identity 1365/1366 bp) and Pseudoclavibacter spp. (GenBank sequence ID: F|375951.1,
identity 1364/1366 bp). Upon the negative result of nitrate reduction test of bacterium that was oxidase-
positive, the bacterium was considered as Pseudoclavibacter spp. Linezolid, clindamycin, and tetracycline
susceptibilities were determined by using the disc diffusion method. The isolate was susceptible to
linezolid and resistant to clindamycin and tetracycline. It was also susceptible to penicillin [minimum
inhibitory concentration (MIC) = 0.002 pg/ml], vancomycin (MIC= 0.25 pug/ml), and rifampicin (MIC=
0.003 pg/ml) and was categorized as “susceptible, increased exposure” to ciprofloxacin (MIC= 0.25
pg/ml), as determined by using a gradient strip test. Pseudoclavibacter species are non-spore-forming,
non-motile, catalase-positive, aerobic gram-positive bacilli belonging to the Microbacteriaceae family.
A limited number of clinical cases due to Pseudoclavibacter species have been reported. In the present
case, gram-positive bacilli were considered to be the causative agent of infective endocarditis because
of the growth of the same bacteria in six bottles of blood cultures taken at different times and increased
focal involvement on PET-CT. To our knowledge, this is the second reported case of infective endocarditis
due to Pseudoclavibacter species. In conclusion, in cases of clinical compliance in patients with prosthetic
heart valves, gram-positive bacilli should be considered causative agents of infective endocarditis and in
such cases, a range of microbiological assays should be used for identification.

Keywords: Pseudoclavibacter; infective endocarditis; 16S rRNA gene sequencing.
GiRiS
Enfektif endokardit, kalbin endokardiyal ylizeyinin enfeksiyonu olup kalp kapaklari,

konjenital kardiyovaskiiler lezyonlar ve kalpteki prostetik materyalin tutulumu ile seyre-
den bir hastaliktir'. Enfektif endokarditte etken, siklikla stafilokok, streptokok ve entero-
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koklardir ancak daha diisiik oranda olmakla birlikte diger mikroorganizmalar da enfektif
endokardite yol acabilmektedir. Etken mikroorganizmalar altta yatan hastaliklar, yapay
kapak varligi, enfeksiyon kaynagi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebilmekte-
dir?3, Enfektif endokarditin klinik gériiniimii 6zgiil olmayip farklilik gésterebilmektedir.
Nedeni bilinmeyen sepsis veya risk faktorlerinin varliginda atesi olan hastalarda enfektif
endokardit dustindlmelidir. Sepsisin belirtileri, mikrobiyal virlilans ve konagin bagisiklik
yaniti gibi faktérlere bagh olarak halsizlikten soka kadar degisebilmektedir®. Bu olgu ra-
porunda gram-pozitif bir basil olan Pseudoclavibacter'in etken olarak degerlendirildigi bir
enfektif endokardit olgusu sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Kilo kaybi, halsizlik ve bel agrisi sikayetleriyle hastanemize basvuran 66 yasinda kadin
hastanin oykiistinde dokuz yil 6ncesinde gecirilmis mitral kapak operasyonu bulunmak-
taydi. On bes guin 6nce dis merkezde cekilen tim viicut kemik sintigrafisi lomber spondi-
lodiskit ile uyumlu bulunan hastanin fizik muayenesinde 2/6 ftirim saptanmasi tizerine
spondilodiskit ve enfektif endokardit 6n tanilariyla yatisi yapildi. Hastanin laboratuvar tet-
kiklerinde Iokosit sayisi 10.200/mm? (referans araligi= 3.980-10.040/mm?3) ve C-reaktif
protein (CRP) degeri 6.48 mg/dl (referans arali§i= 0-0.5 mg/dl) idi. iki sise aerob kan
kultird alinip vankomisin (1 x 1 gr/giin, iv) ve gentamisin (3 x 80 mg/glin, iv) tedavisi
baslandi. Otomatize kan kdiltiir cihazinin (Bact/Alert, bioMérieux, Fransa) inkiibasyonun
ikinci gliniinde sinyal vermesi Uzerine kan kiltir sisesinden yayma hazirlanip Gram bo-
yama yapildi ve korineform yapida gram-pozitif basiller gozlendi. Kan kiltir 6rnegi %5
koyun kanl agara ekildi ve ertesi glin gram-pozitif basil Gremesi saptandi. Tedavi altinda
ates ylksekligi devam eden hastadan, yatisinin ticlincti giiniinde alinan kan kilttriinde
de benzer Gireme gorildi. Cekilen pozitron emisyon tomografisi/bilgisayarli tomografi-
de (PET-CT) mitral kapak lojunda fokal alanda artmis tutulum enfektif endokardit lehine
yorumlandi. Cerrahi acidan cok yiiksek riskli olarak degerlendirilen hastanin vankomisin
tedavisi 42 giine tamamlandi ve klinik tabloda diizelme olmasi lzerine hasta taburcu
edildi.

