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OZET

Antibiyotik Kullanan Hastalarda Bagirsak Florasinin incelenmesi ve
Clostridium difficile Toksin Arastirilmasi

Clostridium difficile iliskili ishal 6zellikle hastanede yatan genis spektrumlu
antibiyotik kullanan hastalarda ortaya cikabilmektedir. Kendini simirlayan hafif
bir ishalden agir seyirli psodomembranéz enterokolite kadar degisen bir klinik
tablonun gelismesi soz konusudur. C. difficile’ye bagh enfeksiyonlardan sorumlu
en onemli antibiyotikler ampisilin, amoksisilin, klindamisin ve sefalosporinlerdir.
Antibiyotik kullanimi disinda ileri yas, gastrointestinal endoskopi ve cerrahi
miidahale, kanser, bobrek yetmezligi gibi altta yatan hastaliklar, immiin sistemin
baskilanmasi, nazogastrik tiipiin varhg, antiiilser ila¢ kullammi, yogun bakimda
yatma, uzun siireli hastanede yatis risk faktorleri arasinda sayilmaktadir. Kesin
tam diskidan C. difficile’nin iiretilmesi ve hiicre Kkiiltiiriinde sitopatik etkiyi
saptayarak toksin yapiminin gosterilmesi ile konur. Ancak rutinde bu her zaman
miimkiin olmadigi icin ELISA yontemi ile toksinin gosterilmesi daha sik kullanilan
bir yontemdir.

Bu calismada Eyliil 2010-Ekim 2011 tarihleri arasinda Mersin Universitesi
Tip Fakiiltesi’nin ¢esitli kliniklerinde yatan ve ishal gelisen 158 hastadan Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvar’’na gonderilen diski 6rneklerinde
Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA) yontemiyle C. difficile toksin A/B
arastirillmistir. Cahismamizda; 18 (%11,4) hastada C. difficile toksin A/B pozitif
olarak bulunmus ve bu hastalarin 15 (%83,3)’inin beta laktam-beta laktamaz
inhibitor grubu (penisilin, sefalosporin ve karbapenem) antibiyotik kullandig:
goriilmiistiir. Toksin pozitif hastalarin diski Kkiiltiirlerinde ise bir tanesinde C.
albicans iirerken 17 tanesinde normal bagirsak flora bakterilerinin iiredigi tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak; C. difficile hastanede yatan ve basta antibiyotik kullanan
hastalarda gelisen ishallerde oncelikle akla gelmeli ve rutin laboratuvarlarda
diskida toksin arastiran ELISA testleriyle toksin arastirilmasinin yapilmasi
onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik kullanimu, ishal, C. difficile toksin A/B, ELFA



ABSTRACT

Investigation of Intestinal Flora and Clostridium difficile Toxin at Patients on
Antibiotics

Clostridium difficile associated diarrhea may especially occur in hospitalized
patients receiving large spectrum antibiotics. It is possible to observe a clinical
picture ranging from a mild self-limiting diarrhea to severe course of
pseudomembranous enterocolitis. The most important antibiotics responsible for
C. difficile infections are to ampicillin, amoxicillin, clindamycin, and
cephalosporins. A part from the use of antibiotics, advanced age, gastrointestinal
endoscopy and surgery, underlying diseases such as cancer and kidney failure;
Immune system suppression, the presence of a nasogastric tube, use of antiulcer
drugs, intensive care unit treatment and long-term hospitalization are counted
within risk factors. The definitive diagnosis is established producing C. difficile
from the feces and demonstration of the toxin by determining the cytopathic effect
in cell culture production. However this routine is not always possible so
demonstration of the toxin with the ELISA method is more often used method.

In this study, toxin A/B were investigated with Enzyme-Linked Fluorescent
Assay (ELFA) method in stool specimens which sent to Department of Medical
Microbiology Laboratory from 158 patients who developed diarrhea and
hospitalized in various clinics of Mersin University School of Medicine between
September 2010 - October 2011. In this study, C. difficile toxin A/B is found
positive in 18 (11,4%) patients and 15 of these patients (83,3%) were used, beta-
lactam-beta-Scroll lactamase inhibitor group (penicillins, cephalosporins, and
carbapenems) antibiotics. In one of the stool cultures of toxin positive patients had
C. albicans while normal intestinal flora bacteria were grown in the 17 of them.

As a result, C. difficile should be considered particularly for the hospitalized
and diarrhea developed patients who used antibiotics first. Investigation of toxin
with ELISA test while performing routine toxicological processing of stool in
laboratories is recommended.

Keywords: Antibiotic use, diarrhea, C. difficile, toxin A/B, ELFA
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1. GiRiS

Clostridium difficile antibiyotikle iliskili ishal ve kolitin en énemli etkenidir ve
hastalik hafif ve kendini sinirlayan ishalden, karakteristik sekli olan psédomembranéz
kolit (PMK) tablosuna kadar ulasabilmektedir. C. difficile patolojik degisiklikler ve
klinikten sorumlu olan toksin A ve toksin B olmak {izere iki toksin olusturmaktadir (1).

Clostridium difficile enfeksiyonu o6zellikle antimikrobiyallerle tedavi edilen
hastalarda morbidite ve mortaliteden sorumlu ciddi bir saglik sorunudur (2).
Antibiyotige bagli ishallerin %15-25’inden, PMK’li hastalarin hemen hemen hepsinden
sorumludur (3). Antibiyotik nedenli ishallerin diger etkenleri olarak; Clostridium
perfringens (A tipi), Staphylococcus aureus, Klebsiella oxycota, Salmonella ve Candida
turleri bildirilmektedir (4). Antibiyotik kullanimi, florada degisiklik olusturmasi ve
direncli bakterilerin se¢ilmesi, kolonizasyonun koruyucu etkisini ortadan kaldirmasi
gibi etkilerinin disinda 6nemli oranda ishal gelismesi riski de tasimaktadir (5).
Antibiyotige bagl ishal (ABI) tamminda sorun yaratan bir nokta, olgularin antibiyotik
kullanimindan saatler sonra baslayabilecegi gibi iki-ii¢ ay i¢inde de baslayabilmesidir.
Kullanilan antibiyotiklere bagli olarak degismekle beraber, antibiyotik kullaniminda
ortalama %5-15 oraninda ABI bildirilmektedir. En sik belirlenen etken olan Clostridium
difficile ancak olgularin ¢ok az bir kisminda (%10-20) saptanabilmekte ve ¢ogu olguda
gercek etken ya da mekanizma ortaya konamamaktadir. Bu konudaki ilk bilgilerin cogu
Staphylococcus aureus ile olusmus psédomembrandz kolit olgular ile sinirli iken C.
difficile’nin belirlenmesi ile olgularin en 6nemli nedeni olarak bu bakteri 6n plana
cikmustir (5).

Clostridium difficile; Gram pozitif, sporlu, zorunlu anaerob, uzun ve biiyiik
basiller seklinde goriinen bir bakteridir (6). Bu bakteri saglikli insanlarin %3 ’{iniin
normal bagirsak florasinda yer almaktadir (7, 8). C. difficile fekal oral yolla direk olarak
bulasabilecegi gibi, yiizeylerdeki sporlarin alinmasiyla indirek olarak da
bulasabilmektedir (6). Bu bakteri iki gesit toksin tiretmektedir. Toksin A (308 kDa) ve
toksin B (270 kDa) diye adlandirilan toksinler kromozomal bir gen olan ‘tox’ geninin

kontrolii altindadir. Bu ‘tox’ geni bakterinin tiim suslarinda bulunmamaktadir (7).



Clostridium difficile iliskili enterik hastaliklar hastanede yatan hastalarda yaygin
olarak goriilmektedir. Hastanede c¢alisanlar ve organizmayi tasiyan hastalar arasinda
yayilarak nozokomiyal enfeksiyon sonucu PMK gelismektedir. Tasiyic1 hastalarin sayisi
ciddi ishal ve kolit olanlardan daha yiiksektir. C. difficile ayn1 zamanda toplum kaynakli
vakalar olarak hastane disinda da siklikla bildirilmektedir. C. difficile vahsi hayvanlar
gibi cesitli evcil hayvanlarda da enfeksiyon yapmaktadir. Hayvanlar ve onlarin et
tirinlerinde ayni serotiplerin bulunmasi insan enfeksiyonlariyla iliskili bulunmus ve
enfeksiyonun toplumda kazanilmasinda etken olabilecegi diisiiniilmiistiir (9).

Clostridium difficile az sayida saglikli bireyde ve hastanede yatan hastalarda,
normal bagirsak florasinin bir pargasidir. Antibiyotik kullanimi normal bagirsak
florasin1 degistirmekte ve bu olduk¢a direngli organizmalarin asir1 liremesine yol
acmakta ve hastay1 C. difficile enfeksiyonuna karsi duyarli hale getirmektedir. Hastalik,
etkenin kolonda ¢ogalmasi ve toksinleri tiretmesi ile meydana gelmektedir (10).

Clostridium difficile genis spektrumlu antibiyotik kullanimina bagli hastanede
kazanilmis ishalin en sik etkenidir. Antibiyotikler birinci risk faktorii olsa da konak
faktorleri ve gevresel faktorler de hastaligin siddetinde etkindir. C. difficile iliskili ishal
icin tespit edilen birkag risk faktorii bulunmaktadir. Bunlardan antibiyotik kullanimi en
onemli risk faktoriidiir. Bunun diginda immunsupresif ajanlar, proton pompa
inhibitorleri ve kanser tedavisinde kullanilan ilaglar da C. difficile iliskili ishal
olusumunda 6nemli risk faktorleridir (9).

Bu c¢aligmada hastanede yatan ve Ozellikle antibiyotik kullanimi sonucu ishal
gelisen hastalarin digkisinda C. difficile toksin A/B arastirilmasi ve bu hastalarin C.
difficile i¢cin muhtemel olan risk faktorlerinin; altta yatan malign hastalik,
immunsupresif ilag, antililser ve kanser tedavisi alip almadigi, nazogastrik tiip

kullanimi gibi faktorlerin arastirilmasi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tarihce

Psodomembrandz kolit, ilk kez 1893 yilinda Finney tarafindan tanimlanmastir.
Mide tiimorii nedeniyle ameliyat edilen bayan hastada, operasyonu takiben, ilerleyici
ishal baglamig; hasta 15 gilin sonra Olmiis, yapilan otopside bagirsaklarda
psodomembranlar goriilmiistiir (3). Bakteri ise ilk kez 1935 yilinda Hall ve O’Toole
tarafindan yenidogan ve bir yasina kadar olan bebeklerin digkilarindan izole edilmis ve
kiigiik yaslarda kolonun normal flora iiyesi oldugu bildirilmistir. Fakat bakterinin
PMK le iligkisi 1978 yilina kadar tespit edilememistir (3, 11).

Hambre 1943 yilinda hayvan modellerindeki toksisiteye dikkati c¢ekmistir.
1960’11 yillardan sonra antibakteriyel ajanlarin yaygin kullanimina bagli olarak, PMK
olgularinda artma goriilmiistiir (3). 1970°de PMK c¢aligsmalar1 i¢in en uygun hayvanin
golden syrian hamster oldugu saptanmistir. Bu hayvanlara oral veya parenteral olarak
verilen farkli antibiyotiklerin 6liimctil olabilen agir enterokolit tablolarina sebep oldugu
tespit edilmistir. Daha sonra bundan yola ¢ikilarak yapilan mikrobiyolojik arastirmalar
bu hayvanlarin digkilarinda, Clostridium sordelli antitoksinini nétralize edebilen bir
toksin olusturan C. difficile’nin bulundugunu gostermistir (12). 1974 yilina kadar
mukozal iskemi ve viral etkenler sorumlu tutulmustur (3). 1974 yilinda bakterinin
sporlarinin ¢evrede ¢ok fazla bulundugu ve bakteri toksinlerinin 6zellikleri tam olarak
ortaya ¢ikmustir (13, 14). PMK ile antibiyotik tedavisi arasindaki iligskinin ortaya
konmasindan sonra, 1974 yilinda birbiriyle baglantili ii¢ tarihi calisma yapilmistir.
Tedesco hastaligin anatomisini, Green hayvan modellerinde toksinin etkisini, Hafiz ise
basilin dogada yaygin olarak bulundugunu gostermistir (3). Tedesco ve arkadaslari
klindamisin kullanan 200 hastanin %20'sinde ishal, %10'unda PMK saptamis, boylece
klindamisine bagli ishal vakalarinda endoskopik olarak PMK tespit etmis ve bu
hastalarin digk: kiiltiirlerinde C. difficile’yi {ireterek izole etmistir (15, 16). Fakat kesin
olarak PMK-C. difficile iligkisi 1978'de Bartlett tarafindan saptanmistir (16). 1978
yilinda antibiyotikle iligkili PMK’in etkeni olarak C. difficile’nin ilk kez rapor

edilmesinden sonra C.difficile enfeksiyonu yillar igerisinde artis gostermistir (17).



C. difficile’nin klinik 6nemi, 1970°1i yillarin ortalarina kadar anlagilamamustir.
Bu organizma nadiren digki kiiltiirlerinden izole edilmekteydi ve insan hastaliklarindaki
rolii bilinmiyordu. Giiniimiizde yapilan sistematik ¢aligmalar, C. difficile’nin antibiyotik
kullanimi ile iligkili gastrointestinal hastaliklardan sorumlu oldugunu agikga
gostermektedir. Bu hastaliklar benign 6zellikte olup, kendiliginden iyilesen ishalden,
ciddi 6liimciil PMK’e kadar ilerleyebilmektedir (10). Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi’nin (CDC) raporuna gore C.difficile ile iliskili ishal insidans1 100.000 kiside
%31 iken, 2003 yilinda 100.000 kiside %61 olarak saptanmistir (18).

