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OZET
Giileg, N. Tedavide kullanilanantibiyotiklerin subMiK konsantrasyonlarinin,
tekrarlayan Clostridium difficile enfeksiyonlarinda biyofilm olusumuna ve toksin
liretimine etkisi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. C. difficile enfeksiyonlarinda spesifik
antibiyotik tedavisine ragmen vakalarin %20-%30’unda ylksek oranda tekrarlayan
enfeksiyonlar gorilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda, 2012-2015 yillari
arasinda, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesine yatan ve
antibiyotik tedavisine bagh olarak en az iki kez C. difficile enfeksiyonu gegiren 15
hasta (30 izolat) calismaya dahil edilmis, tim hastalarin diskisindan toksin A + B testi
pozitif saptanmis olup diski kiltlrlerinden C. difficile izole edilmistir. Tekrarlayan
izolatlar arasinda, rep-PCR yontemi ile 22 izolat (%73) yakin iliskili, 8 izolat (%27)
farkli bulunmustur. Agar Diliisyon Yéntemi ile iki izolatin 2. gelis seftriakson MiK
degerlerinde iki dilisyon artis oldugu saptanmis, diger izolatlarda ise bu
gozlenmemistir. Biyofilm olusturan bakteriyel patojenler, antibiyotik direncinde artis
ve kronik tekrarlayan enfeksiyonlar ile iliskilendirilmistir. Biyofilm olusumu acisindan
antibiyotik etkisi olmaksizin 9 (%30) izolat pozitif saptanirken, antibiyotiklerin 1/2-
1/64 subMIK degerlerinde biyofilm iiretimi vankomisinli ortamda 1/2 subMiK harig
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gostermis, benzer artis metronidazoliin tim
subMiK degerlerinde gézlenmistir (p< 0.05). Antibiyotiklerin 1/2-1/64 subMiK
degerlerinde, antibiyotiksiz ortama gore toksin A + B degerleri karsilastirildiginda
%25 ve Uzerinde artis, 1/16-1/64 subMiK degerlerinde kdkenlerin en fazla %20’sinde
gozlenmistir. Tekrarlayan izolatlarda PZR yontemi ile 30 kékenin hepsinde toksin A
ve toksin B gen varhigi gosterilmis ancak, varyant (tcd A-/tcd B+) veya “binary toksin”
geni saptanmamistir. Sonug¢ olarak, C. difficile’nin tedavisinde sik kullanilan
antibiyotiklerin subinhibitér konsantrasyonlarinda kékenlerde biyofilm olusumunda
ve toksin diizeylerinde artis meydana gelmesi, konakgi savunmasina karsi dirence ve

tekrarlayan enfeksiyonlara zemin hazirlayabilecegini diislindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, diyare, toksin A + B, subinhibitor

konsantrasyon, binary toksin
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ABSTRACT

Giileg, N. Effect of subMIC concentrations of the antibiotics used for the treatment
on biofilm formation and toxin production of Clostridium difficile strains isolated
from recurrent infections. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph. D.
Thesis in Microbiology, Ankara, 2017. Despite specific antibiotic treatments in C.
difficile infections, high rate of recurrence is observed in 20%-30% of the cases. We
have hospitalized fifteen patients (30 isolates) at Marmara University Pendik Training
and Research Hospital between 2012-2015.These patients, forming the study group
for this thesis, developed C. difficile infections due to antibiotic treatment at least
twice. All patients’stool samples for toxin A + B test was found to be positive and C.
difficile have been isolated from all the stool cultures. According to the gene
sequences revealed by Rep-PCR , these strains were investigated whether they are
closely related. 22 origin (73%) was closely related, 8 origin (27%) was different from
each other. By using Agar Dilution method in the two strains that were isolated twice,
a two fold increase in MIC values for ceftriaxone was detected in the second
isolations was observed,but not in the other isolates. Biofilm producing bacterial
pathogens have been associated with increase in antibiotic resistance and chronical,
recurrent infections. Without antibiotic effect 9(30%) strains were detected to be
biofilm positive while in the presence of 1/2-1/64 subMIC values of the antibiotics, in
the medium with vancomycin a statistically significant increase was seen expect for
1/2 subMIC, a similar increase was observed in all the subMIC values of
metronidazole (p< 0.05). When toxin A + B values were compared with the medium
without antibiotics and with the medium with 1/2-1/64 subMIC values of the
antibiotics, a 25% and more increase in toxin A + B values was detected in a maximum
of 20% of the strains. In the repeated isolates toxin A and toxin B genes have been
shown by PCR, but variant (tcd A-/tcd B+) or “binary toxin” gene was not detected. As
a result, increase in biofilm and toxin levels in the subMIC concentrations of the
frequently used antibiotics in the treatment of C. difficile is considered to predispose
resistance against host defence and repeated infections.

