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Ozet

Clostridium difficile, asemptomatik tasiyicilik, imh diyare, psdédomembransiz
kolit, psédomemrandz kolit (PMK), fulminant kolit/toksik megakolon gibi ¢ok
cesitli klinik tablolara neden olabilen insan gastrointestinal sistem mikrobiyota
uyesi, gram pozitif, sporlu anaerob comakgiktir. Genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi sonrasi kolonda bulunan C. difficile suslar ekolojik avantaj kazanip
cogalmakta ve toksin sentezleyerek ishale neden olmaktadir. Son 20 yilda
gerek hastane, gerekse toplum kaynakli Clostridium difficile enfeksiyonlarinin
insidans ve mortalitesinde belirgin bir artis oldugu goéze carpmaktadir.

Bu calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Hastanesi Hematoloji ve
Onkoloji kliniklerinde terapdétik veya proflaktik amacgh genis spekturumlu
antibiyotik kullanimi sonrasinda ishal gelisen hastalarin digkisinda toksijenik
C. difficile varhdinin iki farkli immundiagnostik ve bir molekdiler test kullanarak
arastirlmasi amaclanmistir. Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda Hematoloji
ve Onkoloji kliniklerde yatan ve diyaresi olan 82 hastanin digki érnekleri
incelenmistir. Digkl 6érnekleri kapakl, sizdirmaz transport diski kaplarinda bir
saat icinde mikrobiyoloji laboratuvarina ulastinldi. Glutamat dehidrogenaz
enzimi (GDH) ve toksin A ve B saptamada EIA yontemi (TECH LAB, Inc.) ,
toksin B genini saptamada ise real-time PCR yéntemi (BD GeneOhm™ Cdiff
Assay) kullaniimistir.

Elli alti 6rnekte her Ug testle negatif sonuc¢ elde edildi. Dokuz hastada
yapilan testlerden en az iki tanesi pozitif olarak bulundu. Uc hastada ise EIA
(GDH, toksin A ve B ) testleri pozitif iken molekuler yéntemle negatif sonug
alindi. Molekiler ydéntem ile saptanan ve yalanci negatiflik olarak kabul
ettigimiz bu durumun tcdB geninde gercgeklesen mutasyon veya sadece toksin
B/binary toksin sentezleyen sus nedeniyle oldugu disinuldd.

Sonuclarimiza gére GDH EIA testinin guvenilir bir tarama testi olarak riskli
hasta gruplarinda ilk test olarak uygulanmasi ve GDH pozitifligi durumunda ise
toksin A ve B saptayan immundiagnostik testler veya toksin B genini saptayan
molektller testlerden biriyle sonucun dogrulanmasi uygun bir yaklasim
olacaktir.

Anahtar sozcikler: Clostridium difficile, toksin A, toksin B, diyare, tanisal
test,



Summary

Clostridium difficile, the member of human gastrointestinal system
microbiotia, is a gram-positive, spore-forming anaerobic bacilli . It is present
in the gastrointestinal tract in asymptomatic carriers, though; it can cause a
variety of clinical features such as: mild diarrhea, non-pseudomembranous
colitis, pseudomembranous colitis (PMC), and fulminant colitis/toxic
megacolon. Following the useage of broad spectrum antibiotics, C. difficile
strains gain benefit of ecological advantage and start to multiply and produce
toxins leading to diarrhea. In the last 20 years, nosocomial and community
acquired C. difficile infections showed significant increasing incidence and
mortality rates.

Our study is aimed to investigate toxigenic C. difficile in diarrheal stool
specimens collected from in-patients of Eskisehir Osmangazi University
Hospital Hematology and Oncology departments who receive broad spectrum
antibiotics for prophylactic or therapeutic purposes. Using two different
methods; toxigenic C. difficile was investigated using by immunodiagnostic
and molecular tests. During the period between January-June 2015, 82
diarrheal specimens were collected in suitable stool containers and sent to
microbiology laboratory within an hour . EIA method (TECH LAB, Inc.) was
used to detect the presence of glutamate dehydrogenase enzyme and toxins
A plus B. Also, real-time PCR (BD GeneOhm™ Cdiff Assay) was used to detect
toxin B gene.

Fifty six samples were negative in all three tests performed. However;
nine specimens were positive in at least two diagnostic tests performed. Three
samples were positive by EIA (GDH, toxins A and B) while these specimens
were negative by the molecular test. The negative result could be false
negative due to tcdB gene mutation, or it could be due to toxin B/binary toxin
producing strain.

According to our results, GDH EIA is a reliable initial screening test to be
applied in high risk patients. Though, it would be an appropriate approach to
verify GDH EIA positive results by performing either immuno diagnostic tests
which detect toxin A and B or toxin B gene based moleculer tests.

Key words: Clostridium difficile, toxins, toxin B, diarrhea, diagnostic tests
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1.Giris ve Amag

C. difficile gram pozitif, sporlu, zorunlu, anaerop bir bakteridir. Bu bakteri
saglikl insanlarin barsak mikrobiyotasinda %3 bulunma oranina sahiptir.
Cesitli sebeplerle hastanede yatan hastalarin barsak mikrobiyotasinda
bulunma orani %7-11'e kadar artabilmektedir. C. difficile kolonizasiyonu ve
enfeksiyonu oOnlemede barsak mikrobiyotasinin rolinin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Saglikli insanlar, kolon mikrobiyotasinin bu kuruyucu etkisi
sebebiyile C.difficile enfeksiyonlarina (CDE) karsi direnclidir. Fakat genis
spekturumlu antibiyotik 6zellikle klindamisin, penisilin, sefalosporin ve
immunsupresif ilaglar ile maruziyet sonucunda bu etkene karsi olan kuruyucu
bariyer ortadan kalkar. C. difficile ¢ogalmasi nedeniyle hastallk meydana
gelebilir.

C. difficile, normal bireylerin gastrointestinal sistem mikrobiyotasinin
stabil bir Gyesidir. Yenidoganlarda %60-70 oraninda kolonize olabilmektedir.
Yenidoganlarda bakterinin fazla miktarda kolonize oldugu ve toksin Urettigi
halde bu gurupta psbédomembrané6z kolitin nadir olarak gdérilmesinin sebebini;
bu dénemde barsak epitel hicrelerinin toksine duyarlh olmamasi ve uygun
reseptérlerinin  olmadi§i  kanisini  disiindiirmektedir. Ileryeyen vyaslarda
intestinal sistem mikrobiyotasini olusturan bakteri tirlerinin C. difficile
suslarini inhibe ettigi 6zellikle anaerop mikrobiyotay! olusturan Eubacteria,
Bifidobacteria ve Bacteroides turlerinin C. difficile’'nin kolonizasyonunu
tamamen engelledigini gdstermilstir.

Nozokomiyal enfeksiyonlar igcinde édnemli bir orana sahip olan C. difficile,
antibiyotik ile iliskili ishal ve kolitin yaklasik %15-25 lik oranla 6nemli etkenidir.
Pseudomembranéz kolitlerin (PMK) ise 9%99'undan sorumludur. Ancak
antibiyotik kullaniminin yanisira uzun slire hastanede yatis, ileri yas, proton
pompa inhibitért gibi antillser ilaglarin, antineoplastik ve immunsupresiflerin
kullaniimasi, radyasyon, nazogastrik tlpler, barsak temizligi ve karin ici cerrahi
gibi gastrointestinal girisimler de CDE olusmasi igin risk faktorlerdir. Sadece
toksijenik suslar C. difficile CDE patogenezine neden olduklar bilinmektedir.
C. difficile patojenite lokusunda (Paloc) bulunan tcdA ve tcdB genleri tarafindan
kodlanan toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) hastaligin
patogenezinden sorumludur. Bazi dlkelerde hastane salginlarina neden olan,
enzimatik ve badlayici komponentlerinin cdtA ve cdtB genleri tarafindan
kodlandigi toksin A ve B’den farkli, V'binary toksin'' reten suslar bildirilmistir.



Bu calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Hastanesi Hematoloji ve
Onkoloji kliniklerinde terapoétik veya proflaktik amacgl genis spekturumlu
antibiyotik kullanimi sonrasinda ishal gelisen hastalarin digkisinda toksijenik
C. difficile varh@inin iki farkli immundiagnostik ve bir molekiler test kullanarak
arastirilmasi amaclanmisdir. Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda Hematoloji
ve Onkoloji kliniklerde yatan ve 82 diyaresi olan hastanin diski érnekleri
incelenmigstir. Digki érnekleri kapakli, sizdirmaz transport diski kaplarda bir
saat icinde mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi. Glutamat dehidrogenaz
enzimi ve toksin A ve B saptamada EIA ydntemi (TECH LAB, Inc.), toksin B
genini saptamada ise real-time PCR (BD GeneOhm™ Cdiff Assay) ydntemi
kullaniimistir.

Elli alti 6rnekte her ¢ testle negatif sonug elde edildi. Dokuz hastada
yapilan testlerden en az iki tanesi pozitif olarak bulundu. Uc¢ hastada ise EIA
(GDH, toksin A ve B ) testleri pozitif iken molekiler yéntemle negatif sonug
alindi. Molekller ydéntem ile saptanan ve yalanci negatiflik olarak kabul
ettigimiz bu durumun tcdB geninde gerceklesen mutasyon veya sadece toksin
B/binary toksin sentezleyen sus nedeniyle oldugu duslndldd.

CDE laboratuvar tanisi, hem hasta hem de bakterinin hastane igi yayilliminin
Onlenmesi acisindan 06nemlidir. Standartlar, sulu veya vyarn kati digki
orneklerinin 6nce GDH testi yapilmasi sonra da dogrulamak igin toksijenik
klltlr veya hicre kultura sitotoksisite yéntemi yapilmasini 6nermektedir.



2.Genel Bilgiler
2.1.Tarihge

C. difficile ilk defa 1935 yilinda yenidogan cocuklarin diski mikrobiyotasi
arastirildiginda tanimlandi. Kiltir ortaminda zor Uretilmesi nedeniyle Bacillus
difficile olarak isimlendirildi. Yenidogan bebeklerin digki kiltlrlerinden sik izole
edilmesi nedeniyle yeni dogan mikrobiyota {yesi olarak kabul edildi.
Laboratuvar hayvanlarinda hastalik olusturmasi, bakterinin hayvan viicudunda
toksin olusturdugunu dusindirdid. Yeni dodanlarda bu toksini Ureten
bakterilerin tasiyiciliginin herhangi bir hastalik olusturmamasi, C. difficile
tarafindan Uretilen toksinin insan igcin patojen olmadigi kabul edildi (Snyder ve
dig., 1937). Bakterinin 1978 yilina kadar toksinlerinin PMK, ishal, kolit ve
olime sebep oldugu kanitlanamadi (Bartlett ve dig., 1978).