2.2.Mikrobiyolojik Ozellikleri

C. difficile 0,5 um eninde ve 3-5 um boyunda, uglar1 yuvarlak, ince, uzun, diiz,
Gram pozitif basillerdir. Dokudan hazirlanan preparatlarda tek tek veya kisa zincirler
halinde goriilirken kati  besiyerlerinde flamentoz yapida goriilebilmektedir.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanir. Ancak eski kiiltlirlerde, bazen Gram negatif
goriilebilir. Kapsiilsiiz ve peritrik kirpikleri ile zayif hareketlidir. Bakteri bedeninden
daha genis, oval, subterminal yerlesimli spora sahiptir. Spor nadiren terminal yerlesim
gosterebilmektedir (3, 19).

Sporlarin en 6nemli 6zelligi bakteri hiicre kalinligindan daha genis olmasi ve
bulundugu yerde bakteriyi sisirmesidir. Buna gore mekik, davul tokmagi ve raket
goriinimii alirlar. Sporlar dogada olduk¢a yaygin bir sekilde bulunmaktadir (19).
Ureyebilmesi icin karbondioksit (%10), hidrojen (%10) ve nitrojen (%80) bulunan
ortama ihtiyag gosteren zorunlu anaerob bir bakteridir. Her ne kadar 20°-45 °C’ler
arasinda iireyebilirse de, optimal iireme 1s1s1 30°-37 °C, pH: 7-7.2°dir. ilk izolasyonda
icinde kan, serum, yumurta sarist ve fruktoz bulunan besiyerlerine ihtiya¢ gosterir.
Agarli besiyerlerinde 35 °C’ de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda hafif kabarik, kenarlar
diizensiz, 1-3 mm c¢apli koloniler meydana gelir (3). Kanli agarda 24 saat
inkiibasyondan sonra 2 mm ve daha biyik, buzlu cam goriintiisiinde, sar1 renkli
koloniler olusturur (20). At kan1 konmus besiyerlerinde bazen hemoliz goriilebilirse de,
koyun ve insan kanli agar besiyerlerinde hemoliz olusmaz (3). Bakteri ¢ogu antibiyotige

direngli oldugundan diskidan ilk izolasyonunda, iginde cesitli antibakteriyel ajanlar



bulunan selektif besiyerleri kullanilir. En sik kullanilan Cycloserine-cefoxitin fructose
agar (CCFA) besiyeridir. Bu besiyerinde 24 saat i¢inde olusan koloniler 360 nm.
ultraviole 151k altinda incelenirse, etrafinin agik yesilden sariya kadar degisen bir hale ile
cevrili oldugu goriiliir. Koloniler, 1-4 nm ¢apinda, buzlu cam goriiniimiinde, kenarlari
diizgiin, hafif kabariktir (3). C. difficile kanli agarda spor olustururken CCFA’ da spor
olusumu goézlenmez, fakat besiyerine %0,2 sodyum taurokolat katilirsa bakteriler spor
olusturabilir (3, 20). C. difficile glikoz, salisin ve mannitolu asit olusturarak fermente
eder. Maltoz, laktoz, siikroz, galaktoz, ksiloz ve gliserol’e etkisi yoktur. Nisastay1
etkilemez, jelatin ve eskiilini hidrolize eder. Triptofandan indol iiretmez. Proteolitik

degildir, lipaz ve lesitinaz aktivitesi yoktur (3).

2.3. Epidemiyoloji

Clostridium difficile, genellikle yasamin ilk evrelerinde kolona yerlesmekte, bir
yil tasityicilik devam ettikten sonra ii¢ yasinda kolondaki sayisi en alt seviyeye
inmektedir (3). Saglikli eriskinlerin %0-3’linde normal bagirsak florasinda bulunmakla
beraber yenidogan doéneminde bu oran %60-70’lere ulasabilmektedir (20).
Yenidoganlarin diskisinda C. difficile toksin A/B miktar1 ¢ok yiiksek oranda
bulunmasina ragmen bunlarda enfeksiyon goériilmemektedir. Bunun nedeni olarak da
toksin A’nin baglandig1 epitel hiicre reseptoriiniin ileri yaslarda yani yagla orantili
olarak tretildigi diistiniilmektedir (7). Bunun yaninda siitte bulunan Fetulin ad1 verilen
bir glikoproteinin ¢ekumda C. difficile toksinlerinin etkilerini 6nledigi; ayrica bu
toksinlerin, yapisal oOzellikleri yliziinden yenidoZanlarin intestinal mukozasina
yapisamadiklar ileri siiriilmektedir (21). Yenidoganlardaki yiiksek tasiyicilik oranlari
sekizinci aydan sonra eriskinlerdeki oranlara inmektedir (22). Asemptomatik erigkin
kisilerdeki konak direncinin nedeni heniiz tespit edilememistir (7). Toplumda
asemptomatik kolonizasyon prevalanst %35’ten daha diisiik oranda saptanirken,
hastanede yatan hastalarda ozellikle de yash hastalarda asemptomatik kolonizasyon
prevalanst %20-30’lara ulagmaktadir (6). Kadinlarda tirogenital bélgede bakteri varligi
saptanabilmisse de yenidogana bulas agisindan bu bulgunun O6nemi tam olarak

bilinmemektedir (5).



C. difficile enfeksiyonu artan oranlarda bildirilmektedir. Hastanelerde ozellikle
yasli, altta yatan hastalig1 olanlar ve kemoterapi goren hastalar artmis risk altindadir.
Ingiltere’de kronik bakim {initelerinde %7, akut dahili bilimlerde yatan yasl hastalarda
%14 ve kronik hasta bakim {initelerinde yatan yasli hastalarda %20 oraninda
asemptomatik C. difficile tasiyiciligi belirlenmis ve bu hastalarin ancak az bir kisminda
semptomatik enfeksiyon saptanmistir. Hastanelerde 6zellikle salginlar olustugu, hastalar
arasinda saglik personeli ve kontamine aletler ile yayilim olabilecegi belirtilmektedir.
Cevrede bakterinin sporlariin varlig ile bulasma olasilig1 arasindaki baglant1 tartigilan
bir konudur. Amerika Birlesik Devletleri’nde C. difficile enfeksiyonu orani hastanede
1996°da 31/100.000 kisi iken 2003 yilinda 61/100.000 kisi olmus ve bu artisin 6zellikle
65 yas Ustii hastalarda ¢ok daha belirgin oldugu bildirilmistir (5). C. difficile A.B.D.’nde
yilda 500.000’in {izerinde ishal olgusundan sorumlu tutulmakta ve 15.000 civarinda
Olim gortlmektedir. Ayrica bu hastaliga bagli maliyetin 1 milyar dolar1 astig1 tahmin
edilmektedir (23).

Diinyanin c¢esitli {ilkelerinden 2000’li yillarin ilk yarisinda, viriilans1 oldukca
yiiksek C. difficile 027/NAP1/BI kokenine bagli, mortalite oran1 yiiksek ciddi salginlar
bildirilmistir (24). Kanada, ABD ve Avrupa’da, 2003 yilinda halk arasinda ve
hastanelerde C. difficile’nin oldukga viriilan bu sugun (varyant toksin veya binary toksin
pozitif) neden oldugu antibiyotikle iligkili ishal epidemileri bildirilmistir (10, 25).

Viriilans: yiiksek olan bu C. difficile 027/NAP1/BI suslarinin diger bolgelere de
yayildigi ve tiim diinya i¢in tehdit unsuru haline geldigi goriilmektedir (25, 26). Bu sus;
hastaligin cok siddetli gelismesi, yiiksek mortalite orani, artan tekrar etme riski ve
bircok komplikasyondan sorumludur. Bu susun artmis viriilansi, enterotoksin ve
sitotoksin {iretimini dilizenleyen gendeki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir.
Diizenleyici genin fonksiyonunu yitirmesi ile toksin tiretiminde 16-23 kat artis meydana
gelmektedir. C. difficile’nin bu yeni susu baska bir toksin tiretmektedir, bu ikili toksin
(binary toxin) olup, bu sus icin 6nemli bir ayiric1 6zelliktir, ancak klinik 6nemi tam
olarak bilinmemektedir. Bircok C. difficile izolatinin aksine, bu sus florokinolon
antibiyotiklere direnclidir. Florokinolonlar halk arasinda ve hastanelerde genis capta
kullanildig1 i¢in, bu uygulamanin bu viriilan susun se¢imine neden olduguna
inanilmaktadir (10). Kanada’da salginlara bagli olarak 2002’den sonra 4 kat ve daha

fazla C. difficile iligkili ishal orani rapor edilmistir. Bu oran artisiin ribotip



027/NAP1/BI susundan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir (27). Bu rapordan kisa bir siire
sonra diger yaymnlar bu yeni ortaya ¢ikan susun Amerika, ingiltere, iskogya, irlanda,
Belcika, Fransa, Avusturya, Isvigre, Danimarka, Liiksemburg, Polonya ve Hollanda’da
varhigini rapor etmistir. Tiirkiye’de C. difficile 027’nin varhigina dair herhangi bir
calisma bulunmamaktadir (28).

Toplum kaynakli ABI olgularinda da C. difficile nin énemli bir etken olarak akla
gelmesi gerektigi fakat rutin arastirmalarda genelde gozden kagabildigi belirtilmektedir.
Isveg’te yapilan bir calismada C. difficile olgularmin %42’si toplum kaynakli olarak
bulunmus ve en az yarisinda son bir ayda hastanede yatig Oykiisii olmadig
belirlenmistir. Toplumda ABI ¢ok sik olmamakla beraber ozellikle gastrik asiditeyi
azaltan ilaglarin kullannmimm C. difficile iligkili ishal olgulari i¢in &nemli bir risk
olusturdugu, non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin etkisinin ise net olarak ortaya

konamadig bildirilmistir (5).

2.4.Viriilans ve Patogenez

C. difficile bazen bebek ve notropenik hastalarda invazyona neden olabilirse de,
aslinda non invazivdir. Hastalik, basilin iirettigi ekzotoksinlerin etkisiyle olmaktadir.
Tiim suslar toksin {liretmez, bu nedenle patojen olmazlar. Bunun yaninda izole edilen C.

difficile izolatlarmin %75’inin toksijenik oldugu saptanmustir (3).

2.4.1.Toksinler

C. difficile toksin A ve toksin B denilen iki farkli toksin iiretmektedir. Hastalig
toksijenik C. difficile suslarinin meydana getirdigi bu toksinler yapmaktadir. Iki ana
toksin de %63 aminoasit sekans homolojisine sahiptir. Toksin A, 308 kDa molekiil
agirliginda bir enterotoksin olup, major patojenik komponenttir. Toksin B ise 270 kDa
agirhiginda, sitotoksik etkiye sahip kisimdir. Toksin A’da sitotoksik etkilidir, fakat
toksin B’nin sitotoksik 6zelligi, toksin A’dan 100 ile 1000 kat daha fazla bulunmustur.

Ayrica etki mekanizmalari birbirine benzemektedir. Her iki toksinde protein yapisinda



olup asitlere, proteolitik enzimlere ve 1stya duyarlidir. Tripsin ve kemotripsin ile
inaktive olurlar. RN Ase, [3-galaktosidaz ve lipazdan etkilenmezler (3, 6, 10, 14, 25).

Bu toksinler, endositoz yoluyla bagirsak epitel hiicresine girdikten sonra
hiicrede aktin iskeletini etkileyip hiicre 6liimiine neden olurlar (25). Toksinler, ayni
zamanda bazi sitokinlerin salgilanmasina, bunun sonucunda inflamatuar yanitin
gelismesine ve psddomembranlarin olusmasina yol agarlar (25, 29). Suslarin {irettigi
toksin miktar1 ile hastaligin siddeti arasinda iliski olup olmadig: tartismalidir. Her ne
kadar toksin iiretmeyen suslar hastaliga neden olmasa da, toksijenik her susla da
hastalik meydana gelmemektedir. Bunun, suslar arasindaki farklardan, konaktaki toksin
reseptorlerinin - farkliligindan ve immun yanit farkliligindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir (3).

2.4.1.1.Toksin A

Enterotoksin 0zellikte olan toksin A, nétrofiller icin kemotaktik 6zellikte olup,
sitokinlerin salinimi ile ileuma polimorfoniiklear nétrofillerin infiltrasyonunu stimiile
eder. Ayrica hiicreler arasi sik1 baglantinin bozulmasina neden olan bir sitopatik etkiye
sahiptir ve bu intestinal duvarda permeabilite artist ve arkasindan da ishal ile
sonuclanmaktadir (10).

Toksin A, enterosit membrani iizerinde bulunan glikoprotein reseptorlere
baglanarak, hiicre icine girer. Fibriler aktini degistirerek konak hiicrede
yuvarlaklagsmaya neden olur. Kolon mukoza hiicreleri arasindaki baglantilar kopar ve
yaygin harabiyet gelisir. Sonugta bagirsaktan liimene, proteinden zengin bir eksuda
sizar. Olugan harabiyet toksin B’nin mukoza hiicrelerine penetre olmasini daha da
kolaylastirir (3).

Toksin A enterositler disindaki diger hiicrelere de etkilidir. Makrofaj ve mast
hiicrelerini aktive edip notrofillerin mobilizasyonuna yol acar. Sonugta mukoza hasari
ile birlikte etkilenen bagirsak segmenti i¢ine nétrofiller hiicum eder. Bu nedenle toksin
A, kolera toksininin aksine monosit, notrofil ve dokiilmiis enterositler iceren proteinden
zengin bir diskilamaya sebep olur. Hemorojiye bagli olarak digkida bazen kanda

bulunabilmektedir (3).



2.4.1.2.Toksin B

Toksin B; toksin A’nin inflamasyona ugrattigt dokulara penetre olarak
mukozada ¢ok ciddi lezyonlarin gelismesine neden olur (7). Toksin B’nin doku kiiltiirti
hiicrelerini oldiiriicii etkisi yani sitotoksik ozellikte olmasi toksin A’ya gore 100-1000
kat daha fazladir. Bagirsak mukoza hiicrelerinde toksin B igin spesifik reseptor
bulunmamaktadir. Bu nedenle toksin B etkisini, toksin A mukoza hiicrelerinde yeteri

kadar harabiyet verdikten sonra gosterir (30, 31).