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kitle spektromet-
resi (MALDI-TOF MS) temelli VITEK MS, v3.2 (bioMérieux, Fransa) sistemi ile isimlendiri-
lemeyen bakterinin ticari bir kit (Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit; ThermoFis-
her Scientific, Waltham, MA, ABD) ile DNA izolasyonu yapildi. Universal primerler (27F;
5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ ve 1492R; 5'- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT
T-3") kullanilarak 16S rRNA gen bélgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilds.
PCR urunleri ticari bir kit (PureLink PCR purification kit; ThermoFisher Scientific, Walt-
ham, MA, ABD) ile ureticinin onerileri dogrultusunda saflastirildi. PCR drlnlerinin dizi
analizi ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle dizileme kiti (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak yapildi. Elde edilen kromatog-
ram dosyalari ProSeq v2 ve BioEdit programlariyla analiz edildi.
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izolata ait 1366 bp uzunlugundaki dizinin BLAST programi ile GenBank’ta bulunan di-
ziler ile karsilastinlmasi sonucunda %99 oraninda Gulosibacter spp. (erisim no: LR884222,
benzerlik; 1365/1366 bp) ve Pseudoclavibacter spp. (erisim no: FJ375951, benzerlik;
1364/1366 bp) ile uyumlu oldugu saptandi. Klinik izolata ait DNA dizisinin 935. nukleo-
titi adenin olarak belirlenirken bu pozisyona denk gelen niikleotitin her iki referans dizide
de guanin oldugu gériildii. izolata ait dizinin 1051. pozisyonunda guanin bulunurken
FJ375951 dizisinde bu nikleotite karsilik gelen dizide R (adenin ya da guanin) oldugu
gorildi. Oksidaz pozitif olan bakteriye ait nitrat rediiksiyonu deneyinin olumsuz sonug-
lanmasi (izerine bakteri Pseudoclavibacter spp. olarak degerlendirildi®’. Bakterinin antibi-
yotik duyarhliklarini belirlemek icin disk diflizyon testi, Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi Komitesi [European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)]
kilavuzunda Corynebacterium tiirleri icin belirtilen &neriler dogrultusunda yapildi®. Gradi-
yent serit testi icin ise Uretici firma (bioMérieux, Fransa) onerilerine uyuldu. EUCAST esik
degerler tablosunda Pseudoclavibacter yer almadigindan Corynebacterium tirlerine ait
esik degerlere gére antimikrobiyal duyarlilik testleri yorumlandi®. Buna gére disk difiiz-
yon yontemiyle izolat linezolid duyarli, klindamisin ve tetrasiklin direncli, gradiyent serit
test yontemiyle arastirilan penisilin (MiK= 0.002 ug/ml), vankomisin (MiK= 0.25 pg/ml)
ve rifampisin (MiK= 0.003 pg/ml) duyarl, siprofloksasin (Mik= 0.25 ug/ml) ise artmis
dozda duyarl olarak bulundu.

TARTISMA

Enfektif endokardit, tani ve tedavisinde yasanan gugcliklerin yani sira yliksek morbidite
ve mortaliteye sahip olmasi nedeniyle 6nemli bir enfeksiyon hastaligidir. Enfektif endo-
kardite yol acan mikroorganizmalarin tanimlanmasi, hastaligin tanisi ve uygun antimik-
robiyal tedavinin belirlenmesi acisindan olduk¢a 6nemlidir®.