PMK ilk defa cerrahi sonrasi bir komplikasyon olarak 1893 'de Finney
tarafindan tarif edilmistir. Daha sonra 1983 yilinda Penner ve Bernheim
tarafindan enterokolitli 40 olguda, otopsi sonrasi hastalik tanimlanmistir
(Anand,Glatt,1993). PMK, kolonun mukozal vylzeyi Uzerinde gelisen
psédomembranlar (multipil sarn lekeler) ile karakterizedir (sekil 1; Nelson ve
dig., 1994).

sekil 1: (A) Psodomembranoz kolit. (B) Normal kolon biopsisi



Kolon bezleri nekrotik ve iltihapli olabilir. Submukoza’da artan vaskdilattar ve
inflamatuar hicreler nedeniyle su kaybi ve ishal ortaya cikabilmektedir (Nelson
ve dig., 1994). Pseudomembran, bakteri toksinlerine yanit olarak normal kolon
mukoza hicrelerin yerini alan bir kabuk olarak kabul edilir (Bartlett ve dig.,
1978).

PMK 1950 yilina kadar seyrek goérullirken antibiyotiklerin, yaygin olarak
kullanilmasiyla birlikte goridlme sikhdr artmis ve ylksek mortaliteye sahip
oldugu anlasiimisdir (Bartlett ve dig., 1978). 1960’h yillarda anaeroblari hedef
alan yeni antibiyotikler gelistirilmistir. Klindamisinin safra atilimi nedeniyle
badirsak enfeksiyonlari 6zellikle anaeroblarin neden oldugu enfeksiyonlar igin
yaygin olarak kullanilmasi sonucu gelisen siddetli diyare ve prograsif PMK, bu
ajanin yan etkisi olarak kabul edilmistir. Klindamisin sonrasi gelisen bu ishal
icin "klindamisin kolit” adi verilmistir. Daha sonra ayni klinik tablonun diger
genis spektumlu antibiyotiklerin kullaniimasi ile de gelismesi nedeniyle adi
antibiyotik iliskili ishal olarak degistirildi (Bignardi ve dig., 1998).

C. difficile ‘nin PMK ve antibiyotik kullanimi ile iliskisi anlasildiktan sonra,
ishale sebep olan toksinin bulunmasi icin galismalar baslatimistir. ilk olarak
Clostridium sordelli antitoksini kullanilarak toksin B'nin nétralize edilmesi ile
toksin B ve daha sonra toksin A bulunmustur. Toksinlerin saflastirilmasi ve
hayvan deneyleri ile toksin B'nin letal ve hemorajik etkisinin oldugu
anlasiimistir. Toksinin B'nin deney hayvanlarin interasellller bdlgeye enjekte
edildigi zaman laboratuvar hayvanlarin gekum mukozasinda édeme sebep
oldugu anlasildi. Toksin A’nin esit miktarda ayni yoldan laboratuvar
hayvanlarina enjekte eddildiginde fetal etki gostermedigi fakat fokal
hemorojiye neden oldugu anlasiimistir (Lyerly ve dig., 1986).

Daha sonra yapilan arastiriimalarda elde edilen sonuglar toksin A'nin CDE
hastaligindan sorumlu oldugunu distndirmuistur. Bu amacla saflastiriimis
toksin A intragastrik yoldan verildigi zaman CDE patolojisine benzer sonug
izlenmistir. Ancak toksin B'nin ayni yoldan tek basina verildigi zaman hig bir
etki gozlenmemesi, toksin B’nin etkili olabilmesi icin toksin A'nin varligina
gereksimin duyuldugu seklinde yorumlanmistir (Al-Barrak ve dig., 1999).

Ancak 1998 yilinda C. difficile toksin A-\B+ olan sus bir salgindan sorumlu
olarak bulundu ve giderek artan oranlarda izole edilmeye baslandi. Son
zamanlarda yapilan deneylerden elde edilen bilgiler i1siginda her iki toksinin de
CDE patolojisinden sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Voth ve dig., 2005),
(Lyras ve dig., 2009).



Dogal sartlarda toksin A+\B- sus simdiye kadar izole edilmemis ancak 2009
yilinda yapilan bir calismada laboratuvar kosullarinda toksin A+\B- mutant
suslar elde edilmistir. Hayvan deneylerinde bu mutant suslarin hamster
Uzerinde hafif CDE patolojisi gosterdigi gozlenmistir.Bu arastirma sunucunda
toksin B’nin C. difficile hastaligi icin gerekli oldugu ve toksin A sinerjisine
ihtiyac olmadigi ortaya cikmistir (Woo ve dig., 2005).

2.2.Mikrobiyolojik ozellikler

C.difficile Clostridiaceae ailesi ve Clostridium genusunun uyesidir. Zorunlu
anaerob, sporlu,peritris flagellali gram pozitif comakgik olup yash kultirlerde
gram negatif boyanma egilimindedir (Johnson, E. A. 1999). Clostridium
genusu yuz elliden fazla tlre sahiptir. Genelikle bu genusun Uyeleri insanlar ve
hayvanlar icin patojendirler. Patojenik olan bu tdrler ekzotoksin olusturarak
insanlara ciddi zararlar verdikleri igin iyi tanimlanmiglardir (Akan., 1993).

C. difficile suslari tipik olarak vejetatif formlari kanli agar besiyerinde
37°C’ isida inkibe edildi§i zaman 2-8 pm boyunda ve 0.5 eninde
gorilmektedir. Kati besiyerinden ise hazirlanan preparatlarda filamantéz
sekilde, fakat dokudan hazirlanan prepratlarda tek tek veya kisa zincirler
halinde gorulirler. Sporlarin caplari bakteri eninden genis oldugu igin
bakterinin seklini bozar ve adeta bakteriye raket gérinimunt kazandinir. Adi
besiyerlerinde Ureyebilir, ancak icinde kan, fruktoz ve yumurta sarisi bulunan
besiyerlerinde daha kolay trerler (Woo ve dig., 2005; Akan , 1993; Bilgehan.,
1995; Murray ve dig., 2010).

Optimal tGreme isisi 37°C, pH 7-7,2'dir. Uygun besiyerlerinde 48 saat
inkibasyon sonunda 1-3 mm capinda S tipi koloniler olusturur. koloniler
genellikle bdyuk, gri, dizgin kenarli, besiyerine yayilmis sekildedirlerdir.
Anaerobik kusullarda 37°C isi'da enkiibe edildikleri zaman buzlu cam seklinde
goérulmektedirler. Koloniler Cikloserin Cefoksitin Fruktoz Agar (CCFA)
besiyerinde ekim yapildigi zaman ultraviyole isigi altinda sari renkte floresan
yaparlar. Kanli agar plaklarinda 48 saat inkliibasyon sonrasi kloniler agik yesil
renkte gorilmektedirler (Ondedonk ve dig., 1995; Bilgehan ., 1994).

C. difficile ile enfekte olan hastalarin ishal érnekleri at glibresi kokusuna
benzer bir kokuya sahiptir. Bu kokunun nedeni izo-valerik asid, izo-kaproik
asid ve p-kresol Uretmesidir. Bu bakterinin kontamine &rneklerden izole
edilmesi igin kullanilan ve icinde gesitli antimikrobiyal maddeler bulunduran
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Cycloserine-Mannitol Agar (CMA), Cycloserine-Mannitol kanh Agar (CMBA),
Cycloserine-Cefoxitine-Egg Yolk Agar (CCFA) gibi selektif besiyerleri kullanilir.
Insan ve koyun kani kullanilmis besiyerlerinde hemoliz yapmaz ancak at kani
kullanilan besiyerlerde nadir olarak hemoliz yapabilir. Virulan olan suslarda
kapsul olusumu goéralir (Kiyan., 2005; Summanen., 1993).

C. difficile’'nin antibiyotikle iliskili ishale neden oldugunun anlasiilmasindan
sonra cevresel ve klinik dérneklerdeki bakterinin izolasyonunu arttirmak igin
degisik yontemler gelistirilmistir. Diskinin 70-80° C’lik benmaride 20 dakika
tutulmasinin veya 1/1 oraninda saf etil alkol ile karnistirildiktan sonra oda
Isisinda en az 45 dakika bekletilmesinin kontaminant cogu bakteriyi oldirdagu
ve C. difficile izolasyonunu 6nemli derecede arttirdigi tespit edilmistir (Kiyan,
2005; Knoop ve dig.; Ondedonk ve dig., 1995).

C. difficile katalaz, Greaz, lesitinaz ve lipaz aktivitesine sahip degildir. Bazi
suslar jelatini ve eskulini hidrolize eder. H.S ve indol olusturmaz. Cogu sus
glikoz, mannitol, mellibioz ve melesitozu asit olusturarak fermente ederken,
bazi suslar salisin, ksiloz, sorbitol ve trehaloza da etki edebilir. Laktoz, sikroz,
maltoz, arabinoz, glisin, rafinoz, ramnoz Uzerine etkisi yoktur (Kiyan, 2015;
Koneman, 1992; Phillips ve dig., 1981).

C. difficile suglarinin peritris flajellalari yardimiyla hareket ederek kolon
mukoza hucrelereine yapistiklari duasunulmektedir. Kétu cevre kosullar ve
strese yanit olarak 2.0 pm boy ve 1.1 pym eninde spor formlar olusturur.
Sporlar sanitasyon ajanlari ve gevre temizleyicilere son derece direngli olmasi
nedeniyle, sporlarin C. difficile suslarinin hastadan baska hastaya yayilmasinda
onemli rolleri vardir. Oda isisinda tutulan kontamine materyalde enfeksiy6z
ozelligini yaklasik 5 ay korumaktadir (Stubbe, 2000).

Genellikle gastrointestinal sistemde bulunan diger normal mikrobiyota
dyeleri C. difficile'yi inhibe ederek hastalik olusturmasini o6nler. Genis
spekturumlu antibiyotik tedavisine maruz kalan hastalarda mikrobiyotanin
bozulmasi sonucu C. difficile cogalarak gastrointestinal hastalik yapabilir. Bu
bakterinin 6zelligi cevre sartlarina dayanikli ve yillarca canli kala bilir olmasi
dir. Bulas fekal-oral yolla gerceklesmektedir , Hastane aletleri ve sadlik
calisanlar aracilidiyla bulaslar gortlmektedir (Vonberg, 2008).