2.4.2. Patogenez

Clostridium difficile’nin hastalik olusturmasi ig¢in ilk sart kolon florasinin
antibiyotikler veya antineoplastik ajanlarla baskilanmasidir. Bunu takiben fekal-oral
yolla bulasan C. difficile ile gelisen kolonizasyonu, bakterinin ¢ogalmasi ve toksin
salgilamasi izler. Kolonize hastalarin yaklasik iigte birinde C. difficile, ishale sebep olan
toksinler salgilar (6).

Toksin A, intestinal sivi sekresyonunu indiikleyen, mukozal permeabilitenin
artisina ve mukozal inflamasyona yol acan bir enterotoksindir. Toksin A ayni zamanda
kolon hattindaki epitel hiicreler arasindaki siki baglantilarin ¢oziilmesine, toksin B’nin
epitelyumdaki hiicreler igerisine girmesine yardim eder (6).

Toksin B, toksin A’dan 1000 kat daha sitotoksiktir, makrofaj kokenli TNF-alfa
ve lipooksijenaz araciligi ile notrofillerin yogun bir sekilde toplanmasini stimiile edici
etkiye sahiptir (6).

Sonugta her iki toksinin etkisiyle gelisen hemoraji, nekroz ve inflamasyon ile
bagirsak liimenine siv1 ile birlikte protein sizmasi olur. Ishal, toksin etkisi ile harap olan
mukoza hiicrelerinin sivi absorbsiyonunu kontrol edememelerine baghdir (6) (Sekil
2.1).

Her iki toksin hastaligin patogenezinde karsilikli sinerjik etkilesim gostermesine
ragmen, toksin A negatif izolatlar yine de hastalia neden olabilmektedir. Ayrica,
toksinlerden biri veya her ikisinin iretilmesi, hastaligin gelismesinde yalniz basina etkili

goriinmemektedir (6rn; kiiciikk ¢ocuklarda C. difficile tasiyiciligi ve yiiksek toksin



seviyelerinin olduk¢a yaygin olmasina ragmen hastaligin gelismesi nadirdir) (10).
Onceleri toksin A’nin bagirsak epitelinde hasara yol actiktan sonra toksin B nin devreye
girip etki edecegi bu yilizden toksin B’nin tek basina aktif olamayacagi
diisiiniilmekteydi. Fakat son zamanlarda molekiiler tekniklerin gelismesi gostermistir ki
Toksin-A olmadan Toksin-B sitotoksik etkisini gosterebilmektedir (25, 29). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda Toksin-B iireten suslar tanimlanmis, bununla beraber
baska varyant suslar da tespit edilmistir. Bazi suslar yiiksek miktarda Toksin-A ve
Toksin-B salgilamaktadir, bunun nedeni olarak bu suslarin toksin ekspresyonu tizerinde
negatif etki yapan tcdC geninde herhangi bir bozukluk oldugu tespit edilmistir.
Viriilans1 ¢ok yiiksek olan ve hastane salginlara yol acan bu O27/NAP1/BI susunun
tcdC geninde delesyon oldugu, bunun sonucunda yiiksek oranda Toksin-A ve Toksin-B
salgiladig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu sus binary toksin denilen {igiincii bir toksin
tiretmektedir (25, 26).

Bakteriyel ylizey proteinleri (surface-layer protein, SLP), C. difficile’nin
intestinal epitel hiicrelerine baglanmasinda 6nemli olup, toksinlerin belirli yerlerde

iiretilmesine ve arkasindan da doku hasarina neden olmaktadir (10).
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C. difficile spor ve
vejetatif hiicreleri
mideye girer.

Vejetatif hiicreler
midede oliirler fakat
sporlar asit ortamda

yasamaya devam
ederler.

Kolon epitel
mukozasina

Sporlar ince bagirsakta safra asitlerine maruz futnoncks

kalarak gelisip vejatatif hiicrelere doniistirler.

Sekil 2.1. C. difficile nin patogenezi (11).
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2.4.3. Risk Faktorleri

C. difficile’ye bagl ishal gelisimi i¢in birgok risk faktorii vardir. Bunlar; ileri
yas, altta yatan bir hastaligin olup olmadigi, endoskopi gibi gastrointestinal islemler,
nazogastrik tliplin varligi, antiiilser ila¢ kullanimi, yogun bakimda yatma, uzun siireli
hastanede yatis, antibiyotik tedavisi ve ¢oklu antibiyotik tedavisi olarak belirlenmistir
(6, 32). Antimikrobiyal ajanlar, sitotoksik ilaglar kolon florasim1 bozar ve gevrede bol
olarak bulunan C. difficile sporlarinin kolona yerlesimi i¢in zemin hazirlar.
Antibiyotikler ¢ok sik kullanildiklar1 i¢in floray1 bozan faktorlerin basinda gelmektedir
(33). C. difficile sporlar1 olduk¢a dayaniklidir, bu yilizden sporlar yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlarinda bile varligin1 siirdiirebileceginden, liimendeki antibiyotik
konsantrasyonu C. difficile i¢in inhibitér olan diizeyin altina indiginde, normal flora
tekrar tiremeden, C. difficile hizla gogalmaya ve baskin olmaya baslar (34).

Herhangi bir antibiyotik kullanimi sirasinda ABI gelisebilsede bu konuda
klindamisin ve sefalosporinler en riskli antibiyotiklerdir. Basta klindamisin olmak iizere
sefalosporin, betalaktam/betalaktamaz inhibitér kombinasyonlart ve penisilin grubu
antibiyotik kullanim1 C. difficile iligkili ishal i¢in onde gelen risk faktorleri olarak
bildirilmistir. Ampisilin, amoksisilin, eritromisin ve diger makrolidler, penisilinaza
direngli penisilinler, tetrasiklinler ve kotrimoksazol ile daha sik tikarsilin-klavulanat,
piperasilin-tazobaktam, kloramfenikol, kinolonlar, rifampisin ile daha az ABI olustugu
belirtilmektedir. Parenteral aminoglikozidler, metronidazol, basitrasin ve glikopeptitler
ile gelisen ABI olgulari da nadir de olsa bildirilmistir (6, 14). Ayrica hastada C. difficile
enfeksiyonuna immiinolojik duyarlilik varligi, enfeksiyon gelisiminde rol oynayan bir
bagka faktordiir. Toksin A’ya kars1 IgG antikor varliginin, C. difficile enfeksiyonunun
klinik bulgularimin ve relapsin ortaya ¢ikmasini engelledigi gosterilmistir (6).
Antineoplastik ajanlardan baslica doksorubisin, sisplatin, siklofosfomid, 5-florourasil,
klorambusil, metotreksat dzellikle ABI ile iliskili bulunmustur. Ayrica amfoterisin-B,
bazi antiviraller ile ABI olgular1 olabilirken higbir ajanla iliski kurulamayan ABI
olgular1 da saptanmistir. Bu olgularda besin ve hayvancilik sektoriinde kullanilan
antibiyotiklerin etkisi tartisilmaktadir. Cerrahi profilaksi kisa siireli uygulansa bile
diskida C. difficile toksini saptama olasiligin1 belirgin olarak arttirmakta ve ABI nedeni
olabildigi belirtilmektedir (5)
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Cizelge 2.1. C. difficile’ye bagl ishal gelisimi i¢in risk faktorleri (5, 35)

Bireysel Faktorler Girisimsel ve Cevresel Faktorler
o {leri yas o Endoskopi gibi gastrointestinal iglemler
e  Altta yatan hastalik e Nazogastrik tiip uygulamasi
e  Uzun siire antibiyotik kullanimi ®  Yogun bakim iinitesinde izlem
e  (Coklu antibiyotik tedavisi e  Uzun siire hastanede yatis
e Antiiilser tedavi e Karm i¢i cerrahi tedavi
e Antineoplastik ajan kullanimi e Bagirsaklarin mekanik temizligi
2.5. Klinik

Hastalik birden bire baslar. Sar1 yesilimsi olabilen sulu digkili ishal goriilebilir.
Diskida kan tespit edilebilir. Buna karin agrisi eslik edebilir ve giinde 8-10 bazen 20 kez
diskilama da goriilebilir. Diskida irin goriilmez. Bagirsak mukozasinda nekroz, yalanci
zarlar yani psddomembranlar ve kanamalar vardir (19).

C. difficile’ye kars1 konagin cevabi ¢ok degisik olabilir. Bakteri asemptomatik
tastyiciliktan, psédomembransiz kolit, PMK ve fulminan kolit’e kadar degisen klinik
tablolara neden olabilir (3). Hastalarin bu mikroorganizmaya kars1 gosterdikleri farkli
klinik tablolarin nedeni tam olarak anlasilamamistir. Fakat bu durumun suslar
arasindaki farklardan, konaktaki toksin reseptorlerinin farkliligindan ya da kisinin

bakteriye gosterdigi immiin yanit fakliliklarindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir (36).

2.5.1. Asemptomatik tasiyicihik

Saglikli yenidoganlarin yaris1 veya daha fazlasi, eriskinlerin %1’den az1
asemptomatik tasiyicidir. Ancak bazi durumlarda antibiyotik tedavisi gorenlerde
kolonizasyon orami %25’e kadar ¢ikmaktadir. Hastanede enfekte olmus hastalarin
biiyiik kism1 asemptomatik olup ¢evreyi kontamine ederler. Suslar toksin tirettigi halde
baz1 kimselerde neden asemptomatik tasiyicilik, bazilarinda hastalik meydana geldigi

heniiz anlasilabilmis degildir (3).
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2.5.2. Psodomembransiz kolit

Clostridium difficile’ye bagli ishal olgularinin ¢ogu bu tiptir. Hastalarda hafiften
orta dereceye kadar degisen bir ishal vardir (3). Giinde 10’dan fazla diskilama ve diski
mikroskopisinde 16kosit ve eritrosit varligt mevcuttur. Bulanti, kusma, ates,
dehidratasyon, 16kositoz goriilmektedir (37). Sistemik bulgu yoktur. Fizik muayenede
alt kadranda hafif duyarlilik olabilir. Sigmoidoskopi bulgular1 normaldir. Antibakteriyel
ajanin kesilmesi ile ishal siklikla son bulur. Bazi hastalarda psddomembransiz kolit
siddetli ishal, kramp tarzinda karin agris1 ve distansiyonla karakterize olabilir. Ates,
bulanti-kusma, istahsizlik ve kiriklik gibi genel enfeksiyon belirtileri tabloya eslik
edebilir. Diski ¢ok sulu, mukoid, yesil renkli ve pis kokuludur ve hastada l6kositoz

olabilir. Sigmoidoskopide yaygin veya diizensiz nonspesifik kolit bulgular1 vardir (3).

2.5.3. Psodomembranoz kolit

Ishal, karinda duyarhlik ve sistemik bulgularla karakterize bu formda,
bagirsaklarda 2-10 mm arasinda degisen beyazimsi-sari1 renkli plaklar bulunur. Plaklar
fibrin, mukus, nekrotik mukozal hiicreler ve nétrofillerden ibaret eritematdz bir yapi
gosterir. Lezyonlu bolgelerin  yanindaki doku normal veya hafif eritemlidir.
Psodomembranlar tipik olarak rektum ve sigmoid kolona lokalizedir. Ancak %10
olguda proksimal kolonda olabilir ve sigmoidoskopide saptanamaz (3). Sistemik
bulgularda diskida eritrosit ve 16kosit saptanabilir (5). Diski mukuslu, sulu ve pis
kokuludur ve kan bulunabilir (3). Bu hastalarda digki miktar fazla ise ya da ilk ii¢ giin
icinde klinik tabloda diizelme olmazsa kolonoskopik inceleme akla gelmelidir. PMK
genelde altta yatan hastaligi olan, immunsupresif olgularda ve yaslilarda goriliir.
Siklikla PMK olgular: tedavinin ilk giinlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli karin agrisi,
ates, lokositoz uyaricit olmalidir. Digkida bol 16kosit ve eritrosit goriiliir. Tan1 2-10 mm
cok sayida psodomembranlarin goriilmesiyle konulur (5). Tedavi edilmeyen olgularda

Oliim gortilebilir (3).

14



Ayrica PMK’in, tekrarlayan agir sepsis ve Akut Respiratuar Distress Sendromu
(ARDS)’ na neden olabilecegi bildirilmistir. Bagirsak perforasyonu olusursa peritonit
belirtileri de ortaya ¢ikabilmektedir (38).

Psodomembrandz kolit olgularina bazen kemoterapi, l0kopeni, hematolojik
malignite, ileus, iskemik kolit, Chron hastalii, sok, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diklofenak gibi bazi ilaglar, agir metal intoksikasyonu, enterohemarojik E. coli (EHEC),

Shigella spp. ve sitomegaloviriis enfeksiyonlarinda da saptanabilecegi unutulmamalidir

).

2.5.4. Fulminan psédomembranoz kolit

Nadir goriilen bir formdur. Hastalarda letarji, ates, tagikardi, siddetli karin agrisi
mevcuttur. Toksik megakolon gelisirse digkilama sayis1 azalir veya hasta hi¢ digki
¢ikarmaz (3). Hastanin fizik muayenesinde akut karin bulgular1 mevcuttur (37). Karin
palpasyonunda distansiyon vardir ve asir1 duyarlidir. Ribaund fenomeninin varligi,
kolon perforasyonunun habercisidir. Peritonit tablosu olusabilir. Perforasyona neden

olabileceginden sigmoidoskopi ve kolonoskopiden kagimilmalidir (3).