Pseudoclavibacter tirleri, Microbacteriaceae ailesi tyesi olan gram-pozitif, sporsuz, ha-
reketsiz ve katalaz pozitif, aerobik korineform basillerdir. Pseudoclavibacter, diger bir Mic-
robacteriaceae iyesi Gulosibacter ile filogenetik olarak yakin iliskilidir®®. izole ettigimiz
bakterinin 16S rRNA gen dizisi Pseudoclavibacter ve Gulosibacter'e benzer olarak bulun-
mus ve tanimlamada biyokimyasal testlerden yararlaniimistir. Her iki cinse ait tanimlanan
turlerin o6zellikleri incelendiginde, Gulosibacter tirlerinin nitrat rediiksiyonunun pozitif,
Pseudoclavibacter tiirlerinin ise negatif oldugu gorilmistir. Oksidaz reaksiyonunun ise
Gulosibacter de pozitif iken Pseudoclavibacter de tirlere gore degiskenlik gosterdigi ifade
edilmektedir®’?. Hastadan izole edilen oksidaz pozitif bakterinin nitrat rediiksiyon testi
negatif bulunmus ve bakteri Pseudoclavibacter spp. olarak degerlendirilmistir.

Pseudoclavibacter bitki ve toprak gibi cesitli cevresel kaynaklardan izole edilmistir®'3.

Pseudoclavibacter tiirlerinin etken olarak tanimlandigi sinirli sayida olgu bildirilmistir. Le-
maitre ve arkadaglarinin' cilt alti siiriintii 6rneginden izole ettikleri bakterinin 16S rRNA
gen dizi analizi sonucunda %99 oraninda Pseudoclavibacter spp. ile benzerlik gosterdi-
gini tespit etmislerdir (GenBank Erisim No. FJ375951). Diger bir olguda ise kronik obs-
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truktif akciger hastaligi olan bir hastanin kanindan izole edilen bakteri yine 16S rRNA gen
dizileme ile Pseudoclavibacter bifida olarak tanimlanmistir'>. Ayuthaya ve arkadaslari'® ise
Pseudoclavibacter'e bagh bir otitis media olgusu bildirmistir. Pailhoriés ve arkadaslari, mit-
ral kapak operasyonu 6ykiisu bulunan bir hastadan izole ettikleri bakteriyi 16S rRNA gen
dizi analizi (GenBank erisim no: K|662671) ile tanimlamis ve Pseudoclavibacter spp.’nin
etken oldugu ilk endokardit olgusunu bildirmislerdir'”. Mages ve arkadaslari ise klinik
orneklerde karsilasilan Arthrobacter spp. ve Arthrobacter benzeri bakterilerin dagilimini
arastirdiklari bir calismada'® aort kapagindan izole edilen bir bakteriyi Pseudoclavibacter
spp. olarak isimlendirmislerdir (GenBank Erisim No: EU086820). Sunulan olguda Ug¢ farkli
zamanda alinan ikiser sise kan kilturiinde ayni etkenin tGremesi ve PET-CT’de artmis fokal
tutulumun endokarditi isaret etmesi nedeniyle lGreyen gram-pozitif basil etken olarak
kabul edilmistir. Bildigimiz kadariyla sunulan olgu, Pseudoclavibacter kaynakl ikinci en-
fektif endokardit olgusudur. izole edilen bakteri, rutin fenotipik yontemlerle isimlendiri-
lemediginden 16S rRNA gen dizi analizi ve ek fenotipik testler yapilarak cins diizeyinde
tanimlanmustir. Sonug olarak, yapay kalp kapagi bulunan hastalarda klinik uyum varhigin-
da kan kilturiinde Ureyen gram-pozitif basillerin etken olabilecegi g6z ardi edilmemeli
ve izolatin mikrobiyolojik olarak tanimlanmasinda fenotipik ve molekiiler mikrobiyolojik
yontemler birlikte kullanilmalidir.

CIKAR CATISMASI

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