2.3.Virulans faktorleri
2.3.1. Ekzotoksinler:

Bakteri kromozom kontrolunde 3 ekzotoksin sentezlemektedir.
2.3.1.1. Toksin A

Toksin A enterotoksin, sitotoksisik, tavsan eritrositlerinde hemaglltinasyon
gibi 6zelliklere sahiptir ve konak hicre ylzeyindeki glikoprotein yapisindaki
0zgll reseptorlere baglanmaktadirlar (Wolfhagen ve dig., 1994). Fibriler aktini
degistirerek konak hicrede yuvarlaklasmaya neden olur. Kolon mukoza
hicreleri arasindaki baglantilar kopar ve yaygin harabiyet ortaya cikar.
Sonugta, badirsaktan limene proteinden zengin bir eksuda sizar. Olusan
harabiyet toksin B’nin mukoza hlcrelerine penetre olmasini daha da
kolaylastirir (Kiyan, 2005). Toksin A ve B’nin saflastiriimasi ile ilgili birgok
calisma yapilmistir. Sullivan ve ark. (Sullivan ve dig., 1982) DEAE ion-
exchange chromatogphy yontemi ile toksin A'nin 440-500 kDa molekdl
agirhiginda oldugunu ileri stirmuslerdir. Barrossco ve ark. (Barrasso ve dig.,
1990), toksin A'nin molekil agirhigini 308 kDa olarak bildirmislerdir. PMK’in ilk
semptomu olan ve bagirsak mukoza hiicrelerinde ortaya c¢ikan hasar sonucu
olusan diyarenin nedeni yuksek olasilikla toksin A'dir (Salyers, 1994).

Toksin A noétrofiller igin kemotaktik 6zellikte olup, sitokinlerin salinimi ile
ileuma polimorfonidklear nétrofillerin infiltrasyonunu uyarir. Ayrica htcreler
aras! siki baglantinin bozulmasina neden olarak sitopatik etki yapar ve bu
badirsak duvarinda permeabilite artisi ve ishale neden olur (Murray,
2010)(sekil 2). Enterosit vylizeyindeki reseptorler dogumda heniz
olgunlasmamis olup toksin baglama kapasiteleri cok distktir. Hayatin ilk (g
haftasinda yavas yavas yapisal olgunluda erisir ve bebek 30-40 glnlik
oldugunda toksin baglama kapasitesi eriskinlerdeki dizeye gelir. Bu durum
saglikl yenidoganlarda toksijenik C. difficile suslarinin, sik olarak (%60-70)
izole edilmesine ragmen hastaligin goérilmemesini aciklamaktadir (Jones,
2013). Toksin A, enterositler disindaki diger hicreler Uzerine de etki
gbsterebilmektedir. Makrofaj ve mast hicrelerini aktive edip, noétrofillerin
hareketine neden olmaktadir. Toksin A insan kan grubu antijenleri olan I, X, Y
iceren bircok farkli reseptorlere de baglanabilmektedir. X antijenleri PNL'lerin
yuzeyinde bol miktarda bulunmaktadir (Tabaqchalli,1995; Salyers,1994;
Gilbert, 1987; Bartlett,1992).



C. difficile tarafindan salgilanan toksinler kolera toksini ve E.coli’nin 1siya
duyarl enterotoksini gibi diger bakteriyel toksinlerle bazi ortak o6zelliklere
sahiptir. Kolera ve C. difficile toksinleri icin ana hedef konak hicrelerdeki
mikroflamanlardir (Salyers, 1994; Hatheway, 1988).

2.3.1.2. Toksin B

Toksin B bir ¢ok memeli hicrelerinde apopitozu indlikleyen bir
sitotoksindir. Toksin B’nin sitotoksik etkisi hicre iskeletinin bozulmasi sonucu
hicrenin yuvarlaklagsmasi ile sonuglanan filamentdéz aktin depolimerizasyonu
ile olur. Sullivan ve ark. (Sullivan ve dig,1982) DEAE ion-exchange
chromatogphy yontemi ile toksin B'nin 360-470 kDa molekil agirhdinda
oldugunu ileri sirmusler, Barrossco ve ark. (Barrasso ve dig., 1990), toksin
B'nin molekdl agirhdini 270 kDa olarak bildirmisler. Toksin B’nin sitotoksik
etkisi toksin A’ya gére 100-1000 kat daha fazladir. Kolon mukoza hicrelerinde
toksin B igin spesifik reseptdér bilinmemektedir ancak epitel hicrelerin
bazoteral tarafinda ve bir cok Okaryotik hlicrede reseptorlerinin oldugu
bilinmektedir.
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Sekil 2: Toksinlerin mukoza hiicreleri lizerine etkisi
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Sekil 3: Toksin A ve B domenlerinin ABCD modeli
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2.3.1.3. Binary toksin

Ilk olarak 1988 yillinda Popoff ve ark. PMK’li bir hastadan izole etiklrini
aciklamislardir. (Popoff ve dig., 1988; Perelle ve dig., 1997; Stubbs ve dig,
2006). Bu kdkenin (CD 196), aktin spesifik ADP-ribozil transferaz Urettigi ve
C.perfringens’in I-toksin‘ine aktivite yoénidnden, C.botulium ADP-ribozil
transferaz C3 (Aktories ve dig.,1987) ve Clostridium spiroforme toksinine
(CST) (Simpson ve dig., 1989). yapisal benzerlik gosterdigi bildirilmistir.

Toksin protein yapisinda 2 alt biriminden olusmustur (cdtA ve cdtB),
enzimatik komponent cdT a (48 kDa) ve baglanma komponenti cdT b (99 kDa)
olarak adlandirnimistir. Baglanma komponenti, hlcre ylzey reseptoriine
sahiptir. Enzimatik komponent, hicre icinde aktinin ADP’sinin ribozillenmesini
katalizleyerek hicre iskeletinin bozulmasina sebep olmaktadir (Rupnik ve
dig.,2003; Gongalves, 2004). Sitotoksik etkisi, Vero hicrelerinde
yuvarlaklasma ve aktin flamaninda depolarizasyon varhidiyla gosterilebilir.
Binary toksin geninin tanimlanmasi, C.difficile izole edilen semptomatik
hastalarda bazi nontoksijenik A-/B- kokenlerin olusturdugu ciddi klinigi
aciklamaya yardimci olmustur. Bu toksine sahip kdkenlerin prevalansi gesitli
calismalarda %1.6-%5.5 olarak bildirilmekte olup bu toksinin patogenezdeki
rold hala arastiriimaktadir(Rupnik ve dig.,2003; Gongalves, 2004).

2.3.2. Diger viriilans faktorleri

C. difficile suslar toksin Gretimi yanisira hidrolitik ve proteolitik enzimler,
fimbrialar, ve kapsul dahil olmak Uzere virtulans faktérlerine sahiptir (Seddon
ve dig., 1992; Borriello ve dig.,1998; Janoir ve dig., 2007). Hidrolitik ve
proteolitik enzimlerin konak hicrenin parcalanmasinda ve bakterinin kolon
epiteline yapisarak, kolonize olmasinda yardimci olduklari dusinulmektedir.
Bu enzimlerin ayni zamanda barsakta bulunan bakterilerin GUremesi igin gerekli
besinlerin aciga ¢cikmasinda 6nemli rolleri oldugu distnllmektedir (Seddon ve
dig., 1990,; Janoir ve dig., 2007).

Fimbria varligi C.difficile suslarinin yaklasik (icte birinde gosterilmis olup
bakterinin kolon muzokasina adhere olmasinda rolu vardir (Borriello ve
dig.,1990). Polisakkarit kapstul ise noétrofiller tarafindan opsonizasyonu 6nler
ve konakda virtilansi artrmaktadir.
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2.4. Patogenez

C. difficile’nin yapmis oldugu hastalikta Urettigi A ve B toksinlerinin
hastalik patogenezinde dnemli rolleri vardir. Iki toksin de isiya dayanikh ve
ylksek agirlikh moleklle sahip proteinlerdir. Bu bakteri ADP-ribolize eden
toksin benzeri diger toksinleride oldugu belirtilmistir ve invitro olarak bazi
ekstarseliler enzimleri ilerleyen arastirmalarla anlasiimistir. Ancak, bunlarin
hastaligin patogenezinde rolleri heziiz tam olarak belirlenmemistir (Poxton,
2001; Rupnik ve dig., 2001). Bunlara ek olarak flajellar proteinller, ylzey
proteinleri ve ylzey adezinlerinin bakteri kolonizasyonunda rol oynadigi
distnlilmektedir (Giannasca ve dig.,2004).

Ana virtilans faktoérleri klostridial toksin A (enterotoksin) ve toksin B
(sitotoksin)dir. Bu toksinler hlicre iskeletinin 6nemli proteinleri olan Ras ve Rho
proteinlerinin glikozilasyon ile inaktive ederler. Ras ve Rho proteinlerinin
inaktive olmasi sonucunda hicre iskeletinin bozulmasina, hicreler arasindaki
badglarinin kopmasina ve permabilite artisi ile birlikte sekretuvar ishal
olusumuna neden olmaktadirlar (sekil 2). Toksin A ve B sentezi bakteri
kromozomundaki patojenik lokus genom bdlgesindeki genler tarafindan
kodlanmaktadir (sekil 3). Bu bdlge tcdA, tcdB, tcdC ve tcdR ve tcdE genlerini
icermektedir. Patojenik lokus genomunin goérevi toksin A ve toksin B'nin
sentez ve dizenlenmesini saglamaktadir. Patojenik olmayan C. difficile suslari
patojenik lokus gen bdélgesine sahip degillerdir. (Johnson ve dig.2009).

TcdR regulator bélge olup toksin gen ekspresyonunda édnemli bir alternatif
sigma faktoridir. Tcd negatif bir dizenleyicidir ve tcdC, gen ekspresyonu igin
gerekli olan korRNA polimeraz ile TcR arasindaki iliskiyi engelleyerek etkisini
gostermektedir. Bu nedenle tcdC anti-sigma faktér olarak bilinmektedir.
TcdE'nin iglevleri henidz tam olarak bilinmemekte ve hlcrelerden toksin
saliniminda etkisi oldugu distntlmektedir (Carter ve dig., 2012).
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2.5. Epidemiyoloji

C. difficile enfeksiyonlari antibiyotik iliskili diyarelerin %10-15" inden
sorumludur. Tasiyicilik oranlari buyuk farklihk gdstermektedir. Bakteri %2-3
oraninda saglikli kisilerin, %40-60 oraninda da hastanede dogmus olan
yenidoganlarin kolon florasinda bulunabilmektedir. Insanlar bakteriyi veya
sporlari asemptomatik kisilerden veya cevreden alarak enfekte olabilirler.
2000°li yillarin baslarinda CDE epidemiyolojisi dramatik olarak dedismis,
hastaligin sadece insidansi artmakla kalmayip mortalitesi de 6énemli dlgude
artmistir. C. difficile esas olarak hastane enfeksiyonlarina neden olmakla
birlikte, hastane disi enfeksiyon da yapabilmektedir. Ancak, hastane disi
enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ok iyi bilinmemektedir (Kuipers ve dig., 2008).