2.6. Klinik Tam

C. difficile hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik nedenleri arasinda yer
almaktadir (39). C. difficile enfeksiyonlarinin tanist hastanin dykiisi, klinik belirtileri,
laboratuvar testleri ve gerekirse de endoskopi ile konmaktadir (40, 41). C. difficile’ye
bagli ishal ve psddomembrandz kolitin tanisi; klinik bulgularin yaninda kiiltiirde etkenin
tretilmesine ya da diskida C. difficile antijeni ile toksinlerinin saptanmasina
dayanmaktadir (39, 42). Anaerop kiiltirde C. difficile’nin tiretilmesi en duyarli tanm
yontemi olmasina ragmen maliyeti yiiksek oldugundan bu yontem salgin durumlarinda
tercih edilmektedir (43).

Toksin saptanmasinda doku kiiltiirii altin standarttir fakat uzun siirede sonug

vermesi, uygulama giicligii ve maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle su anda rutin
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laboratuvarlarda, ticari olan hizli immiinolojik testler kullanilmaktadir (42). Bazi
immiinolojik testler sadece toksin A’y1 saptamaya yonelikken bazilar1 toksin A ve B’nin
birlikte gosterilmesi amaciyla iiretilmistir. Son yapilan arastirmalara gore sadece toksin
A’nin saptanmasina yonelik testlerin 6zgiilliikk ve duyarliliklar1 daha diisiik oldugundan,
toksin A ve B’nin birlikte tespit edildigi testlerin tercih edilmesi dnerilmektedir (42).

Antibiyotige bagli ishal ister toplumda ister hastanede gelissin ilk olarak digkinin
mikroskobik incelemesi yapilmalidir. Diskida l6kosit ve eritrosit varligi hastaligin
siddeti hakkinda fikir verebilir (5). Antibiyotik kullanmis olan ve ishal gelisen hastanin
digk1 yaymasinda 16kosit goriilmesi antibiyotige bagl kolit olasiligini disiindiirebilir,
ancak bunun C. difficile’ye bagli oldugunun gosterilmesi gerekir (40, 41). Bunun
yaninda yogun maya hiicresi varligi Candida kaynakli ishal olasiligini akla getirebilir.
Ayrica diskida gram basma C. difficile sayisinmn 10*-10° gibi sayilarda bulunmasinin
tan1 degeri vardir (19).

C. difficile tanisina yonelik laboratuvar testleri arasinda toksinlerin sitotoksin
testleriyle tanimlanmasi, ELISA, lateks testleriyle toksin A ve B’ nin saptanmasi,

kiiltiirde bakteriyi iretmek gibi yontemler bulunmaktadir (44).

2.6.1. Radyolojik Incelemeler

C. difficile enfeksiyonu tanisinda abdominal radyografi ve bilgisayarli tomografi
yardimet olmaktadir. Abdominal radyogramda kolon ve ¢ekumdaki dilatasyonlari, ince
bagirsaktaki hava-su seviyesini gérmek miimkiindiir. Bunun yaninda bilgisayarli
tomografide ise kolondaki kalinlasmalar ve katlanmalar goriilebilmektedir. Ancak
bunlar nonspesifik bulgular olarak kabul edilmektedir (45).

Kolon grafisi ileri derecede agir hastalarda tehlikelidir ve uygulanmasi
onerilmez. Erken devrede diger nedenleri saf dis1 birakmak igin yapilabilir. Diiz karin
grafisinde o6demli kolon goriilebilir, bunun yaninda komplikasyonlardan toksik

dilatasyon ve perforasyon ortaya ¢ikarilabilir (14).
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2.6.2. Endoskopik inceleme

Endoskopik incelemenin amaci1 6demli ve ciddi inflamasyona sahip bolgelerdeki
C. difficile’ye 6zgii psddomembranlarin gosterilmesidir. Hastalik tablosunda ozellikle
distal kolon tutuldugundan olgularin biiyiik bir kisminda (%65-70) sigmoidoskopi
yeterli olmaktadir. Olgularin 1/3’tide ise lezyonlar sag kolonda yerlestigi i¢in bunlarda
kolonoskopi gerekmektedir. Endoskopik incelemenin PMK’ de duyarliligit %51,
ozgulligi yaklasik %100 oldugu bildirilmektedir (37).

C. difficile enfeksiyon tanisi i¢in gastrointestinal sistem endoskopisi pahali, alet
gerektiren, invaziv olmasi, duyarliligmin diisik olmasi, hasta i¢in risk tagimasi gibi
nedenlerden dolay1 daha ¢ok 6zel durumlarda tercih edilmelidir (8, 45).

C. difficile iliskili ishallerde endoskopi yapilmasini gerektiren durumlar sunlardir:

1) Hizli tam testlerine ihtiyag duyuluyor ve mikrobiyolojik test sonuglari

gecikecekse,

2) Hasta ileuslu ve diski 6rnegi alinamiyorsa,

3) Endoskopik taniy1 gerektiren baska bir hastalik diisiiniilityorsa (37, 45).

2.6.2.1. Patolojik Degisiklikler

Antibiyotikle iliskili ishali olan hastalarda yapilan endoskopi muayenelerinde,
normal mukozanin yanisira, kizariklik, 6dem ve buna benzer bir¢ok inflamasyon ya da
en spesifik 6zellik olan psddomembranli lezyonlar gozlenmektedir. PMK’te ise kabarik,
sarimsi-beyaz renkte, biiyiikliikleri 5-10 mm arasinda degisen plaklar saptanmaktadir.
Yeni olusan lezyonlarin iizeri beneklidir fakat bu hastalikta soyle bir durum vardir,
psodomembranlar bir araya gelerek su toplamis bir goriiniim olustururlar ve genis bir
alana yayilirlar (1).

Histolojik caligmalara gore tipik psddomembranlarin dogusu, lamina propriada
olusan kronik iltihapli degisikliklerle olusan ylizeysel iilserasyonlardir (Sekil 2.2.).
Ps6domembranin yapisint miisin, fibrin, inflamatér hiicreler ve ortama dokiilmis

mukoza epitel hiicreleri olusturur. Psoédomembran olusumunda bagirsak mukozasinda
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invazyon yapmis olan bir bakteri ya da tipik olarak ortamda bulunan bir

mikroorganizmay1 sorumlu tutacak herhangi bir kanit yoktur (1).

Sekil 2.2. Bagirsak mukozasinda psédomembranlarin goriinimii (46)

2.6.3. Clostridium difficile’ nin Laboratuvar Tanis1

C. difficile iligkili ishalin laboratuvar tanist digki 6rneginden kiiltlir ile patojenin
izolasyonu ve toksinin ya hiicre kiiltlirtinde digki filtratinin sitopatik etkisi ile ya da EIA
ile dogrudan gosterilmesidir (47). Giiniimiizde C. difficile iligkili ishalin tanisinda birkag
metot bulunmaktadir. Bunlar Toksin A ve toksin A/B EIA, Glutamat dehidrogenaz
(GDH) EIA ve immunokromotografik testler ile toksin A/B veya GDH tespiti ve doku
kiiltiir notralizasyonu, toksijenik kiiltlir ve toksin genlerinin PCR ile gosterilmesidir
(48).

2.6.3.1. Kiiltiir
Digki, icinde c¢esitli antibakteriyel ajanlar ve at kani bulunan Cycloserine-

cefoxitin fructose agar (CCFA) besiyerine ekilmelidir. CCFA besiyeri igine %0,1
sodyum taurokolat eklenmesi C. difficile izolasyonunu arttirir (3, 37). Cefoxitin
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mannitol agar (kanli/kansiz) bu bakterinin izolasyonunda kullanilabilecek baska bir
selektif besiyeridir (37).

Ekim yapildiktan sonra plaklar anaerob sartlarda 35-37°C’de 48 saat inkiibe
edildikten sonra 5-8 mm ¢apli, kenarlar1 diizgiin veya diizensiz, hafif kabarik, yuvarlak,
gri renkte, opak, buzlu cam goriintiisii veren ve 24-48 saatte nonhemolitik koloniler
olusmaktadir (3, 37, 45). Fakat bazi suslar alfa-hemoliz yapabilmektedir. 48-72 saat
gectikten sonra bakterinin sporiilasyonuna bagli olarak merkezi beyaz veya hafif gri
olan ayirt edici koloniler olusabilir (45). C. difficile kolonileri uzun dalga ultraviole 15181
altinda (366 nm dalga boyunda) incelendiginde, sari-yesil floresans verirler (3, 45).
Kolonilerin kendine has bir kokusu vardir (3). P-krezol, volatil yag asitleri ve 6zellikle
izokaproik asitlerden dolay tipik at veya fil diskis1 kokusu hissedilmektedir (45).

Kiltlir duyarli bir yontemdir fakat C. difficile kokenlerinin yaklasik %25
kadarinin toksin yapmamasindan dolayr toksinojenik ve nontoksinojenik suslari
birbirinden ayirt edememesi, kompleks olusu gibi nedenlerle genellikle merkezi
laboratuvarlarda uygulanmaktadir ve daha ¢ok salgin zamanlarinda epidemiyolojik

acidan onem kazanmaktadir (37, 45).

2.6.3.2. Toksin Aramaya Yonelik Testler

C. difficile enfeksiyonunun tanisi, klinik semptomlar ile uyumlu hastalarin digki
orneklerinde enterotoksin ve sitotoksinin gosterilmesi ile dogrulanmaktadir. Bu amacla
doku kiiltiirii, lateks agliitinasyon testleri, Enzim Linked Immunoassay (ELISA) ve

molekiiler yontemler kullanilmaktadir (10).

2.6.3.2.1. Doku Kiiltiirii

Toksin A ve toksin B’yi kodlayan genlerdeki ortaklik nedeniyle bakteri her iki
toksini birlikte sentezlemektedir. Her ne kadar antibiyotige bagl ishalin olusmasinda

toksin A’nin rolii daha onemliyse de gliniimiizde sitotoksin o6zellikteki toksin B’nin

saptanmas1 0zgiilliik agisindan altin standart olarak kabul edilmektedir (3).
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Digkida toksin A ve toksin B varliginin arastirilmasi i¢in altin standart doku
kiiltiiriinde sitopatik etkinin gosterilebilmesidir (49). Bu amagla embriyonik akciger
fibroblast (MRC 5, WI-38) hiicreleri, CHO (Chinese hamster ovary) hiicreleri, insan
amniyon (FL) hiicreleri, Hep2 (human epithelial) hiicreleri, HeLa, Afrika yesil maymun
bobregi (Vero), intestinal fibroblast hiicreleri gibi birgok hiicre kullanilabilmektedir (45,
49).

Doku kiiltiirtine homojen digki karistmimin eklenmesiyle 10 pg’lik sitotoksin
saptanarak sitopatik etkisi toksin A’ya gore daha fazla olan toksin B arastirilabilir (45,
49). Bunlardan her iki toksine de duyarli olmasi agisindan en ¢ok Vero tercih
edilmektedir (49).

Bu yontemde s1v1 diski 6rnekleri santrifiij edilir ve elde edilen siipernatan kismi
filtreden gegirilerek bakteriden arindirilir. Elde edilen digki 6rneginden bir miktar hiicre
kiltiirti kaplarina ilave edilir. Daha sonra bu kiiltiirler 37°C’de 24-48 saat anaerobik
kavanozlarda inkiibe edilir ve inkiibasyon sonrasinda hiicrelerde sitopatik etki
(yuvarlaklasma) olup olmadig arastirilir (30, 45).

Fakat doku kiiltiirii ile C. difficile toksin arastirmanin dezavantajlar1 zaman alici
olmasi, uzun siirede (2-3 giin) sonu¢ alinmasi, pahali olmasi, standardizasyonun
saglanamamis olmasi, doku kiiltiirii laboratuvarina gereksinim duyulmasi ve dogrulama
icin referans laboratuvarlarina gereksinimi olmasidir. Altin standart yontem olmasina

ragmen tiim bu olumsuzluklardan dolay1 ¢ok fazla tercih edilmemektedir (45, 49).

2.6.3.2.2. Lateks Agliitinasyon Testleri

Toksin A ve Toksin B arastiran ticari, hizli lateks agliitinasyon testleri
bulunmaktadir. Ancak rutin kullanimda maliyeti yiiksektir ve nontoksijenik antijenleri
de saptayabildigi i¢in yanlis pozitif sonuglar alinmaktadir (9, 10).

Giintimiizde alternatif bir tan1 metodu olarak C. difficile’nin toksijenik ve
toksijenik olmayan suslarinda bulunan yiizey proteini glutamat dehidrogenazin (GDH)
gosterilmesini igeren testler gelistirilmistir (50, 51). Yapilan bir ¢alismada bu test
sitotoksisite ile karsilastirildiginda duyarlilign yiiksek, ozgilligi disik ve pozitif
prediktif degeri zayif bulunmustur. GDH C. difficile nin digki1 6rneginde varligin

20



gosterir ancak toksin varligi gosterilmedikge hastalik etkeni olup olmadigi bilinemez.
Bu testin ikili algoritmada negatif prediktif degeri (NPV) yiiksek oldugu i¢in ilk tarama
testi olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir. Bu testin pozitif olmas1 C. difficile ile
kolonizasyon oldugunu gosterir. Genel olarak kabul edilen ikinci asama testler EIA
toksin testleri, hiicre kiiltiirii ile sitotoksisitenin gosterilmesi ve toksin ve laktoferrin

aranmasidir (51).

2.6.3.2.3 Enzim Linked immunoassay (ELISA)

Sitotoksinlerin saptanmasinda doku kiiltiirlerinin dezavantajlarinin olmasindan
dolay1 baska testlere ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla daha hizli, daha ekonomik ve
Ozgiilligh yiikksek olan ELISA testleri tercih edilmektedir (45).

Diskidan C. difficile toksin arastiran ticari enzim immunoassay Kitleri
bulunmaktadir. Bunlar Remel, Meridian, TechLab ve VIDAS Kkitleridir ve bu kitlerle
yapilan cesitli ¢alismalarda degisik duyarlilik ve 6zgiilliikkte olduklar1 tespit edilmistir.
Bu ELISA testlerinin gesitli ¢alismalardaki 6zgiillik ve duyarliliklarinin ortalamast;
Meridian premier %95 ve %97, TechLab Tox A/B %83 ve %99, Remel Xpect %82 ve
%96 VIDAS ile %76 ve %93 olarak bildirilmektedir (52).

ELISA testinde; spesifik (6zgiil) antikoru hasta serumundaki diger antikorlardan
ayirmak ve yakalamak i¢in bir plastik ylizey, boncuk veya filtre iizerinde tespit edilmis
bir antijen kullanilir. Enzime kovalent bagli (6rnek: horseradish peroksidaz, alkalen
fosfataz, f-galaktosidaz) bir anti-human antikor ardinda baglanmis hasta antikorunu
tespit eder. Uygun substratin enzim konversiyonuna cevap olarak iiretilen 151k
yogunluguna gore spektrofotometrik olarak 6l¢tim yapilir (Sekil 2.3.). O andaki spesifik
antikor konsantrasyonu standart insan antikor soliisyonlarmin reaktivitesinin
karsilastirilmasi ile degerlendirilebilir. ELISA yoOntemleri ayrica hasta 6rneklerindeki
coziilebilen antijenlerin Olglimii i¢in de kullanilabilir. Bu yontemlerde ¢oziilebilen
antijen tespit edilmis antikor tarafindan yakalanir ve konsantre edilir, ardindan enzimle
isaretli baska bir antikorla tespit edilir. Daha sonra yine spektrofotometrik olarak 6l¢giim

yapilir (53).
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Fakat ELISA ile 100-1000 pg toksin A veya B tespit edilebildigi i¢in %10-20
oraninda bir yalanci negatiflik s6z konusu olabilir (45). C. difficile toksin saptanmasinda
ELISA kullanilmasinin avantaji sonuglari elde etmek i¢in gegen siirenin yaklasik 2- 2,5
saat olmasidir. Dezavantaji ise maliyeti yiiksektir ve baz1 ELISA kitleri toksijenik ve
non-toksijenik ayrimini tam olarak yapmamaktadir. Doku kiiltiiriiyle kiyaslandiginda
cogu ELISA testleri % 80’den fazla duyarliliga sahiptir (9).

Diskidan C. difficile toksin saptanmasinda VIDAS C. difficile Toxin A&B Kiti
de kullanilmaktadir. Bu kit ile Enzyme —Linked Fluorescent Assay teknigi ile VIDAS
cihazinda calisilmakta yaklasik 75 dakikada sonug¢ alinmaktadir. Testin prensibi iki
adim enzim immunoassay sandvi¢ yontemini ve floresan okuma igermektedir. Bu kit
sitotoksin testi ile karsilastirildigi ¢alismada duyarlik %89,8, 6zgiillik %96,7 olarak
bulunmustur (51).

+ substrate
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Sekil 2.3. ELISA ydnteminin prensibi (54)

2.6.3.2.4. Molekiiler Yontemler
Tanida molekiiler yontemler de kullanilabilmektedir. Bu amagla DNA problari

gelistirilmistir. Toksijenik gene yoneltilmis primerlerle yapilan degisik Polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) temelli uygulamalar ile duyarl sonuglar alindig: bildirilmistir (37).
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Bu yontem bir enzim (polimeraz) aracilifiyla amplifikasyon sonucunda hasta
orneklerindeki az miktardaki C. difficile DNA’sinin saptanabilir hale getirilmesi esasina
dayanmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu, toksin A veya B genlerini saptamada
oldukca umut vaadetmektedir. Toksin A ve B genlerinin “nonrepeating” ve toksin B
geninin “repeating” bolgelerine uygun c¢ift primer seti kullanildiginda toksin A+/B+,
toksin A/B+ ve toksin A/B suslar birbirinden ayrilabilmektedir. Maliyeti ve kompleks
olusu gibi nedenlerden dolayr rutin kullanimda ¢ok tercih edilmemektedir (45). En
Oonemli avantaji tani i¢in hizli bir yontem olmasidir. En biiyiik dezavantaj1 ise uygun
altyapt ve teknik deneyime ihtiyacin olmasidir. Ayrica bazen digkidaki inhibitor

maddelerden dolayi ¢alismada sorunlarla karsilasilabilir (9).

2.7. Tedavi

C. difficile’ye bagli ishal ve PMK tedavisinde ilk adim, miimkiinse antibiyotik
tedavisinin kesilmesi veya antibiyotik devami kesinlikle gerekli ise diisiik riskli
antibiyotiklerle degistirilmesi, hastanin dehidrate kalmasini Onleyecek sekilde sivi
elektrolit replasmanidir. Bu durumda antiperistaltik tedavi, toksin birikimi ile mukoza
harabiyetini artirabileceginden kullanilmamalidir (3, 6).

C. difficile kommensal bir bakteri oldugundan biiyiik bir konak savunmasi ile
karsilagsmaz. Normal flora dengesini yeniden saglama ve devam ettirme ile iyi bir konak
savunmasi saglamak, eger miimkiinse siirekli akim halinde antibiyotik tedavisi
yapilmalidir (55).

Hafif olgularda ¢cogu zaman siv1 ve elektrolit replasmani yeterli olurken, agir
olgular tedavi gerektirebilmektedir. Antibiyotik tedavisinde ilk segilecek ilag
metronidazol’diir (oral, 4x250 mg/giin). Metronidazol tedavisine cevap vermeyen veya
ilac1 tolere edemeyen hastalarda, vankomisine (oral, 4x250 mg/giin) gecilmelidir (3). C.
difficile’ye bagli ishal vakalarinda metronidazol veya vankomisin ile tedavi igin
endikasyonlar; C. difficile toksin testinin pozitif sonuglandigi, kolit kliniginin oldugu,
ates, lokositoz ve endoskopide karakteristik bulgularin saptandigi, ciddi ishalin

gorildiigli ve sebep olan ajanin kesilmesine ragmen ishalin devam ettigi veya esas
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enfeksiyonun tedavisi igin antibiyotik tedavisinin devam etmesinin gerekli oldugu
vakalardir (6).

C. difficile’ye bagli ishal klinigi ¢cogu durumda vankomisin veya metronidazole
yanit vermektedir, fakat tedaviye uyumdaki sikintilar, alternatif tani, ileus veya toksik
megakolon gelismesi durumunda ilacin hedef alana ulasmasinda sorun olabileceginden
yetersiz tedavi cevabi gozlenebilir. Ileus gelisen hastalar igin antibiyotigin kolon
liimenine transportu oral vankomisinin daha yiliksek dozlari (giinde 4 kere 500 mg) veya
vankomisin ya da metronidazoliin oral veya anal yolla uygulanmasi ile artirilabilir.
Tedaviye cevapsiz bazi ciddi vakalarda nadiren kolektomiye gidilebilir (6).

Ideal olarak C. difficile kolon liimenine sinirli oldugundan, antibiyotik tedavisi
oral olarak verilmelidir. Eger intravendz tedavi gerekli ise kolonda ilacin ulasilan
konsantrasyonlari nedeni ile sadece metronidazol verilmesi etkin bulunmustur.
Tedaviden beklenen cevap, atesin bir giin igerisinde, ishalin dort-bes giinde
diizelmesidir. Metronidazol gerek maliyetinin diisiik olmasi, gerekse vankomisin
kullaniminin  hastane kaynakli vakalarda enterokoklarda vankomisin direncini
potansiyel olarak indiikleme riski nedeni ile 6n planda tercih edilen tedavidir (6).

Semptomatik iyilesme 72 saat icinde goriilmeye baslar. Ishal ve enterokolit

tablosu 10. giinden sonra olgularin %95’inde tamamen ortadan kalkar (3).

2.7.1. Relaps

Tedavinin tamamlanmasindan sonra, hastalarin %20-30 kadarinda relapslar
meydana gelebilmektedir, ¢ilinkii antibiyotikler C. difficile’nin sadece vejetatif
formlarmi 6ldiirmektedir, sporlar ise antibiyotiklere direnglidir. Ayni antibiyotik ile
ikinci kez tedavi siklikla basarilidir, ancak birden fazla relapslar bazi hastalarda
bildirilmistir. Organizma hastanelerde, 6zellikle enfekte hastalara yakin alanlarda (6rn;
yataklar, banyolar vb.) olduk¢a yaygin bulundugu i¢in hastaligi engellemek oldukga
zordur. Bu sebeple organizma g¢evreyi aylarca kontamine edebilmekte ve nozokomiyal
C. difficile salgilarinin baslica kaynagi olabilmektedir (10).

Caligmalar ve meta analizler Ozellikle son yillarda klasik antibiyotik

tedavilerinin yeterince etkin olmadigini ortaya koymaktadir. Ik éneri olarak sunulan
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oral metronidazol kullanimi ile yeterli sonu¢ alinamadig: belirtilmekte ve yeni alternatif
yaklasimlar aranmasi giindeme getirilmektedir. Oral teikoplanin bu konuda etkili
gorilmektedir fakat glikopeptid direnci yoniinden dikkatli olunmasi gereken bir
antibiyotik oldugu unutulmamalidir (5).

Tekrarlayan enfeksiyonlarda oOneri ayakta uygulanan ilk tedavi kiiriiniin
yinelenmesidir. Bu olgularda anyon baglayict regineler (kolestiramin, kolestipol),
probiyotikler (Saccharomyces boulardii, laktobasiller), intravenéz immunglobulin
uygulamasi ya da saglikli dondr digki florasindan olusan karigimlarin nazogastrik yolla

kullanim1 basarili sonuglar verebilmektedir (5).

2.8. Korunma

C. difficile hastane ortaminda sorun yaratacak 6nemli bir ishal etkenidir. C.
difficile’ye bagli ishalin gelisiminin Onlenmesi amaci ile bagirsak florasinin
bozulmasina sebep olan antibiyotiklerin kullaniminin kisitlanmasi, yatan bir hastada C.
difficile vakasi saptandigi zaman c¢apraz enfeksiyonu Onlemek amaci ile enfeksiyon
kontrol énlemlerine uyumun artirilmasi gereklidir (6).

Hastanelerde C. difficile kaynakli ishal olgularinda yayilma, temas izolasyonu
oOnerileri, uygun ¢evre temizligi ve el yikamaya uyum ile 6nlenebilmektedir. Hastanede
klindamisin, tgiincli kusak sefalosporinlerin kisitlanmasi ve piperasilin-tazobaktam
degisimi C. difficile ishallerini ve PMK olgularini 6nlemekte etkili bulunmustur.
Antibiyotik tedavisi ile birlikte probiyotik uygulamasmin (ézellikle S. boulardii) ABI
olusumunu O6nledigi bir¢ok calisma ve meta analizlerde gosterilmis olmasina ragmen
rutin kullanim i¢in yeni ¢alismalara gereksinim oldugu bildirilmektedir. Ozellikle riskli,
immunsupresif, yogun bakim {initesinde yatan hastalarda S. boulardii kullanim1 sonrasi

fungemiler gelisebilme riski oldugu hatirlanmalidir (5).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Bagirsak florasinin incelenmesi ve C. difficile Toksin A ve Toksin B varliginin
arastirilmas1 amaciyla Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Eyliil 2010 - Ekim 2011 tarihleri arasinda
cesitli kliniklerde yatan ve ishal gelisen hastalardan gonderilen 158 diski Ornegi
calismaya dahil edildi.

Calisma i¢in demografik bilgileri igeren bir form hazirlandi. Hastanin yattigi
klinik ve yatig stiresi, kullandig1 antibiyotikler ve siiresi, antibiyotik kullaniminin
kacinct giiniinde ishal gelistigi, ishal sikligi, hematolojik malignite, nazogastrik tiip
uygulamasi, antiiilser tedavisi alip almadigi gibi bilgiler kaydedildi.

Bu tez calismasina, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlhigi, Etik Kurul
Bagkanligi’nin 08/12/2011 tarihli ve 2011/76 sayili Kkarari ile ‘Etik Kurul Onayr’

aldiktan sonra baslanmustur.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1. Kullamlan Cihazlar

e Bakteri identifikasyon cihazi (VITEK, BioMérieux, USA)
e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert UE 600 )

e Otoklav (Hirayama HA-300 M4)

e Hassas Terazi (Sartorius BL 310)

e Buzdolabi (Indesit)

e -80°C derin dondurucu (Heto Ultrafreeze )

e Pasteur firmi (Memmert UE 500)

e Vortex (NM- 110)
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e Distile su cihaz1 (Niive NS 108)
e Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P 10-P100-F1000)
e Mikroskop (Olympus CX21)

e Enzyme-Linked Fluorescent Assay cihaz1 (VIDAS, BioMérieux, Fransa)

3.2.2. Kullanilan Besiyerleri

e Kanli Agar besiyeri (BioMérieux, Fransa)

e Eosin Methylene Blue Agar besiyeri (BioMérieux, Fransa)
e Sabouraud Dextrose Agar besiyeri (Himedia, Hindistan)

e Salmonella — Shigella Agar besiyeri (Oxoid, ingiltere)

e Selenite F siv1 besiyeri (Oxoid, Ingiltere)

e Kiigler Iron Agar (BioMérieux, Fransa)

e Lysine Iron Agar (Himedia, Hindistan)

e Simmons Citrate Agar (Merck, Almanya)

e SIM Medium (Motility -Indole) Agar (Himedia, Hindistan)
o Ure Agar (Merck, Almanya)

e DNAse besiyeri (Merck, Almanya)

3.2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Testler

e C.difficile Toxin A/B kiti (VIDAS, BioMérieux, Fransa)
e Lugol soliisyonu

e Kovaks ayiraci

e Katalaz ayiract

e Oksidaz ayiract
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3.3. Orneklerin Alinmasi ve EKimi

Hastalardan tek kullanimlik temiz kaplar igerisine alinip gonderilen taze diski
ornekleri 6nce makroskopik daha sonra mikroskopik olarak incelendi. Makroskopik
incelemede diskilarin kivamina, kan ve mukus olup olmadigina bakildi. Sekilli digkilar
calismaya dahil edilmedi. Mikroskopik incelemede ise eritrosit, 16kosit varligi ve
protozoon kist ve trofozoitleri aragtirildi.