Mikroorganizmanin insana gegisi fekal- oral yol ile olur. C. difficile sporlari
olumsuz gevre kosullarina dayanikli oldugundan gevrede yaygin olarak bulunur
ve enfeksiyon icin strekli rezerv olusturur (Kuipers ve dig., 2008). Kedi, kopek,
at, esek, inek, deve gibi bircok hayvanin kolon florasinda olmakla birlikte,
insana bulasta hayvan rezervuarlarinin 6nemi yoktur (Balows ve dig.,1991;
Knoop ve dig., 1993). Salginlar sirasinda yenidogan servislerindeki
kivozlerden, yodun bakim servislerinin yer dbdsemesi, havalandirma
tesisatlari, banyo kiveti, lavabo ve tuvalet tasi gibi yerlerden alinan
orneklerden, hasta odalarindaki nevresim, mobilya ylUzeyi ve telefon tuslan
yaninda steteskop, termometre ve hastane personelinin ellerinden yapilan
kiltirlerde C. difficile izole edilmistir (Ananthakrishnan ve dig., 2011; Kuipers
ve dig., 2008; Gravel ve dig., 2008; Freeman ve dig., 2010). Taslyicilik oranlari
saglk personeli, hastanede yatan ve antibiyotik alan altta yatan ciddi
hastaliklari olan hastalarda daha ylksektir. (Giannasca ve dig., 2004; Barbut
ve dig., 2001). Uzun sireli hastanede yatan hastalarin yaklasik gte birinde
asemptomatik C. difficile tasiyicihdr saptanmistir (Simor ve dig., 2002).
Hastane kaynakh enfeksiyonlarin yaninda toplum kaynakh C. difficile
enfeksiyonlari tim dlnyada goésterilmeye baslamistir. ABD’de her yil 100.000
kiside 6.9-46 arasinda degisen toplum kaynakh C. difficile olgusu
saptanmaktadir. Retrospektif bir calismada Kuzey Carolina’da toplum kaynakl
C. difficile oraninin 2005 yilinda %20 olarak tahmin edildigi ve bu oranin
Avrupa ve Kanada’da benzer oldugu bildirilmistir (McCollum ve dig., 2012)
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Hem Kanada hem de ABD’de epidemik izolat olarak bilinen ribotip 027
en sik izole edilen ribotiptir. Ribotip 027 diger izolatlardan 16-23 kat daha fazla
toksin A ve B salgilamaktadir ve ucguncli toksin olan binary toksin
olusturmaktadir. Su ana kadar cok sayida ABD’'nin 40 eyaletinden ve
Kanada’dan ribotip 027 nedenli olgular ve salginlar bildirilmistir. Ribotip 027
haricinde ABD’de ribotip 106 ile olusan CDE ve salginlari artan oranda
bildirilmeye baslamistir (Ananthakrishnan ve dig.,2011).

2.6. Risk Faktorleri

Ileri yas, hastanede yatis ve antibiyotik kullanimi en énemli risk faktorleri
arasinda sayllmaktadir. Klindamisin, genis spektrumlu Uglincli kusak
sefalosporinler ve florokinolonlarin kullanilmasi en yaygin risk faktéri olarak
bilinmektedir (O’'Donoghue ve dig., 2011). Kullanilan antibiyotiklere bagli
kolon mikrobiyotasi buzularak, diger anaerobik bakteriler ortamdan
uzaklastiriimakta ve baskin hale gecen C.difficile sporlari vejetatif forma
doniserek toksin salgilamaktadir (Leclair ve dig., 2010). Kolon mikrobiyota
Uyelerini etkilemeyen aztrenom gibi dar spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi
CDE igin risk olusturmamaktadir (McCollum DL ve dig.,2012). Aminoglikozidler
haric diger antibiyotiklerin asemptomatik kolonizasyon olusturma riski
mevcuttur (Johnson ve dig., 2011).

Genel olarak yaslilikla birlikte immiin sistemde zayiflamaya baglh olarak
da enfeksiyon gelistigi disltnilmektedir ayrica hastanede bir hafta yatan
hastalarda C. difficile ile kolonize olma orani %15 iken, U¢ hafta kalan
hastalarda bu oran %45’e cikmaktadir (Leclair MA ve dig., 2010). Bu (g risk
faktorl haricinde, proton pompa inhibitéri kullanilmasi, inflamatuvar bagirsak
sendromu, immdin slpresyon, tip ile beslenme, kronik karaciger hastaligi ve
son, donem bobrek yetmezligi ve hamilelik de CDE gelisimi igin risk
faktoérlerindendir.
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Tablo 1: C. difficile ile iligkili diyarelerde risk faktorleri

| C. difficile enfeksiyonu icin risk faktorleri

Ileri yas
Genetik olarak disik immun yanit
Antibiyotik kullanimi

Klindamisin

Sefalosporin

Florokinolon
Hastanede uzun yatis siresi
Saglik yardimi alanlar
invaziv girisim ve cerrahi yapilan hastalar
Mide tupU taktiran hastalar
Proton pompa inhibitéri kullanma

VYVYVYVY e oo VVY

2.7. Klinik

CDE asemptomatik tasiyicilik, kendini sinirlayan ishal, siddetli ishal, PMK,
toksik megakolon, hatta 06lume kadar giden bircok klinik tabloya vyol
acmaktadir. Klinik tabloda goérulen bu farkliliklar, suslar arasindaki farklardan,
konaktaki toksin reseptdérlerinin farkliligindan ya da kisinin bakteriye gosterdigi
immun yanit farkhliklarindan kaynaklandigi distnilmektedir. Antibiyotik ile
iliskili diyare semptomlari antibiyotik tedavisi sirasinda veya tedavi
sonlandiktan sonraki sekiz hafta icinde ortaya c¢ikabilmektedir (Ovaran ve dig.,
1996; Simor ve dig., 2010).

2.7.1. Asemptomatik Kolonizasyon

Aseptomatik olarak C. difficile ile kolonize olan bireylerde klinik tablo
olusmamaktadir. Yapilan diski kultirde toksin pozitif C. difficile Uremesi
olmaktadir. Ozellikle hastanelerin yiiksek riskli bélimlerinde yatan (Onkoloji,
Yogun Bakim Uniteleri gibi) ve antibiyotik alan hastalarin %10-16s| C.
difficile ile kolonize hale gelebilmektedir (Johnson ve dig., 2009).

Saglikh yenidoganlarin yarisi veya daha fazlasi, eriskinlerin %1’den azi,
asemptomatik tasiyicadir. Ancak bazi durumlarda antibiyotik tedavisi
gbérenlerde kolonizasyon orani %25’e kadar cikmaktadir. Hastanede enfekte
olmus hastalarin buytk kismi asemptomatik olup g¢evreyi kontamine
etmektedirler.
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Asemptomatik tastyicilar toksin A’ya karsi ylUksek antikor titrelerine
sahiptirler ve antibiyotiklere maruz kaldiklarinda siddetli semptomlar
gostermezler (Salcedo ve dig., 1997). Toksin spesifik antikorlar hiicre yizey
reseptorlerine badlanarak toksin A ve B’nin baglanmasini ve hastalgin
olusumunu engellemektedirler (Kelly ve dig., 1992).

2.7.2. Clostridium difficile Diyaresi

Genellikle karin agrisi esliginde hafif veya orta derecede seyreden ishal
seklinde goérulmektedir. Halsizlik ve ates nadir olarak goértlmektedir.
Antibiyotik tedavisi esnasinda, kisa bir siire sonra veya 8 hafta sonraya kadar
olusabilmektedir. En  6nemli laboratuvar bulgulart |6kositoz ve
hipoalbliminemidir (Johnson ve dig., 2009).

2.7.3. Clostridium difficile Koliti

C. difficile enfeksiyonlari icinde en sik karsilagsilan klinik tablodur.
Hastalarda hafif ve orta siddette karin agrisi, bulanti, kusma, istahsizlik ve sulu
ishal seklinde vardir. Sigmoidoskopide 6zgll olmayan yaygin veya yama
tarzinda psédomembransiz eritemat6z kolit tablosu goérilebilmektedir. Glnde
10’dan fazla diskilama gdérilebilmektedir ve antibakteriyel ajanin kesilmesi ile
ishal siklikla son bulmaktadir (Johnson ve dig., 2009).

2.7.4. Psodomembranoz Kolit

C.difficile kolitinin klasik tipi olarak bilinmektedir. C. difficile kolitinden
daha agir seyreder; hastalarda siddetli ishal ile birlikte sag veya sol alt
kadranda yogun bir rahatsizlik hissi vardir. Klinik olarak daha belirgin ishal,
karinda duyarhlik ve sistemik bulgularla karakterize olan bu formda,
badirsaklarda 2-10 mm arasinda dedisen beyazimsi-sari renkli plaklar bulunur.
Plaklar fibrin, mukus, nekrotik mukozal hucreler ve nétrofillerden ibaret
eritematdz bir yapi gosterir. Lezyonlu bélgelerin yanindaki doku normal veya
hafif eritemlidir. Psédomembranlar tipik olarak rektum ve sigmoid kolonda
lokalizedir. Digkida eritrosit ve I6kosit saptanabilir. Beyaz kan hicresi sayisi
20.000/ul Gzerinde albimin seviyesi ise 3.0 g/dl veya daha az olarak
izlenmektedir. Tedavi edilmeyen olgularda 6lim goérulebilir (Vaishnavi ve dig.,
2010).
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2.7.5. Fulminant psodomembranéz kolit

Daha az goérulen bir formdur. Hastalarda letarji, ates, tasikardi, siddetli
karin agrisi mevcuttur (McCollum ve dig., 2012). Toksik megakolon gelisirse
diskilama sayisi azalir veya hasta hic diski cikaramaz. Fizik muayenede akut
karin bulgulart mevcuttur. Kolon perforasyonu, peritonit tablosu hatta élimle
sonuclanabilir (Doing KM ve dig., 2012). Zayif prognozlu hastalarda peritonit
belirtisi olabilecek siddetli karin agrisi veya 50.000/ul Gzerinde beyaz kan
hlicre sayisi veya 5 mmol/I| Gizerinde laktat saptanmaktadir. Hastaligin kontrol
altina alinmasinda erken tani ve tedavi blyuk énem tasimaktadir.

2.7.6. Rekiirent CDE

Rekurrent CDE vankomisin veya metronidazol ile tedavi edilen hastalarda
birkag hafta icinde tekrar ishal ve diger semptomlarin ortaya gikmasi tablosu
olarak adlandirilir. CDE’li hastalarda %20 oraninda rekirrent gérulmektedir.
Olgularin %40 inda ikinci reklrrent, %60 Inda U4c¢Uncd reklrent
gorulebilmektedir. Antibiyotik kullaniminin devam etmesi, antiasit kullaniimasi
ve ileri yas reklirrent CDE gelisimi icin 6nemli risk faktorleri olarak
bilinmektedir Yara, eklem enfeksiyonlari ve bakteremi, gibi klinik tablolar da
olusabilmektedir. (McCollum DL ve dig., 2012).

2.8. Tani

Hastane kaynakli CDE’lerinin kontrol altina alinmasi ve hasta takibi
acisindan dogru, glvenilir ve hizli tani testlerinin uygulanmasi gereklidir. Bu
etkenin tanisi , klinik bulgular ve laboratuvar testleri temelinde olmaktadir.
Sadece toksijenik suslarin patojen olmasi nedeniyle diski érneklerinden toksin
aranmasi 6nemlidir.

Antibiyotik ile iliskili nozokomiyal ishal gelisen hastalarin yaklasik
%230’unda neden CDE oldugu icin tanisal testler yapilmadan empirik tedavi
uygulanmasi uygun degildir (Cohen SH ve dig., 2010). Hastalarda 36 saatte
en az alti kez sulu ishal, 48 saat iginde sekizin lzerinde sekilsiz ishal veya iki
gln icin glnde ¢ kez sekilsiz ishal olmasi klinisyenlere CDE varhgini
distndirmelidir (Gerding ve dig., 1995).

CDE tanisi igin referans yontemler hicre kiltirinde sitotoksisite testi ve
toksijenik kdltarddr. Ancak her iki ydntem de uzun zaman almakta, uzman
teknik personel ve 06zel laboratuvar ortami gerektirmektedir. Bu nedenle
duyarhligi diastk olmasina ragmen bunlarin yerine glutamat dehidrojenaz
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(GDH) ve toksinleri tespit eden enzim temelli immudnolojik yéntemleri tercih
etmektedir. Son zamanlarda ise direkt olarak diskidan etkeni tanimlayan
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yéntemi gelistirilmistir (rroll
KC ve dig., 2011).

Laboratuvara tani icin génderilen diski érnekleri temiz, kapaklh ve kuru
bir kapta ve herhangi bir sivi eklenmeden gdnderilmelidir. Toksin arastirma
testi icin rektal strintld tavsiye edilmemesine ragmen ishali olmayan ileuslu
hastalarda 6rnek olarak kullanilabilmektedir. Genellikle semptomlar basladigi
zaman alinan bir veya iki diski 6rnegi tani icin uygundur. Eder birinci 6rnek
negatif ise ikinci bir 6rnek ile testin tekrarlanmasi faydal olabilir. Ug farkli digki
orneginin test edilmesi pozitiflik olasiligini %10 civarinda artirmasina ragmen
maliyeti ylUkselttiginden dolay! tavsiye edilmemektedir (Doing ve dig.,2012;
Cohen ve dig.,2010).

2.8.1. Kiltur

CDE tanisinda kullanilan ydntemlerden biri kdltirddr. Bu bakteri igin
kiltdr cok duyarh ama spesifik degildir ¢linkl toksin Gretilmedigi zamanda da
mikroorganizma kolonizasyonu saptanir. Buna ek olarak olumlu bir sonug
almakda birkag gun strer. Bu nedenle izolat toplamak sadece epidemiyolojik
arastirma icin kullanihr.

Agar plaklarinin ekim yapilmadan énce anaerobik kosullarda bekletilmesi
bakterinin Gremesini artirmaktadir. C. difficile kanli agar besiyerinde 48 saatlik
inkibasyon sonrasinda, hemolizsiz, at diskisi kokusunda , sari-yesil renkte
floresan veren 2 mm capinda koloniler olusturmaktadir

C. difficile kultura icin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda segici besiyeri
olarak genellikle sikloserin, sefoksitin, ve fruktoz iceren CCFA besiyeri
kullanilmaktadir. Bu besiyerine lizozim ve taurakolat eklenmesi ile sporlarin
vejetatif forme doéndsumid Uretimi arttinlmaktadir. Besiyerinde anaerob
ortamda 24-48 saat inklbasbasyon sonunda duz ylzeyli, sari, buzlu cam
gérinimunde ve etraflarinda sari hale bulunan koloniler olusturur. Neutral red
indikatorli CCFA besiyeri , wood lambasi isiginda incelendigi zaman yaklasik 3
mm c¢apinda ve altin sarisi renginde floresan veren koloniler gértlmektedir.

Kolonilerin P-krezol, volatil yag asitleri ve izokaproik asitlerden dolayi
kendilerine has at ahin kokusunu andiran kokusu vardir. Gram boyali
preperatlarda tipik olarak gram-pozitif veya bazen gram negatif, sporlu
comakcik olarak goérilmektedir.
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CCFA disinda sikloserin mannitol kanh agar (CMBA) ve cesitli kan
drdnlerinin ilavesi ile hazirlanan CCFA’lar da C. difficile izolasyonu igin
kullanilmaktadir. Diski 6rneklerinin 1si veya alkolle muamele edilmesi ile C.
difficile izolasyon oraninda artis saglanabilmektedir. izole edilen C. difficile
suslarinin toksijenik olup olmadigi toksijenik kultir yontem, hicre kaltGra
sitotoksisite ile saptanmaktadir (rroll ve dig., 2011).

2.8.2. Immiinodiagnostik Testler
2.8.2.1. Lateks Agliutinasyon

C. difficile suslarinda bulunan glutamat dehidrogenazi da saptamaktadir.
Glutamat dehidrogenaz enzimi bakteri metabolizmasinda &nemli rol
oynamaktadir. Bu enzim imminojenik olup memeli hicreleri ve diger
bakterilerde bulunabilmektedir.

Bu nedenle yalanci pozitiflik orani ylksektir. Tarama testi olarak uygun
olup pozitif sonuglarin dogrulanmasi gereklidir. (Huovinen ve dig., 1990;
Knoop ve dig., 1993).

2.8.2.2. EIA

Digki 6rneklerinde toksin aramaya yoénelik gelistirilmistir ve ilk olarak
toksin A veya toksin A ve B'yi tespit etmek icin kullaniimigtir. Bu ydntem
referans yontemine gore daha kolay, hizli, disik maliyetli olmasi nedeniyle bir
cok laboratuvarda rutin olarak kullaniimaktadir. Altin sitandart yontem ile
karsilastirildiginda duyarlihigi %60-81 ve 6zgulliga %91-99 olarak Eastwood
ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir. Digki 6rneklerindeki 100-1000 pg
oranindaki toksin miktarini saptayabildigi icin yalanci negatiflik orani yliksektir.

Toksinler disinda, toksin olusturan ve olusturmayan tim suslarin Urettigi
metabolik enzim olan GDH'yi saptayan EIA testleride mevcuttur. Bir gok
laboratuvar iki basamakl algoritmay! kullanmaktadir. Ilk basamak GDH testi
pozitif olan drnekler toksin testi yaparak tani konulmakatadir. GDH testi
negatif ise ileri bir test yapilmasi onerilmemektedir (Laughon ve dig., 1984;
Crobach ve dig., 2009; Eastwood ve dig., 2009).
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2.8.3. Molekiiler YOntemler

Nukleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleri C. difficile tanisinda son
dénemlerde sik olarak kullanilmaya baslanmistir. Glinimuizde PCR ve loop-
mediated izotermal amplifikasyon (LAMP) temelli yontemler kullanilmaktadir
(Johnson ve dig., 2009; Doing ve dig., 2012)

Polimeraz Zincir reaksiyonu klinik érneklerdeki az miktardaki C. difficile
DNA’sinin polimeraz enzimiyle amplifikasyonu sonucunda saptanabilir hale
getirilmesi temeline dayanmaktadir. Bu amaca uygun olan DNA problari
gelistirilmistir. Toksijenik suslarin toksin gen bdlgesini iceren primerler
kullanilarak farkh PZR temeli uygulamalar yapilarak duyarlihk arttirilmaktadir.
Bu ydontemde uygun cift primer seti kullanildigi zaman toksin A+\B+, toksin A-
/B+, toksin A-/B-, binary toksin + suslar birbirinden ayirt edilebilmektedir
(Carroll ve dig.,2011; Stamper ve dig., 2009).

BD-GeneOhm Cdiff yonteminde manuel DNA ekstraksiyonu sonunda
Cepheid SmartCycler cihazi ile amplifikasyon islemi yapilmakta ve iki saat
sonunda sonug alinmaktadir. ABD’deki laboratuvarlarda en c¢ok galisilan
molekiler testtir. Duyarhligi %84-96, 06zgllliglu ise %94-99 arasinda
degismektedir (Johnson ve dig., 2009). Bu yontemin DNA ektraksiyonu,
amplifikasyon ve PCR islemlerinin hepsi kartus icerisinde gerceklesir ve en
blylk avantaji 30 dk-2 saat gibi kisa bir sirede sonug vermesidir. Molekdller
yontemlerin zahmetli olmalari yanisira, tecribeli eleman ve uygun alt yapi
gerektirmeleri dezavantajlari olarak sayilmaktadir. Loop-loop-mediated
izotermal amplifikasyon (LAMP) yéntemi PCR dan farkh olarak toksin A’yi tespit
etmekte ve DNA’yi c¢ogaltmak icin gercek zamanli PCR teknolojisi
kullanmamaktadir. PCR ile karsilastirildiginda, basit, hizli, 6zgll ve ucuz bir
yontemdir. LAMP teknolojisinde uygun primerlerin kullanimi ile DNA
amplifikasyonu belirli bir 1s1 altinda (60-65°C), termal déngl cihazi
gerektirmeden gergeklestiriimektedir. Amerikan Mikrobiyoloji Cemiyeti CDE
tanisinda tek basina NAA ydntemlerinin kullaniimasini 6nermektedir (Boyanton
vedig., 2011; Bruins ve dig., 2011).

3.8.4. Hiicre Kiiltiirii Sitotoksisite, Toksijenik kiiltiir ve sitotoksin
notralizasyon Yontemleri

C. difficile toksin varhdini arastirmada diski érneklerinde 10 pg’lik sitotoksin
miktarlarini saptayabilen doku kultdrleri altin  standart olarak kabul
edilmektedir. Bu ydntem ile toksin B'nin 1.0 pg miktar tespit edilebilir. Toksin
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varhginin C. difficile veya capraz reaksiyon veren Clostridium sordellii
antitoksini ile dogrulanmasi gerekmektedir. Sitotoksin tespitinde Vero, Hep 2,
HeLa ve MRC-5 akciger fibroblast hicre kdiltirleri kullaniimaktadir.
Ozgilligi>%97, duyarhihgi %75-85 arasinda olmasina ragmen, pahali, zaman
alici olmasi ve iyi gelismis laboratuvar gerektirdiginden rutin laboratuvarlar
tarafindan tercih edilmemektedir(Simor ve dig., 2010).