Daha sonra diski 6rneklerinin bakteriyolojik kiltiirleri yapildi. Diski 6rnekleri
kanli agar, Eosin Methylene Blue (EMB) agar, Salmonella-Shigella (SS) agar ve
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyerlerine ekildi. Bir miktar diski 6rnegi steril 2
ml’lik iki adet ependorf tiipe alinarak C. difficile Toksin A/B arastirilmasi yapilincaya
kadar -80°C’de saklandi.

3.3.1. Mikroskobik inceleme

Bir miktar diski 6rnegi bir damla serum fizyolojik ve bir damla lugolle muamele
edilerek preparat hazirlandi. Mikroskopta 16kosit, eritrosit, protozoon Kkist ve

trofozoitlerinin bulunup bulunmadig incelendi.

3.3.2. Bakteriyolojik Kiiltiir

Gastroenterit etkeni olan Salmonella spp., Shigella spp. ve florada bulunan diger
aerobik bakterilerin ve mantarlarin degerlendirilmesi i¢in orneklerin kanl agar, EMB
agar, SS agar, Selenit F siv1 besiyeri ve Sabouraud Dextrose agar besiyerlerine ekimleri
yapildi. Besiyerleri etiivde 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
kiiltiirde tireyen mikroorganizmalarin koloni morfolojisi degerlendirilerek kolonilerden
Gram boyama yapildi ve mikroskopta incelendi. Gram pozitif bakterilerin
identifikasyonunda katalaz, koagiilaz ve eskiilin hidrolizi testleri, Gram negatif enterik
bakterilerin identifikasyonunda ise klasik biyokimyasal yontemler kullanildi. Bu amagla

iireyen kolonilerden kligler iron agar, lizin iron agar, sitrat, indol, iire ve hareket
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besiyerlerine ekim yapilarak biyokimyasal 6zellikleri belirlenerek tanimlamasi yapildi.
Gerektiginde ise otomatize bakteri identifikasyon sistemi (VITEK, BioMérieux)
kullanild1. Glukoz pozitif, laktoz negatif, hareketsiz, lizin dekarboksilaz, sitrat ve iireaz
negatif, H,S ve gaz olusturmayan kolonilerin Shigella tiirleri olabilecegi, glukoz pozitif,
laktoz negatif, hareketli, lizin dekarboksilaz ve sitrat pozitif, H,S ve gaz olusturan
kolonilerin Salmonella tiirleri olabilecegi diisiiniildii (56). Bu Salmonella ve Shigella
diisiiniilen kolonilerden VITEK Gram negatif identifikasyon kartlar1 ile tam otomatik
bakteri identifikasyon cihazinda (VITEK, BioMéricux) identifikasyon dogrulandi. Maya

kolonilerinin germ tiip testi ile Candida albicans ve non-albicans ayrimi yapilda.

3.4. Clostridium difficile Toksin A/B aranmasi

Diski1  orneklerinde C.difficile toksin A/B varliginin arastirilmasi  igin

1000335200 lot numarali VIDAS C. difficile Toksin A/B kiti kullanilarak (bioMérieux,

Fransa) Enzyme-Linked Fluorescent Assay (ELFA) yontemi ile VIDAS cihazinda

(BioMérieux, Fransa) firmanin 6nerdigi prosediire gore calisildi.

3.4.1. Test calisma prensibi

ELFA testinin prensibi; iki adim enzim immiinoassay sandvi¢ yontemi ve bir

floresan okuma seklindedir.
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3.4.1.1. Kit icerigi

Cizelge 3.1.: C.difficile Toksin A/B kitinin igerigi

CDAB Stripleri

STR

Kullanima hazir

CDAB Kkati faz

SPR

Kullanima hazir. C. difficile tavsan poliklonal anti-toksin A
ve fare monoklonal anti-toksin B antikorlari ile kaplanmus.

1 Standart

S1

TRIS tamponlu salin igerisinde rekombinant C. difficile toksin
A diliisyonu 0.05 mol/l (pH 7.2)+BSA%S5+koruyucular

1 Pozitif Kontrol Toksin A

C1

TRIS tamponlu salin igerisinde rekombinant C. difficile toksin
A diliisyonu 0.05 mol/l (pH 7.2)+BSA%S5+koruyucular

Test deger araligt MLE kart’ta ‘Control C1 (+) Test Value
Range’ ibaresini takiben belirtilmistir.

1 Negatif Kontrol

C2

TRIS tamponlu salin 0.05 mol/l (pH
7.2)+BSA%5+koruyucular

Test deger araligt MLE kart’ta ‘Control C2 (-) Test Value
Range’ ibaresini takiben belirtilmistir.

1 Pozitif Kontrol Toksin B

C3

TRIS tamponlu salin igerisinde rekombinant C. difficile toksin
B diliisyonu 0.05 mol/l (pH 7.2)+BSA%5+koruyucular

Test deger araligt MLE kart’ta ‘Control C3 (+) Test Value
Range’ ibaresini takiben belirtilmistir.

1 Numune Diliienti

R1

Kullanima hazir. TRIS tamponlu salin 0.05 mol/l (pH 7.2) +
Buzag1 serumu %50+ deterjan+ koruyucular

1 MLE Kkart

Testi kalibre etmek i¢in gerekli fabrika ana kalibrasyon bilgilerini
iceren spesifikasyon kart1.

3.4.1.2. CDAB stribin icerigi

Cizelge 3.2.: C.difficile Toksin A/B kit striplerinin igerigi

Kuyu Reaktifler
1 Numune kuyusu
2-3-4 Yikama Soliisyonu: TRIS tamponlu salin 0.05 mol/l (pH

7.2)+deterjan+koruyucular (600 pl)

5 Konjugat: Diliie biotin ile konjuge fare monoklonal anti-C. difficile toksin
A antikoru ve biotin ile konjuge fare monoklonal anti-C. difficile toksin B
antikoru+koruyucular (400 pl)

6 Izleyici: Alkalin Fosfataz isaretli streptavidin+TRIS tamponlu salin 0.05
mol/l (pH 6.0) +koruyucular (400 pul)

7-8-9 Yikama Soliisyonu: TRIS tamponlu salin 0.05 mol/l (pH 7.2)
+deterjantkoruyucular (600 pul)

10 Okuma kiiveti: 4-Metil-umbelliferil fosfat (0.6 mmol/l)+dietanolamin(0.62

mol/l ya da %6.6) pH 9.2+1g/l sodyum azid (300 pl)
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3.4.1.3. Testin Kalibrasyonu:

Kalibrasyon, kitin icindeki standart kullanilarak, her yeni reaktif lotu
acildiginda, ana lot bilgisi (MLE kart) girildikten sonra yapilmaktadir. Bu kalibrasyon
14 giin gecerlidir.

3.4.2. Testin Calismasi

Calisma oncesi digkr 6rnekleri otomatik pipet ile karigtirilarak homojenize edildi
ve santrifiij tiipiine 200 pl 1yi karismis sivi diski konuldu. Daha sonra otomatik pipet
yardimiyla test kiti icinde bulunan numune diliientinden (R1) 1000 pl tiipteki diski
tizerine ilave edildi. Karisim homojen goziikene kadar vorteks yardimi ile karistirildi ve
5 dakika 9000 rpm’ de santrifiij edildi.

Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra Orneklerin siipernatant kismindan kit
striplerinin 6rnek kuyucuguna 300 pl eklendi, stripler cihaza yerlestirildi ve testin
calismasi baglatildi. Testin tiim adimlari cihaz tarafindan otomatik olarak yapilmakta ve

test yaklasik olarak 75 dakika icerisinde tamamlanmaktadir.

3.4.3. Sonuclar ve degerlendirme

Test edilen her numune i¢in cihaz tarafindan floresan okuma yapilarak Relative
Fluorescence Value (RFV) degeri belirlendi.

Her numune icin test degeri VIDAS cihazi tarafindan asagidaki sekilde
hesaplandi.

Test degeri= Hasta RFV/standart RFV

Test degerine gore degerlendirme asagidaki sekildedir;
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Cizelge 3.3.: C.difficile Toksin A/B test degerleri

Test Degeri Sonu¢

<0.13 Negatif
>0.13ila<0.37 Ara Deger

>0.37 Pozitif

3.5. istatistiksel analiz

Kategorik veriler sayr ve ylizde cinsinden Ozetlenmistir.
analizlerinde ki kare testi kullanilmis, anlamli farklilik bulunan tablolarda ikili oran
karsilagtirmalar1 yapilmigtir. Normal dagilima uygun dagilim gostermeyen siirekli
degiskenler medyan [g¢eyreklikler] seklinde Ozetlenmis ve grup karsilastirmalarinda
Mann Whitney U testinden yararlanilmistir. Risk faktorlerinin belirlenmesi amaciyla
geriye doniik bir ¢alisma oldugu igin risk katsayisi olarak odds orami hesaplanmustir.

p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir. Analizler MedCalc v.

12.2.1. ve SPSS 11.5. paket programlarinda yapilmuistir.
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4. BULGULAR

Calismaya alman toplam 158 hastanin 86 (%54,4)’s1 erkek, 72 (%45,6)’si
kadind1 (Cizelge 4.1.). Bunlarin 84’1 0-18 yas grubu, 54°ti 19-64 yas grubu ve 20’si 65
ve lizeri yas grubunda idi

Calismamizda, C. difficile toksin A/B yoniinden incelenen 158 digki 6rneginin
18 (%11,4)’inde toksin A/B pozitif, 140 (%88,6)’inda negatif olarak tespit edildi
(Cizelge 4.2.). Bunlarin yas gruplarmma gore dagiliminda (Cizelge 4.3.); 16 (%88,8)
toksin pozitif hastanin ¢ocuk yas grubunda, 2 (%11,2) hastanin yetiskin yas grubunda
oldugu tespit edildi . C. difficile toksin pozitif olanlarin yaslarina gére dagilimi; 2’si 0-6
aylik, 7’si 6-12 ay, 1’1 5 yas ve 6’s1 10-13 yas arasinda, yetigkin iki hasta ise 33 ve 56
yaglarinda idi. Yas gruplar arasinda farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini
bulmak icin gruplar ikiserli olarak karsilagtirildiginda 0-18 yas grubu ile 19-64 yas
grubu arasinda C. difficile toksin pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunmustur (p=0,008). 0-18 yas grubunda olanlarda pozitiflik sayisi fazla oldugundan
bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmiis ve odds orani hesaplanmistir (OR=8,47 (1,87-
38,22) p=0,005). 0-18 yas arasinda olanlar olmayanlara gore 8,47 kat daha fazla
C.difficile toksin A/B’nin pozitif olmasi riski altindadir.

Cizelge 4.1. Hastalarin cinsiyete gore dagilimlart

CINSIYET n %

Erkek 86 54,4
Kadin 72 45,6
Toplam 158 100,0

Cizelge 4.2.: Hastalarin C. difficile toksin A/B sonuglari

Toksin A/B n %
Negatif 140 88,6
Pozitif 18 11,4

Toplam 158 100,0
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Cizelge 4.3.: C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin yas gruplarina gére dagilimlari

C. difficile toksin A/B | C. difficile toksin A/B
Yas gruplari pozitif hastalar negatif hastalar
n (%) n (%)
0-18 16 (%88,9) 68 (%48,6)
19-64 2 (%11,1) 52 (%37,1)
>65 0 (%0,0) 20 (%14,3)

Ishal gelisen hastalarin kliniklere gore dagilimi incelendiginde; Cocuk Saghg: ve
Hastaliklari, Cocuk Enfeksiyon, Cocuk Hematoloji, Gastroenteroloji, Hematoloji ve
Onkoloji kliniklerinde yogunlastiklari, bunu Cocuk Onkoloji, Cocuk Yogun Bakim
Unitesi (CYBU), Cocuk Cerrahi, Enfeksiyon, Gogiis Hastaliklari, Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum, Nefroloji kliniklerinin izledigi, en az 6rnek gelen kliniklerin ise Anesteziyoloji
ve Reanimasyon, Cocuk Gastroenteroloji, Cocuk Kardiyoloji, Cocuk Nefroloji, Cocuk
Noroloji, Endokrinoloji, Genel Cerrahi, Gogiis Cerrahisi, Kardiyovaskiiler Cerrahi,
Néroloji, Romatoloji ve Immiinoloji, Psikiyatri ve Uroloji oldugu saptandi.

C. difficile toksin A/B pozitif ve negatif hastalarin yattiklart kliniklere gore
dagilimi Cizelge 4.4.’de verilmistir. C. difficile toksin A/B pozitif hastalarin ¢ocuk
hastaliklar1 kliniginde yogunlastigi goriillmektedir.

Digki Orneklerinin  makroskobik incelemesinde; 18 pozitif O6rnegin 5’inin
mukuslu oldugu, negatif olan 140 digskinin ise 40’nin mukuslu, 4’linlin kanli ve 1’inin
kanli-mukuslu oldugu tespit edildi.

Digki orneklerinin mikroskobik incelemesinde; 18 pozitif 6rnegin 2’sinde
eritrosit, 5’inde I6kosit, birinde eritrosit ve l6kosit, birinde Entamoeba histolytica,
birinde maya hiicresi goriildii. Toksin negatif olan 140 digkinin mikroskobik
incelemesinde ise, 14’linde eritrosit, 32’sinde 16kosit, 20 ornekte hem eritrosit hem
lokosit, 6’sinda E. histolytica kist ve trofozoitleri, 1 tanesinde ise Giardia intestinalis

Kistleri ve 9’unda maya hiicreleri goriildii.
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Cizelge 4.4.: C. difficile toksin A/B pozitif ve negatif hastalarin yattiklar1 kliniklere gore dagilimlari

Klinikler C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B
pozitif hastalar negatif hastalar
n (%) n (%)
Cocuk Saghg ve
Hastalhiklar: Boliimii
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 6 (33,5) 23 (16,5)
Cocuk Enfeksiyon 3(16,8) 17 (12,1)
Cocuk Hematoloji 2 (11,2) 10 (7,1)
Cocuk Onkoloji 1(5,5) 4(3)
Cocuk Gastroenteroloji 1(5,5) 1(0,7)
Cocuk Kardiyoloji - 1(0,7)
Cocuk Nefroloji - 3(2,1)
Cocuk Noroloji 1(5,5) -
CYBU 1(5,5) 5(3,5)
Cocuk Cerrahisi 1(5,5) 3(21)
Dabhili Bilimler
Gastroenteroloji 1(5,5) 11 (7,8)
Hematoloji - 17 (12,1)
Onkoloji - 16 (11,4)
Nefroloji - 6 (4,2)
Endokrinoloji - 1(0,7)
Romatoloji ve Immiinoloji - 2 (1,4)
Noroloji - 2(1,4)
Enfeksiyon - 4(3)
Gogiis Hastaliklari - 4(3)
Psikiyatri - 1(0,7)
Cerrabhi Bilimler
Kadm Hastaliklar1 ve Dogum - 4(3)
Anesteziyoloji ve Reanimasyon 1(5,5) -
Genel Cerrahi - 2(1,4)
Gogiis Cerrahisi - 1(0,7)
Kardiyovaskiiler Cerrahi - 1(0,7)
Uroloji - 1(0,7)
Toplam 18 (100) 140 (100)

Yapilan digki kiiltiirlerinde C. difficile toksin A/B negatif 128 (%91,4) hastada
normal bagirsak flora bakterileri ( Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Enterococcus spp., Proteus spp. vb.), 9 (%6,4) hastada Candida spp (6 hastada C.
albicans, 3 hastada non-albicans ftiredi), 2 (%1,5) hastada Salmonella spp, 1 (%0,7)
hastada ise Shigella spp. tiredigi goriildii. Toksin A/B pozitif hastalarin sadece 1 (%5,5)
tanesinde C. albicans iirerken, 17 (%94,5) hastada normal flora bakterileri tiredi
(Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Calismadaki hastalarin kiiltiirlerinde izole edilen mikroorganizmalarin dagilimi

C. difficile toksin A/B | C. difficile toksin A/B
Kiiltiir Sonucu pozitif hastalar negatif hastalar

n (%) n (%)
Normal flora bakterileri 17 (94,5) 128 (91,4)
Candida spp (7 C.albicans, 1(5,5) 9 (6,4)
3 non-albicans)
Salmonella spp. - 2 (1,5)
Shigella spp. - 1(0,7)
Toplam 18 (100) 140 (100)

Calismaya alinan hastalarin C. difficile igin risk faktorlerinden olan hematolojik
malignitesinin ve nazogastrik tiip uygulamasinin olup olmadig: arastirildi. C. difficile
toksin A/B negatif hastalarin 46’sinda hematolojik malignite ve 15’inde nazogastrik tiip
oldugu, pozitif hastalarin ise 4’tinde hematolojik malignite ve 4’iinde nazogastrik tiip
uygulamasi oldugu goriildii. (Cizelge 4.6. ve 4.7.)

Hematolojik malignite uygulamasi ile C.difficile toksin A/B’nin pozitif ya da
negatif olmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski yoktur (p=0,519) (Cizelge
4.6.).

Cizelge 4.6. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin hematolojik malignite sonuglar

C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B p degeri
Hematolojik malignite pozitif hastalar negatif hastalar
n n
VAR 4 (%22) 46 (%33) 0,519
YOK 14 (%78) 94 (%67)

Nazogastrik tiip uygulamas ile C.difficile toksin A/B’nin pozitif ya da negatif
olmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski yoktur (p=0,304) (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin nazogastrik tiip uygulamasi sonuglari

C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B p degeri
Nazogastrik tiip pozitif hastalar negatif hastalar
uygulamasi n n
VAR 4 (%22) 15 (%11) 0,304
YOK 14 (%78) 125 (%89)
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Toksin negatif hastalarin 118 (%84,2)’inde altta yatan bir hastaligin varlig
belirlendi. Bu hastalarin 46 (9%32,8)’sinda kanser, 14 (%10)’iinde bobrek yetmezligi, 12
(%8,6)’sinde anemi ve 46 (%32,8)’sinda diger hastaliklar (Kistik Fibrozis, Menenyjit,
Pnomoni, Akut Pankreatit, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi, HIV, Ensefalit, Siroz,
Hepatit, immiin yetmezlik, Diyabet) mevcuttu.

Toksin pozitif hastalarin 16 (%88,8)’sinda altta yatan bir hastaligin varlig
belirlendi. Bunlarin 4 (%22,2)’iinde kanser, 12 (%66,6)’sinde diger hastaliklar ( 1 Kistik
Fibrozis,I Menenjit, 1 Pnomoni, 1 Akut Pankreatit, 1 Chrohn hastaligi, 1 Wilson
hastaligi, 1 Otizm, 1 FMF, 1 Kostman Sendromu, 1 Epilepsi, 1 Reflii, 1 Vaskiilit)
bulunmaktaydi.

(Calismadaki hastalarin hastanede yatis siireleri i¢inde aldiklari antibiyotiklere
bakildiginda ilk siray1 sefalosporinler almakta onu karbapenemler takip etmekte daha
sonra da sirayla florokinolonlar, penisilin, beta laktam+beta laktamaz inhibitorleri ve
diger antibiyotikler de bunlan izlemektedir. C. difficile toksin A/B pozitif bulunan
hastalarin daha once kullandigi antibiyotiklere bakildiginda 5 (%28,5)’inin penisilin
grubu, 3 (%16,5)tiniin sefalosporin grubu, 3 (%16,5)tiniin karbapenem, 2
(%11,0)’sinin  beta-laktam+beta-laktamaz inhibitérii, 1 (%5,5)’inin  penisilin-
sefalosporin ve 1 (%5,5)’inin sefalosporin-karbapenem kombinasyonu aldigi tespit
edildi.

Penisilin almakla C. difficile toksin A/B’nin pozitif ya da negatif olmasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki vardir (p=0,006). Penisilin alanlar almayanlara gére
6,34 kat daha fazla C. difficile toksin A/B’nin pozitif olmasi riski altindadir (OR=6,34
(1,81-22,24) p=0,004).

Sefalosropin (p=0,080), karbapenem (p=0,777), beta laktam+beta laktamaz
inhibitériic  (p=0,986), penisilin-sefalosporin  (p=0,810), sefalosporin-karbapenem
(p=0,808) grubu antibiyotik almakla C. difficile toksin A/B pozitif ya da negatif olmas1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur.

(Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. Hastalarin hastanede yattiklar siire igerisinde kullandiklar antibiyotikler

C. difficile C. difficile toksin
Antibiyotik gruplari toksin A/B A/B negatif p degeri
pozitif hastalar hastalar
n (%) n (%)
Penisilin 5 (28,5) 8(5,7) 0,006
Sefalosporin 3 (16,5) 57 (40,7) 0,080
Karbapenem 3 (16,5) 24 (17,2) 0,777
Beta laktam+beta laktamaz inh. 2 (11,0 11 (7,8) 0.986
Penisilin-Sefalosporin 1 (5,5) 5 (3,5) 0.810
Sefalosporin-Karbapenem 1 (5,5) 10 (7,1) 0.808
Florokinolon - 16 (11,5)
Aminoglikozit - 2 (1,5)
Glikopeptit - 1(0,7)
Nitroimidazol - 5 (3,6)
Antibiyotik oykiisii olmayan 3(16,5) 1(0,7)
Toplam 18 (100) 140 (100)

Calismamizdaki 158 hastanin toksin negatif olan 46’s1, toksin pozitif olan 4’ {i
olmak lizere toplamda 50 hastanin hastanede yattig1 siire i¢inde kemoterapdtik ajan
kullandig1 belirlendi.

Ayrica hastalarin antiiilser tedavi alip almadiklar1 incelenmis, negatif hastalarin
76’s1 (48’1 proton pompa inhibitdrii, 20’si H, antagonist, 8’1 proton pompa inhibitdrii+
H, antagonist) bu tedaviyi aldigi, 64’iiniin ise almadig: tespit edildi. Pozitif hastalarin
ise 8’inin (3’0 proton pompa inhibitérii, 3’0 H, antagonist, 2’si proton pompa
inhibitdrii+ Hy antagonist) hastanede yattig1 siire i¢inde antiiilser tedavi aldigi, 10’unun
almadigi saptandi. C. difficile toksin A/B’nin pozitifligi ile anti iilser ilag tedavisi alip

almama arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur. (p=0,591) (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin antiiilser tedavi alip almadiklar

Antiiilser tedavi C. difficile toksin A/B | C. difficile toksin A/B p degeri
pozitif hastalar negatif hastalar
Alan 8 (%44) 76 (%54) 0,591
Almayan 10 (%56) 64 (%46)
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Diger test sonuglarina bakildiginda C. difficile toksin A/B pozitif hastalarin
%72,2’sinde normal, %22,2’sinde yiiksek degerlerde 16kosit varligi, hastalarin
%55,5’inde yiiksek, %33,3’linde normal degerlerde C-reaktif protein (CRP) varligi
saptanmustir (Cizelge 4.10.). Lokositin referans araligi 4,5-11x10% ul, CRP’nin referans
araligi 0-5 mg/ml olarak alinmistir. Lokosit degerleri bakimindan gruplar arasinda
CRP degerleri

bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0,038).

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,164).

(Cizelge 4.11.). CRP toksin negatif hastalarda daha yiiksektir. Bunun nedeninin

hastalarin altta yatan hastaliklarina bagli olabilecegi diisiiniildii.

Cizelge 4.10. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin 16kosit ve CRP sonuglari

C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B
pozitif hastalar negatif hastalar

n (%) n (%)

Diisiik 1(5,6) 37 (26,4)

Lokosit Yiiksek 4 (22,2) 41 (29,3)

Normal 13 (72,2) 62 (44,3)

Toplam 18 (100) 140 (100)
Diisiik - 1(0,7)

Yiiksek 10 (55,5) 108 (77,2)

CRP Normal 6 (33,3) 24 (17,1)
Bakilmamisg 2 (11,2) 7 (5)

Toplam 18 (100) 140 (100)

Cizelge 4.11. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin l6kosit ve CRP medyan degerlerinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B p degeri
pozitif hastalar negatif hastalar
Medyan[¢eyreklikler] Medyan[¢eyreklikler]

Lokosit 11115 [6030-15120] 8055 [3240-12790] 0,164
CRP 12,50[2,00-51,50] 45,00[9,75-145,75] 0,038

Toksin pozitif hastalarin ortalama ishal sikligi giinde 6 kez olarak belirlendi.
Yatis sirasinda ortalama antibiyotik kullanma siiresi ise 15 giin olarak saptandi.
Hastalarin digki drneklerinde antibiyotige basladiktan ortalama 6,6 giin (min 0- max 40
giin) sonra toksin A/B pozitif saptandi. Yatistan sonra pozitiflik icin gegen siire ise

ortalama 10,4 giin (min 0-max 58 giin) olarak tespit edildi.
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Yatig siiresi normal dagilima uygun bir dagilis gdstermemektedir (p<0,001).
Yatis siireleri bakimindan toksin negatif ve pozitif gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,317). Antibiyotik kullanim siireleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,659) (Cizelge

4.12)

Cizelge 4.12. C. difficile toksin pozitif ve negatif hastalarin yatis siirelerinin ve antibiyotik kullanma
stirelerinin medyan degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

C. difficile toksin A/B C. difficile toksin A/B
pozitif hastalar negatif hastalar p degeri
Medyan[g¢eyreklikler] Medyan[¢eyreklikler]
Yatis siiresi 9,50 [4,00-28,50] 20,50 [9,75-37,75] 0,317
Antibiyotik 11,00 [6,00-22,00] 11,00 [6,00-22,00] 0,659
kullanma siiresi
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5. TARTISMA

C. difficile antibiyotikle iliskili ishal ve kolitin en 6nemli etkenidir ve hastalik
spektrumu hafif ve kendini sinirlayan ishalden, Kkarakteristik sekli olan
psddomembranéz kolite kadar gitmektedir (1). Yapilan ¢alismalarda, C. difficile’ye
bagli antibiyotik ile iligkili ishal sikligiin %3,8 ile %27 arasinda oldugu
bildirilmektedir (8, 42).