Toksijenik kultir yonteminde taze digki 1si ve alkol ile yapilan islem
sonrasl, selektif sikloserin sefoksitin fruktoz anaerobik agar besiyerine ekim
yapilir. Olusan koloniler Wood i1sigi lambasi altinda incelenir. Floresan veren
koloniler alinip ve beyin kalp inflizyon buyyona pasaj yapildiktan sonra 24 saat
35-37°C’de inklbe edilir. Bu kultdr invitro toksin arastirilmasi igin kullanilir.
Ureyen suslarin toksin yayip yapmadidi kontrol edilmelidir. Yapilan
arastirmalar bu yéntemin sitotoksin noétralizasyon kadar spesifik olmadigini
gbéstermektedir.

Son zamanlarda ise yapilan sitotoksin nétralizasyon yéntemi 10 pg’lik
sitotoksin dlzeylerini saptayabilen bir ydntemdir. Sivi diski érnekleri santrifij
edilir ve stpernatan filtrelerden gegirilir. Daha sonra dilue edilerek hicre
dizilerinin tGzerine eklenir. Hlcre dizileri 37°C de 24-48 saat anaerob
inkibasyondan sonra i1sik mikroskobunda sitopatik etki (yuvarlaklagsma)
aranir. Hicre dizilerine ndtralizan antikorlar (anti-C.sordellii antiserum)
eklendiginde bu sitopatik etki ortadan kalkar.

2.9. Tedavi

Bu bakteri normal mikrobiyota (yesi oldugundan c¢ok fazla konak
savunmasi ile karsilasmaz. Bu nedenle tedavide en dénemli girisim hastalia
sebep olan antibiyotigin kesilmesidir. Orta siddetteki olgularin %25 inde 48
saat icinde semptomlarda azalma goérilmektedir. Tedavi esnasinda hastalara
sivi ve elektrolit destegi verilmelidir. Eger antibiyotik devam zorunlugu varsa
klindamisin, sefalosporinler veya genis spekturumlu penisilin disindaki
antibiyotiklerin tercih edilmesi Onerilmektedir ve Antiperistatik ajanlardan
kacinilmasi gerekmektedir. Diger 6nemli husus bu hastalarda enfeksiyonun
diger hastalara bulasmamasina dikkat edilmesidir. Bu hastalarda temasta olan
doktor ve hemsireler her temastan sonra ellerin su ve sabunla yikamalari
gerekir.

Hafif siddetli hastalarda sivi ve elektrolit takviyesi yeterlidir. Ancak siddetli
hastalarda tedavi gerekmektedir. Ancak bazi yayinlarda hafif ve orta siddetli
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olgularda baslangi¢ tedavisi olarak 500mg metronidazol glinde i¢ kez, 10-14
sireyle gun kullanilmasi 6nerilmektedir. Metronidazol intoleransi veya alerijisi
olanlar, hamile veya emziren kadinlar ile siddetli enfeksiyonu olan hastalarda,
125 mg vankomasini gliinde dort kez 10-14 oral olarak kullanmaktadir.

hastanin durumu ciddi ve komplike ise, 500mg vankomisin glinde dort kez
oral yoldan veya nazogazstrik tlip arti 500mg intra venuz Metronidazol her
sekiz saatte bir verilmelidir ( Moyenuddin ve dig., 2002, Kelly ve dig., 2012).

FDA 2011 yilinda yeni bir genis spektrumlu makrolid olan fidaksomisin’in
C. difficile nedenli ishallerin tedavisinde kullanilmasina izin vermistir. Bu
antibiyotik ile tedavi maliyeti bakimindan pahali olmasina ragmen, ylksek
riskli hastalarda reklrrent C. difficile enfeksiyon oranini dislirdigi igin
Onerilmektedir. Fidaksomisin ginde iki defa 200mg oral olarak 10 glin slireyle
uygulanmalidir.( Kelly ve dig., 2012)

Antibiyotik tedavisine alternatif olarak, probiyotikler ve mikrobiyota
transferi, uygulanabilmektedir. Yapilan gesitli arastirmalarda probiyotiklerin
kullanilmasinin kolon mikrobiyotasinin ekolojik dengesini saglayarak CDE
onlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Fekal transplantasyon kolon
mikrobiyotasini tamir ve dizenlemek amaciyla saglikli vericilerden alinarak
uygulanmaktadir. C. difficile kolonizasyonunda immtn yanit 6nemli oldugu igin
intraven6z immunoglobulinlerde tedavi amacgh olarak uygulanabilmektedir.

2.10. Korunma

C. difficile nozokomiyal bir etken olmasi sebebi ile barsak mikrobiyotasini
bozulmasina sebep olan antibiyotiklerin kullaniminin kisitlanmasi édnemlidir.
Antibiyotik kullanildigi zaman dar spekturumlu antibiyotiklerin tercih edilmesi
ve bu etkenin bir hastada saptandigi zaman capraz enfeksiyonu 6nlemek icin
enfeksiyon kontrol 6nlemlerine uyumun artirilmasi gereklidir. Hastanelerde
temas izolasyonu, uygun cevre temizligi ve el yikama ile C. difficile kaynakh
ishaller 6nlenebilmektedir (Caylan,2008).

Son olarak bu hastalar ile yakin temasta olan hastane calisanlari ve hasta
yakinlarinin el yikama konusunda bilinglendirilmesi, hasta bakimi sirasinda
eldiven takilmasi, rektal ve enterik girisimlerin mimkin oldudgu kadar tek
kullanimhk aletler ile vyapilmasi ve hasta odalarinin dezenfektanlarla
temizlenmesi, diger koruma ornekleri olarak sayilabilir ( Salyers ve dig., 1994).
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3- Gerec¢ ve yontem
3.1. Geregler

3.1.1 Glutamat dehidrogenaz EIA malzemeleri

*0

% Diluent solisyon
Konjugat
Substrat

% Yikama sollisyonu
% Pozitif kontrol

% EIA plagi

% Stop sollsyon

X/
L %4

*
L X4

3.1.2 C. difficile toksin A/B EIA malzemeleri

X3

*

Diluent soltsyon
Konjugat
Substrat

Yikama soltsyon
Pozitif kontrol
EIA plaklarn
Stop sollisyon

X/
o

X/
o

X/
o

X3

S

X3

*¢

X/
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3.1.3 Real-timePCR malzemeleri

< Ornek tamponu
¢ Lizis tapu

% Ana karisim

% Kontrol DNA

% Seyreltici

3.1.4 Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

% Tek kanall otomatik pipetler (eppendorf)
% Etdv (Nuve)

% -20°C dondurucu (Panasonic)

% -70°C dondurucu (OPERON)

% Vorteks (IKA.MS3)

% Termal déngu cihazi (Smart Cycler)
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Isitma blogu (HLC)

Santrifij (SIGMA)

Steril cubuk

Plastik tupler

Slporlar

Pastor pipeti

Eldiven

Spektrofotometre (BIO-TEK) ELx800
Otomatik yikama cihazi (BIO-TEK) ELx50
Deney tupu

EIA plaklan

Pipet uglan

Digki kabi
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3.2. YOontemler

Bu calisma drneklerin Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda toplanmistir.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinin Hematoloji ve
Onkoloji kliniklerinde yatan, terapotik veya proflaktik olarak genis spektrumiu
antibiyotik kullanimi sonrasinda diyare gelisen hastalar calisma gurubuna
alinmistir. Hastanin adi-soyadi, vyasi, cinsiyeti, altta yatan hastalidi,
kortikosteroid kulanip kulanmadigi, kullandigi antibiyotikler, antibiyotik
kullaniminin kaginci gininde ishal gelistigi, anket formu ile toplanmistir (Ek-
1). Hastalardan alinan diski drnekleri verilen temiz, kuru ve kapakli, diski
kaplar icinde 1 saat iginde laboratuvara ulastirildi. Diski 6érnekleri 2 steril
ependorf tuplerine alinarak biri EIA testlerinde kullanmak Uzere -20°C'de,
digeri molekdler test icin -70°C’de saklandi.

3.2.1. Glutamat dehidrogenaz antijenin EIA yontemi ile saptanmasi

Digki 6rneklerinde GDH aranmasinda C. DIFF CHEK™- 60 TECHLAB, Inc.
kiti kullanilmistir. Teste baslamadan 6nce EIA kiti ve digki érnekleri oda i1sisina
getirildi ve Uretici firma 6nerileri dogrultusunda test yapildi. Ependorf tlplerine
etiketleme vyapildiktan sonra her birine 200pl diluent sollisyon konuldu.
Yumusak ve sivi drneklerden 50pul eklenip 10sn vortekslendi. 5000 rpm’de
10dk santrifij edilerek slpernatanlar ayrildi. kit prospektistinde belirtildigi
sekilde isleme tabi tutulmustur.

EIA pladina 6rnek sayisi kadar ve pozitif negatif kontroller icin birer damla
(50pl) konjugat konuldu ve kuyucuklarin tanimi yapildi.

EIA plaginin A kuyucuguna 1 damla (50ul) pozitif kontrol ve B kuyucuguna
ise bir damla diluent negatif kontrol icin konuldu. Diger kuyucuklara
hazirlanmis érneklerden 100 er ul ilave edildi. Plaklarin agzi kapatildiktan sonra
37°C de 50dk stre ile inkibe edildi. Stre bitiminde kuyucuklar otomatik
yikama aleti (BIO-TEK) ELx50 kullanilarak 5 kez yikandi. Daha sonra 2 damla
(100ul) substrat her kuyucuga eklenerek 10 dk oda isisinda inklibe edildi. Sire
bitiminde stop solisyonu ile reaksiyon durduruldu kuyucuklar 450nm dalga
boyunda BIO-TEK ELx800 cihazinda okutuldu. Absorbans dedgeri 0.120’den
dusuk olan oérnekler negatif, yliksek cikan ornekler ise pozitif olarak kabul
edildi.
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3.2.2 Toksin A ve B'nin EIA yontemi ile saptanmasi

orneklerde toksin A+B varhdi C. DIFFICILE TOX A/B II™ TECHLAB, Inc.
Kiti kullanilarak arastirildi. Teste baslamadan 6nce EIA kiti ve diski 6rnekleri
oda isisina getirildi. Ependorf tiiplereine etiketleme yapildiktan sonra her birine
200ul diluent solisyon konuldu. Yumusak ve sivi 6rneklerden 50pul eklendi.
Tupler 10 sn vortekslenip, 5000 rpm’de 10dk santrifij edildi ve supernatanlar
ayrilarak kit prospektisiinde belirtildigi sekilde isleme alindi.