Istanbul T1p Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda yapilan
bir ¢alismada; hastanede yatan ve uzun siire antibiyotik tedavisi goren,
psddomembrandz enterokolit semptomlart olan 50 ¢ocugun diski 6rneginin 12 (%24)’
sinden C. difficile izole edildigi bildirilmistir. Bu suslarin 8 (%16)’ inde enzim
immiinoassay (EIA) yontemiyle toksin A pozitifligi elde edilmistir (57). Boral’in
yaptig1 bir ¢alismada 1998-2000 yillar1 arasinda C. difficile enfeksiyonu 6n tanisiyla
laboratuvara gonderilen 360 hastanin digki Orneginde “ImmunoCard Toxin A
(Meridian Diagnostic)” Kiti ile ELISA yontemiyle %4,7 oraninda toksin A varligi
saptanmistir. Ayni c¢alismada 2000-2002 yillar1 arasindaki 400 diski Orneginde
“Premier Toxin A/B (Meridian Diagnostic)” kiti kullanilarak %12 oraninda toksin A/B
varligi saptamis oldugu bildirilmistir. ikinci ¢alismada toksin yiizdesinin artmasi
istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve C. difficile toksin saptanmasinda her iki toksini
saptayan kitlerin kullanilmasinin daha uygun olacagi sonucuna varilmstir (7). Aygiin ve
ark, 125 diski 6rneginde ELISA yontemi ile %3,2 oraninda C. difficile toksin A/B
pozitifligi saptamiglardir (58). Marmara Universitesi Hastanesi’nde; Eyliil 2006-Ocak
2010 tarihleri arasinda yatan ve ishali olan 633 hastanin digkisinda EIA testi ile toksin
pozitifligi %4,7 (30/633) olarak tespit edilmistir (25). Ercis ve ark. antibiyotige bagli
ishal veya PMK 6n tanili 726 hastanin digki 6rneklerinde ELISA yontemiyle C. difficile
toksin varligini arastirmiglar; bunlarin 62’ sinde toksin A ve 6’ sinda toksin B olmak
tizere toplam 68(%9,4) hastanin digk1 6rneginde pozitiflik saptamislardir (42). Aygiin ve
ark. yaptiklar1 ¢alismada, hastanede yatmayan ve son 3 ay i¢inde antibiyotik kullanim
Oykiisli olan 70 hastanin digki 6rneginde ELISA yontemi kullanarak 3 (%4,3)’iinde C.
difficile toksin A/B pozitif tespit etmislerdir (44). Altindis ve ark. yaptiklari ¢alismada;

antibiyotik kullanim Oykiisii olan ishalli, 45 poliklinik, 46 servis hastasi toplam 91
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hastanin 13 (%14,3)’iinde ELISA yontemiyle toksin A/B pozitiflik saptamiglardir (33).
Tungcan ve ark., hastanede yatan ve antibiyotik kullanimi sonrasi ishal gelisen 74
notropenik hasta ile 75 notropenik olmayan hastada ELISA yontemiyle C. difficile
toksin A/B varligin1 arastirmis; notropenik grupta %24,3 (n= 18), nétropenik olmayan
grupta %21,3 (n= 16) olmak iizere toplam %?22,8 (n= 34) oraninda C. difficile toksin
A/B pozitifligi bulmuslar ve nd&tropenik grupta notropenik olmayanlara gore
enfeksiyonun daha erken gelistigini saptamislardir (59). Altuglu ve ark., yaptiklari
calismada yogun bakim {initesinde en az 3 giin kalan ve antibiyotik kullanimi
sonucunda ishal gelisen 38 hastanin 7 (%18,4)’sinde ‘Enzim-Linked Fluorescent Assay
(ELFA)’ yontemiyle toksin A pozitif saptamislardir (8).

Bizim ¢alismamizda C. difficile Toksin A/B kiti ile (VIDAS, bioMérieux) ELFA
yontemi kullanilarak incelenen 158 disk1 6rneginin 18 (%11,4)’ inde toksin A/B pozitif
olarak tespit edilmistir.

C. difficile’ye bagli ishal olusumunda en Onemli risk faktorii antibiyotik
kullanimidir. Kullanilan antibiyotikler, iilkeden iilkeye, hastaneden hastaneye, hatta
ayn1 hastanedeki klinikler arasinda bile c¢ok degisiklik gosterebilmektedir (25).
Herhangi bir antibiyotik kullanimi sirasinda C. difficile iligkili ishal gelisebilse de bu
konuda klindamisin ve sefalosporinler en riskli antibiyotiklerdir. Basta klindamisin
olmak iizere sefalosporin, betalaktam/betalaktamaz inhibitér kombinasyonlari, penisilin
ve karbapenem grubu antibiyotik kullanimi C. difficile iliskili ishal i¢in 6nde gelen risk
faktorleri olarak bildirilmistir (6, 60). Isveg’te bes biiyiik hastanenin yer aldig1 bir
calismada, trimetoprim-siilfametoksazol, piperasilin, sefalosporin ve klindamisinin
kullanimmin C. difficile enfeksiyonu riskini arttirdigi gériilmistiir (61). Ercis ve ark.
yaptiklar1 ¢calismada C. difficile’ ye bagl ishalin, hastalarin biiyiik bir kisminda (32/68)
beta laktam-beta laktamaz inhibitér kombinasyonlarmin kullanimi sonucunda gelistigi,
bunu aminoglikozidlerin (12/68) ve sefalosporinlerin (8/68) izledigini saptamislardir
(42). Altindis ve ark. C. difficile toksin pozitif hastalarin %84,6’sinin ampisilin-
stilbaktam, %7,7’sinin ise kotrimoksazol-SXT ve makrolid antibiyotik kullandigini
belirlemislerdir (33). Altuglu ve ark., yaptiklart ¢alismada toksin A pozitif bulunan
hastalarin besinin tgilincii kusak sefalosporin, birinin trimetoprim-sulfametoksazol ve
birinin de siprofloksasin kullanmakta oldugunu saptamislardir (8). Avustralya’da

yapilan C. difficile ile iliskili ishal olgularinin incelendigi epidemiyolojik bir calismada;
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3. kusak sefalosporinlerin kullaniminin kontrol altina alinmasi ile C. difficile iligkili
ishal olgularinin azaltilabilecegi bildirilmistir (62).

Calismamizda, C. difficile toksin A/B pozitif bulunan hastalarin  %28,5’inin
penisilin grubu, %16,5’inin sefalosporin grubu, %16,5’inin karbapenem, %211,0’inin
beta-laktam+beta-laktamaz inhibitorii antibiyotik kullandigt ve {i¢ hastada ise
antibiyotik kullanim 6ykiisiiniin bulunmadigi tespit edilmistir.

C. difficile’ye bagl ishalin olusmasina neden olan diger bir risk faktori, altta
yatan ciddi bir hastaligin varligidir. Kronik hastaligi olanlarin daha sik ve daha uzun
stire hastanede yatirilmalar1 C. difficile ile kolonize olma ihtimalini artirmakta; kisiyi
enfeksiyonlara agik hale getirmektedir (63). Ercis ve ark. yaptiklari ¢aligmada C.
difficile toksin A/B pozitif tespit ettikleri olgularin %52,9’unda altta yatan bir hastaligin
oldugunu, bunlar1 da kronik obstriiktif solunum yolu hastaligi, bobrek yetmezligi ve
kanser olarak bildirmislerdir (42). Altuglu ve ark.’nin ¢alismasinda toksin A pozitif
bulunan hastalar operasyon gegirmek, politravma, vaskiilit, solid tiimor, organik fosfat
zehirlenmesi, beyin i¢i kanamasi, kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi nedenlerden
dolay1 yogun bakimda yatmakta oldugunu tespit etmislerdir (8).

Calismamizda, C. difficile toksin A/B pozitif 18 hastanin 4 (%22,2)’tinde kanser,
12 (%66,6)’sinde kronik bir hastalik olmak tizere 16 (%88,8) hastada altta yatan
herhangi bir hastalig1 oldugu tespit edilmistir.

Antibiyotige bagli ishal olgulari siklikla kendini sinirlama egilimindedir. Ishal
genelde sulu ve mukusludur, genellikle kan bulunmaz. Sistemik bulgular yoktur ve
genellikle diskida I6kosit saptanmaz. Kolit olgularinda ise sistemik bulgularin yanisira,
digkida 16kosit ve eritrosit bulunmaktadir (5). Gerding ve ark. C. difficile’ye bagli ishal
sliphesi olan drneklerle yaptiklari ¢aligmada toksin pozitif diskilarin %27’sinin mukus,
%26’s1n1n kan igerdigini tesbit etmislerdir (35).

Bizim g¢alismamizda da; mikroskobik incelemede toksin pozitif 18 o6rnegin
2’sinde eritrosit, 5’inde l16kosit, birinde eritrosit ve 16kosit varligi saptanirken 5 6rnegin
makroskopik goriintiisii de mukuslu olarak degerlendirilmistir.

Antibiyotikle iligkili ishal olan fakat C. difficile saptanamayan hastalarda,
enterotoksin treten C. perfringens, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Salmonella ve Shigella gibi etkenlerin rolii olabilecegi ifade edilmektedir (33). Altuglu

ve ark.’nin ¢alismalarinda; c¢alismaya alinan 38 hastanin 21 tanesine bakteriyolojik
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kiiltiir yapilmig, sadece 1 tanesinde Shigella flexneri izole edilmis. Toksin A pozitif
hastalarin higbirinde patojen bir bakteri saptanmamistir (8). Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’
nde yapilan ¢alismada Orneklere bakteriyolojik kiiltiir yapilarak Salmonella, Shigella,
Aeromonas, Plesiomonas varligi arastirilmistir. Fakat higbirinde bu bakterilere
rastlanmamis hepsinde normal flora elemanlarinin iiredigi goriilmiistiir (44).

Calismamizda toksin negatif 140 hastanin diski kiiltiiriinde; 9 (%6,4) unda
Candida (6’s1 C. albicans, 3’ i non-albicans), 2 (%1,5)’sinde Salmonella spp.,1
(%0,7)’inde ise Shigella spp.. ve 128 (%91,4)’inde ise normal flora bakterileri izole
edildi. Toksin pozitif hastalarin 1 (%5,5)’inde C. albicans ve 17 (%94,5)’sinde normal
flora bakterileri liremistir.

Diskida toksin A/B saptanabilmesi i¢in altin standart doku kiiltiiriinde sitopatik
etkinin gosterilmesidir. Her iki major C. difficile toksinine duyarli olmasi nedeniyle en
cok tercih edilen Vero hiicreleridir. Fakat doku kiiltiirii laboratuvarina gereksinim
gosteren, zaman alict ve pahali bir yontemdir. Bu yiizden Enzim immiinassay yontemi
toksin A ve B’yi saptamada hizli sonu¢ alinmas1 ve doku kiiltiirtine goére daha ucuz
olmasi nedeniyle bircok merkezde tercih edilmektedir. Bu testlerin duyarliligi %75-85
oranlaridadir (49).

A.B.D.’nde 5 yillik siirede C. difficile testlerinin kullanimi degerlendirilmis;
buna gore, 2004 yilinda laboratuvarlarin %42’si C. difficile toksin A ve B tanisinda kati
faz EIA’i, %26’s1 toksin A/B veya/ve GDH tanisinda immunokromotografik testleri
kullanmakta olduklar1  bildirilmistir.  Hizli  immunokromotografik  testlerdeki
gelismelerden sonra 2008 yilinda laboratuvarlarin %46’s1 bu metodu kullanirken,
%43’linilin hala EIA metotlarin1 kullanmakta oldugu tespit edilmistir (48).

C. difficile sporlari, kolonizasyon geligsmis hastalardan ya da gevrelerindeki
kisilerden, temas sonucunda alinabilmekte, cogu zaman da hastane personelinin elleri
araciligiyla tasinmaktadir. Elle tasinma 6nemli bir bulas sekli olarak diisiiniilmektedir.
Yapilan bir arastirmada, hastane personelinin lastik eldiven kullanmasi sonucunda C.
difficile'ye bagl ishallerde bes kat azalmanin gorildiigi belirtilmistir. C. difficile 1siya
direngli sporlari nedeniyle hastane ortaminda uzun siire canli kalabilmektedir (64).

Calismamizda, hastanede yatan ishal gelisen hastalarda %]11,4 oraninda C.
difficile toksin A/B pozitifligi saptandi. Pozitif hastalarin Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari

kliniginde yogunlastigi goriildii. Toksin pozitif bulunan hastalarin %28,5’inin penisilin
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grubu, %16,5’inin sefalosporin grubu, %16,5’inin karbapenem, %11,0’inin beta-laktam
+ beta- laktamaz inhibitorii antibiyotik kullandigi ve %25’inin malign bir hastaliginin
oldugu ve kemoterapotik ilag aldigi ve %44,4’iinlin anti ilser tedavi aldigi tespit
edilmistir. Toksin pozitif ve negatif hastalardaki inceledigimiz ¢esitli risk faktorlerinden
penisilin kullaniminda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur, digerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

C. difficile, hastanede yatan ve basta antibiyotik kullanan hastalarda gelisen
ishallerde oncelikle akla gelmelidir. Bunun yaninda diger risk faktorlerinin ( malignite,
kemoterapi, anti ilser ila¢ kullanimi gibi) de hastaligin siddetinde etkin olabilecegi
diisiinilmelidir. Tani igin toksin olusumunun gosterilmesi gereklidir. Toksin
saptanmasinda altin standart doku kiltiridiir fakat uygulama giigliigli, uzun siirede
sonug¢ vermesi ve pahali olmas1 gibi nedenlerden dolay1 rutin laboratuvarlarda kullanimi
zordur. Bu nedenle digkida toksin arastiran ticari testler iginde duyarlilik ve 6zgilliigi
yiiksek olan ELISA kitleri tercih edilebilir. Boylece toksin pozitif hastalar belirlenerek
uygun tedavi almast saglanir. Ayn1 zamanda enfeksiyon kontrol 6nlemleri alinarak C.

difficile’ nin hastane ortaminda hastalar arasinda yayilimi 6nlenmis olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz bu ¢alismada hastanemizde Clostridium difficile iliskili ishal
sikligint belirlemek igin C. difficile toksin A/B varligi ELFA yontemiyle arastirildi.
Hastanede yatan ve ishal gelisen hastalarda %11,4 oraninda pozitiflik tespit edildi. Bu
oran yapilan diger ¢alismalardaki oranlarla uyumlu bulunmustur. ELISA yOnteminin
kolay, hizli1 ve giivenilir bir yontem olmasindan dolay1r bu enfeksiyonun tanisinda ilk
secenek olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu konu ile ilgili tilkemizde
yapilan smirhh  sayida ¢alisma bulundugundan bu g¢alisma ile C. difficile
epidemiyolojisine katkida bulunulacaktir.

C. difficile enfeksiyonlari tiim diinyada hem hastane hem de toplum kaynakli
enfeksiyonlara neden olan ¢ok ciddi bir saglik sorunudur. Bu enfeksiyonun erken tanisi,
kontrolii ve dnlenebilmesi igin hizli tan1 konarak tedavi edilmeli ve gerekli enfeksiyon
kontrol 6nlemleri uygulanmalidir.

C. difficile’ ye bagli ishal olgularmin degerlendirilmesinde toksin varliginin
gosterilmesi, hastanin klinik bulgulariyla birlestirilmesi ve C. difficile enfeksiyonuna

neden olan risk faktorleriyle birlikte degerlendirilmesi 6nemlidir.
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