Test isleminde EIA pladindaki kuyucuklara 6rnek sayisi kadar ve pozitif,
negatif kontrol igin birer damla (50ul) konjugat konuldu ve kuyucuklarin tanimi
yapildi. EIA plaginin A kuyuciguna 1 damla (50ul) pozitif kontrol ve B
kuyucuguna 1 damla diluent negatif kontrol icin konuldu.

Hazirlnamis hasta 6rneklerde 100 er pl diger kuyucuklara ilave edildi.
Plaklarin agzi kapatildiktan sonra 37°C ‘de 50dk sire ile inkiibe edildi. Siire
bitiminde kuyucuklar otomatik yikama aleti (BIO-TEK) ELx50 kullanarak 5 kez
yikandi. Daha sonra 2 damla (100ul) substrat her kuyucuga eklenerek 10 dk
oda 1isisinda inklUbe edildi. Slure bitiminde stop sollsyonu ile reaksiyon
durdurulduktan sonra plak 450nm dalga boyunda BIO-TEK ELx800 cihazinda
okutuldu. Absorbans dederi 0.120'den dislk olan 6rnekler negatif, ylksek
cikan érnekler ise pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.3 Toksin B ‘nin Real-time PCR yontemi ile saptanmasi

Digki o6rneklerinde C. difficile'ye ait toksin B genini saptayan BD
GeneOhm™ Cdiff Assay kiti kullanildi. Teste baslamadan dnce digkl érnekleri
ve kit oda isisina getirildi.

Ependorf tupundeki érnekler 15sn boyunca yuksek hizda vortekslendikten
sonra bir stril eklvyon drnek tuplne batirilarak 6rnek alindi. Eklivyon bir
ornek tamponu tlpline yerlestirilerek ve fazla kismi kirildi ve tipin kapadi
kapatildi. Tup yuksek devirde 1dk vortekslendi.

Ornedi seyretmek icin érnek tamponunan 40ul bir tiipe aktarildi. Daha
sonra bu sollisyondan 10ul lizis tiptne aktarilip 5dk vortekslendi. Lizis tlupuU
kisa slire santiflje edildikten sonra 7dk 95°C lik i1si blogunda bekletildi. Daha
sonra lizatlar buz Gzerine konuldu. Ana karisim tliptnede 225ul 6rnek tamponu
eklenerek buz tizerinde bekletildi. Smart Cycler tlpleri sogutma blogu tGzerinde
yerlestirildikten sonra rekonstitlisyon yapilmis 25ul ana karisim tuplere ilave
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edildi. Her lizize ugratiimis 6rnekten 3pl miktarinda bu tiplere eklendi ve
tanimlar yapildi.

3ul kontrol DNA bir tipe pozitif kontrol igin ve 3ul 6rnek tamponu negatif
kontrol icin diger bir tlipe aktarildi. Smart Cycler tipleri 5-10 Sn santrif(j
edildi. Taplere alete ylklenmeden dnce Smart Cycler sogutma blogu lzerinde
tutuldu. BD Gene ohm cdiff protokoll ile bir calisma hazirlandiktan sonra
Smart Cycler tlpleri 1-core moduline vyerlestirildi ve calisma baslatildi ve
sonuglar bir saat sonra kaydedildi.

3.2.4 Istatistiksel analiz

Veriler SPSS 21.0 (Stastical Programme Social Sciences) bilgisayar
programinda ki-kare testi ile yorumlanmistir.

3.2.5 Etik kurul onayi

KADEB-F.05-R.02 protokol no’lu calismamiz, Uskiidar Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan incelenerek, 2015/003 sayili yazisi ile
onaylanmistir.
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4. Bulgular

Calismamizda Ocak-Haziran tarihleri arasinda Hematoloji

ve Onkoloji

kliniklerinde antibiyotik kullanimi sonrasinda diyare gelisen 82 diski 6rnegi
incelendi. Dokuz’unda (%10.97) en az 2 diagnostik testle pozitif sonug alindi.
C. difficile enfeksiyonu saptanan hastalara ait demografik veriler tablo 2'de

gorulmektedir.

Tablo 2: CDE saptanan hastalara ait demografik bilgiler

Hasta Cinsiyet
No

1 kadin
2 Erkek
3 Erkek
4 kadin
5 kadin
6 kadin
7 kadin
8 Erkek
9 Erkek

Yas
(Yil)

83

64

60

25

41

62

59

Altta
yatan
Hastahk

Akut
[6semi
+
Notropenik

Losemi
+
Diabetes
Mellitls
Losemi
+
Diabetes
Mellitlis
[6semi
+
Diabetes
Mellitls
Lenfoma

Losemi
+
Diabetes
Mellitts
Lenfoma

Lenfoma

Rektum
neoplazmi

Kullandig: antibiyotik

Trimethoprim/sulfamethoxazole

Piperasin/ Tazobaktam
Meropenem
Trimethoprim/sulfamethoxazole

metronidazol

Piperasin/ Tazobaktam
Ertapenem

Teikoplanin

Meropenem
Vankomisin
AmfoterisinB

Piperasin/ Tazobaktam
Piperasin/ Tazobaktam

Meropenem
Vankomisin

Seftriakson
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Ishal Ishal
baslama siiresi
sliresi (Giin)

(Giin)
3 6
13 7
4 5
7 2
5 4
7 7
4 3
15 16
6 13



Calismaya dahil edilen 82 o6rnekte GDH EIA testi drneklerin 26’sinda
(%31.7) pozitif ve 56’sinda (%68.3) ise negatif olarak saptandi. GDH EIA
sonuclari Tablo 3’de goérulmektedir. GDH EIA testinde pozitif bulunan 26
ornekten 17 sinde diger iki testle negatif sonuc alindi ve bu o6rnekler
degerlendirme disi birakildi.

Tablo 3: GDH EIA testi sonugclari

N %
Pozitif 26 31,7
Negatif 56 68,3
Toplam 82 100,0

Toksin varligi arastiriimasi icin kullanilan toksin A ve B EIA test sonuglarina
gore, 82 drnekten 8'i (%9.8) pozitif ve 74’0 (%90.2) negatif olarak belirlendi
(Tablo 4).

Tablo 4: Toksin A ve B EIA testi sonuglari

N %
Pozitif 8 9,8
Negatif 74 90,2
Toplam 82 100,0
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Real-time PCR metoduyla, 82 &6rnekten 6'si (%7.3) pozitif ve 76'si
(%92.7) negatif olarak saptandi (Tablo 5).

Tablo 5: Real-time PCR testi sonuclari

%
Pozitif 6 7,3
Negatif 76 92,7
Toplam 82 100,0

Elli alti (%89.02) hasta diskisinda her ¢ testle de negatif sonug elde
edildi. Dokuz (%10.97) hastada ise yapilan diagnostik testlerden en az iki
tanesi pozitif olarak bulundu. U¢(%3.65) hasta érnegdinde ise EIA (GDH, toksin
A ve B ) testleri pozitif iken molekuller yéntemle negatif sonug alindi (Tablo 6).

Tablo 6: GDH EIA, toksin A ve B EIA, Real-time PCR sonuglari.

GDH antijen EIA Toksin A ve B Real-time PCR N
Testi EIA Testi
Testi
+ - 17
+ + + 5
+ + - 3
+ + 1
- 56
Toplam 82

Gergeklestirdigimiz calismada duyarlihdi ve 6zgulligd en ylksek test olan
Real-time PCR testi ile diger metodlarin sonuglari (EIA GDH ve toksin A ve B
EIA) karsilastirildi.

GDH EIA yonteminin real-time PCR yontemine gore duyarliigi % 100,
0zgulligu % 96.1, pozitif prediktif degerleri (PPD) % 66.7 ve negatif prediktif
degerleri (NPD) %100 olarak belirlendi (Tablo 7).
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Tablo 7: GDH EIA yonteminin Real-time PCR yontemine gore degerleri

GDH EIA yonteminin real-time PCR yontemine gore
duyarhlilik, 6zgiillitk, PPD ve NPD degerleri

Duyarhlk %100
Ozgullik %96.1
PPD %66.7
NPD %100

Toksin A ve B yonteminin real-time PCR yontemine gore duyarhligi %
83.3, 6zgllligu % 96.1, PPD % 62.5 ve NPD %98.6 dir  (Tablo 8).

Tablo 8: Toksin A ve B EIA yonteminin PCR yontemine gore degerleri

Toksin A ve B EIA yonteminin real-time PCR yontemine
gore duyarlilik, 6zgiillitk, PPD ve NPD degerleri

Duyarhhk %83.3
Ozgullik %96.1
PPD %62.5
NPD %98.6
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5. Tartisma

C. difficile dinyada hem nozokomiyal, hem de toplum kaynakl
enfeksiyonlara sebep olabilen énemli bir saglik sorunudur. Bu bakteriye bagh
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinde belirgin bir atis gézlenmektedir
( Wistrom ve dig., 2001; Redelings ve dig., 2007). ABD, Kanada ve Avrupa
Ulkelerinde son 10 yilda CDE insidansinda 2-4 misli artis oldugu bildirilmistir
(Redelings ve dig., 2007; Elixhauser ve dig., 2008). Farkh nedenlerle gerek
terapotik gerekse proflaktik olarak kullanilan antibiyotikler sadece patojen
bakterilere etki yapmamakta ve normal mikrobiyota Uyeleri arasindaki ekolojik
dengeyi de bozmaktadirlar. Atibiyotik kesildikten sonra barsak mikrobiyotasina
yaptigi etki 8 hafta kadar slirebilmekte ve bu siire icinde  C. difficile’ye bagh
enfeksiyonlar ortaya gikabilmektedir.

CDE’larinin  gelisiminde ileri yas, kullanilan ilaglar (antibiyotik,
antiperistatik, immun slpresif, antineoplastik, vb.) yapilan girisimler (lavman,
nazogastrik tlp), altta yatan ciddi hastaliklar (kanser, AIDS, bdbrek
yetmezligi), hastanede kalis siresi gibi farkli risk faktorleri rol
oynayabilmektedir. CDE enfeksiyonlarinin tanimi digkida genellikle toksin veya
toksin geni arastirilmasi temeline dayaniimaktadir.

Calismamizda 82 immunduskin hastada CDE orani %10.97 (9/82) olarak
saptandi. Ulkemizde ve diger (lkelerde yapilan calismalarda CDE saptanma
oranlari %3.2-19.2 arasinda dedismektedir. Calismamizda CDE saptadigimiz 9
hastanin hepsi malignansili olup ayrica 4 hastada D.M mevcuttu. Bu hastalarin
4'u Piperasin\Tazobaktam almaktaydi ve diyare olusumu en erken 3. glinde
gergeklesti.

Tarkiye'de C. difficile toksin pozitifligini hedefleyerek vyapilan
arastirmalarda farkli oranlar elde edilmistir. Buytukbaba ve ark.
(Blayukbaba,2003) 1998-2000 yillar arasinda toksin A’l saptayan immunocard
(Meridian Diagnostic) yontemi ile 360 hastanin diski 6rnedinde %4.7 oraninda
toksin A varhdini goéstermislerdir. Daha sonra 2000-2002 vyillari arasinda
yaptiklar C. difficile diyaresi stiphesi ile gonderilen 400 diski 6rnedinde toksin
A ve B varligi EIA testi (Meredian diagnostic) kullanarak toksin varligini %12
olarak saptamiglardir.

Ayglin ve ark. (Ayglin ve dig., 2002) ise hastalarin diski érneklerinde,
ELISA (Rbbiopharm Germany) yéntemi kullanarak 125 hastaya ait digkida
toksin B varhigini %3,2 olarak bildirmislerdir.
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Altindis ve ark (Altindis ve dig., 2007) tarafindan yapilan 91 toplum
kaynakli ve hastanede yatan hastalarin 13’Unde (%14.3) toksin A/B varligi
gosterilmistir.

2006-2008 vyillari arasinda Deniz ve ark.’nin (Deniz ve dig.,2011)
yaptiklari calismada ise 663 hastaya ait olan diskl 6rnedinde “Immuno Card
Toxins ABD EIA” kiti kullanilarak toksin A ve B orani %4.7 olarak bildirilmistir.
Bu calismada ayni zamanda tim diski 6érneklerinde toksijenik kultlir yontemi
uygulanmis ve hastalarin 50 tanesinin diskisindan C. difficile Uretilmis ve bu
suslarin 36'sinda (%5.7) toksin A ve B genleri tespit edilmistir.

Lale ve ark.2010 yilinda Gazi Universitesi’'nde yaptiklari calismada ise, 592
ishalli hastada C. difficile toksin pozitifliginin %24 olarak saptamislardir. En sik
olarak Hematoloji ve Onkoloji Unitesinde %38 orani ile C. difficile toskin A ve
B pozitifligi bildirmislerdir.

Wroblewska ve ark. (Wroblewska ve dig., 2005) 1998-2002 yillari
arasinda yaptiklari arastirmada hastanede yatan yetiskin hastalardan alinan
4414 diski o6rnedginde, 1308 (%?29.3) ornekte C. difficile kiltir pozitifligi
saptamislardir. Hastanede yatan hastalar arasinda en fazla pozitiflik oranina
sahip olan klinikler hematoloji ve onkoloji (%8.3 orani) olarak belirlenmistir.
KUltlrd pozitif olan 6rneklerin 847'sinde (%19.2) toksin A varligi saptanmistir.

Avusturalya’daki 2002 yilinda yapilan bir arastirma tim dunyadaki
hastanelerde son 20 vyilda C. difficile iliskili diyare insidansinin arttigini
gbostermektedir. Bu calismada 3.kusak sefalosporinlerin kullaniminin kontrol
altina alinmasi ile, C. (difficile suslarinin ishallerin azaltilabilecegi
vurgulanmistir.

Analia ve di§. Ispanya’da 2013 yilinda 225 ishali kanser hastalarinda
yaptiklari arastirmada, GDH antijen, toksin A ve B ve PCR y6ntemi uygulayarak
C. difficile toksijenik tirlerinin oranini %17,3 olarak bildirmigler (Analia
Rodriguez Garzotto ve dig., 2013).

Son zamanlarda bir c¢ok dinya Uulkesinde CDE insidansinda artis
gorulmektedir ve bu artis ile beraber, C. difficile ribotip 027 NAP1/B1 ve tcdA-
/tcdB+ gibi varyant izolatlarina bagh salginlarin sikliginda bir artis
yasanmaktadir. Yiksek mortaliyete neden olan bu virulan suslar Ulkeler
arasinda yayginlik acisindan degiskenlik gdstermektedir ( McDonald ve dig.,
2005; Cohen ve dig., 2010).
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Avrupa Ulkeleri ve Tirkiye'nin de yer aldigi cok merkezli bir calismada,
toksijenik olan 354 susun %24.3’Unln varyant gen bolgesine sahip oldugu ve
bu toksijenik suslarin %17.2'si binary toksin gen ekspresyonu gésteren suslar
oldugu gosterilmistir.

Marmara Universite’sinde Deniz ve ark.lari (Deniz ve di§.,2011)
tarafindan yapilan galismada izolatlarin higbirinde binary toksin veya variyant
genine rastlanmamistir.

Klasik bilgilere gére CDE genelde hastane kaynaklidir ama son zamanlarda
toplum kaynakli olgularda belirgin bir artis oldugu ve dislnilenden daha
yaygin hale geldigi bildirilmektedir. ABD’de her yil yliz bin kiside 6.9 ile 46
arasinda dedisen toplum kaynakl C. difficile olgusu saptanmaktadir
(O’'Donoghue ve dig.2011).

Son zamanlarda codu laboratuvar toksjenik tirlerin non-toksijenik
tiirlerden ayrimi icin kullanilan iki basamakli bir algoritmayi kullanmaktadir. Ilk
basamaginda GDH testi olan bu algoritmaya gore ilk 6nce GDH testi
yapllmakta, eger test negatif ise ileri test yapilmamaktadir. Eger pozitif ise
toksin testi yapilarak tlrin toksijenik oldugu dogrulanmasi gerekmektedir.
Her iki test sonucu pozitif ise ve hastada semptomlar var ise CDE tanisi
konulmaktadir. GDH testi pozitif, toksin testi negatif ise ya hasta toksijenik
olmayan bir susu tasimakta veya hasta toksin testinin yalanci negatif sonug
verdigi distnulmektedir (Carroll ve dig., 2011).

Bizim calismada elli alti 6rnekte her Ug testle negatif sonug elde edildi.
Dokuz hastada ise yapilan testlerden en az iki tanesi pozitif olarak bulundu. Ug
hastada ise EIA (GDH, toksin A ve B ) testleri pozitif iken molekiler ydontemle
negatif sonuc alindi. Molekller yéntem ile saptanan ve yalanci negatiflik olarak
kabul ettigimiz bu durumun tcdB geninde gerceklesen mutasyon ve ya sadece
toksin B/binary toksin sentezleyen sus nedeniyle oldugu dusindlda.

Stamper ve dig. (Stamper ve dig., 2008) tarafindan yapilan bir calismada
ise sitotoksin ve toksijenik kiltlr testleri pozitif olan bir hasta érneginde PCR
testi sonucu yalanci negatif olarak saptanmistir. Benzer bir calismada da
Elizabeth ve dig. (Elizabeth ve dig., 2009) 4 6rnek GDH antijen ve toksin A ve
B EIA testi sonucu pozitif ve PCR sonucu yalanci negatif olarak belirlenmistir.

Son zamanlarda tcdB gen bdlgelerinde mutasyonlar ve delesyonlar olan
toksijenik suslarin varhgi bilinmektedir (Cohen ve dig., 2000; Rupnik, Ve dig.,
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1997). Ayrica toksin A+/binary toksin + ve toksin B negatif olan yeni bir sus
da izole edilmistir (Persson ve dig., 2008).

Toksin B hastalik olusumunda en 6nemli virtilans faktord kabul edildigi
icin bu tip variyantlarin raporlanmasi ¢ok nadir olmaktadir. Toksin B negatif
olan bu sus genetik olarak Kuzey Amerikada salgina neden olan BI/NAP1/027
ribotipinden farklidir bu nedenle tcdB’nin yeni varyantlarin evrimi igin izlenmesi
gerekmektedir. PCR testi ile yalanci negatif sonuglar nedeniyle toksin gen
boélgesini hedefleyen testler yerine invivo toksin Uretimine yodnelik testlerin
gelistirilmesine agirlik verilmesi vurgulanmaktadir.

Hastalar C. difficile toksijenik suslari ile kolonize olabilirler ancak baska
nedenlere bagli olarak da ishal gelisebilecegi de unutulmamalidir.

Molekiler yontemler ile pozitif sonuclar s6z konusu oldugunda bu durum
hastanin klinigi ile birlikte degerlendiriimesi gereklidir. Clnkl pozitif bir test
sonucu canli organizmalarin mutlaka bulundugu anlamina gelmez. Ancak tcdB
geninin bulundugu anlamina gelir ve toksijenik C. difficile tanisinin
varsayllmasini saglar.

Bu calismada bir hasta 6rneginde GDH antijen EIA testi ve Real-time PCR
sonucu pozitif, toksin A ve B EIA testi negatif olarak saptanmistir. Bu durumun
toksin titresinin azligi nedeniyle olabilecegi distnilmistir.

Calismamizda GDH EIA yonteminin duyarhligi % 100, 6zgulligd % 96.1,
toksin A ve B EIA yonteminin ise duyarhlhdi % 83.3, 6zgulligid % 96.1,
saptandi. Yapilan bir cok galismada toksin A ve B yonteminin duyarligi %32-
98.7 ve 6zgulligu ise %92-100 olarak saptanmistir.

Bulgularimiz CDE tanisinda GDH(EIA) testinin gdvenilir bir tarama testi
oldugunu ve pozitif ctkmasi durumunda ise toksin A ve B EIA veya molekdiler
yontemle dogrulanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bulgularimiz i1sidinda genis spektrumlu antibiyotik uygulanan ve diyare
gelisen kanser hastalarinda CDE tanisi icin yUksek 6zgullik ve duyarlilikta
buldugumuz GDH EIA testini 6n test olarak dnermekteyiz . Pozitif sonuglarin
Toksin A+B yi saptayan EIA testi ve toksin B genini saptayan molektler test
ile dogrulanmasi uygun olacaktir. Ancak toksin A+B EIA ve molekiler testlerle
nadir de olsa yalanci negatifligin s6z konusu olabilecegi de unutulmamalhdir.
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EK-1: Hasta onay formu

Adi:

Soyad :

TC kimlik numarasi:

Yattigi servis:

Aldig1 antibiyotik/antibiyotikler:
Aldigi diger ilaglar:

Yatis tarihi:

Ornek alim tarihi:

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvara gonderilen diski 6rnegimde Clostridium
difficile toksinleri acisindan mikrobiyolojik inceleme yapilmasini kabul

ediyorum.
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