Keywords: Clostridium difficile, diarrhea, toxin A+B, subinhibitor concentration,

binary toxin.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP Adenozin Difostat

BHIS Brain-Heart infiizyon Suplement

CAMPs Katyonik Antimikrobiyal Peptitler

CCFA Cycloserine Cefoxitine Fructose Agar

CDE Clostridium difficile Enfeksiyonu

DMSO Dimethyl sulfoxide

EIA Enzim immunoassay

ELFA Enzyme Linked Fluorescent Assay

FDA Food and Drug Administration

GDH Glutamat Dehidrogenaz

GIcNACc N-Asetil Glukozamin

Hela Henrietta Lacks Cell

Hep-2 Human Epithelial Type-2

kDa Kilodalton

MurNAc N-Asetil Muramik Asit

MiK Minumum inhibitor Konsantrasyon
MRC-5 Human Lung Fibroblast Cell

Paloc Patojenite Lokusu

PBS Phosphate Buffered Saline

PMC Pseudomembrandz Kolit

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

SDS Sodyum Lauryl Silfat

SPR Solid Phase Ekstraction (Kati faz saglayici)
SubMiK Subinhibitér Konsantrasyon

TBE Elektroforez tamponu (Tris, Boric acid, EDT)
UPGMA Unweighted Pairvise Grouping Matematical Avenaging
Vero Afrika Yesil Maymun Bobrek Hiicreleri

5FU 5 Fluorouracil
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a) Patojenite Lokusu (PaLoc) Gzerinde kodlanmis toksin A(tcdA) ve

toksinB(tcd B), b) C. difficile transferaz (CDT)ya da binary toksini
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biyoanalizér 20

a) Brucella agar besiyerlerinin petrilere dokiilmesi,
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1. GIRIiS

Clostridium difficile, hastaneden kazanilmis diyare etkeni olarak en sik
tanimlanan  patojendir.  Antibiyotikle iliskili ~ diyarelerin =~ %15-20’sinden,
pseudomembrandz kolitli olgularin hemen hemen hepsinden sorumludur (1).
Sikhkla sorumlu tutulan antibiyotikler sefalosporinler, klindamisin, florokinolonlar
gibi genis spektrumlu antibiyotiklerdir (2-4). En 6nemli virtlans faktorleri toksin A
(308 kDa molekil agirhginda enterotoksin) ve toksin B (207 kDa molekil agirliginda
sitotoksin)’dir (5). Bu toksinler 1si, biotin sinirlanmasi, amino asit, glukoz
konsantrasyonu ve oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin degisimi gibi pek ¢ok
faktorden etkilenir (6-8). C. difficile enfeksiyonunda taninin dogrulanmasi ve tedavisi
cok onemlidir. Spesifik antibiyotik tedavisine ragmen tekrarlayan enfeksiyon orani
%20-30’dur (9, 10). Tekrarlayan C. difficile enfeksiyonunda koken ayni ya da farkh
olabilir. C. difficile enfeksiyonunun epidemiyolojisi her zaman degismektedir.
Yaklasik on yil 6nce Kuzey Amerika’dan, Avrupa’ya yayilan hiperviriilan epidemik
“binary toksin”e sahip B1/NAP1/027 kokeni yuksek mortalite ve morbiditeden
sorumludur (11, 12). Son yillarda toplumdan kazanilmis enfeksiyonlarda da artis
gorilmektedir (13, 14). C. difficile’de tekrarlayan enfeksiyon hizinin yiksek olmasi
onemlidir. Antibiyotiklerin basarisiz olmasi sonucunda vyiksek morbidite ve
mortaliteye sahip kolit gelismektedir (15).

Bu calismada;

Tekrarlayan izolatlar arasinda,
- Genotipik olarak yakin iliskili olup olmadiklari rep-PCR ydntemi ile (Diversilab,
bioMérieux, Fransa),
- Sik kullanilan antibiyotiklerin MiK degerlerinde artis olup olmadigl agar diliisyon
yontemi ile,
- Bu kokenlerin biyofilm Uretimi acisindan artis olup olmadigi:
a) Antibiyotik etkisi olmaksizin biyofilm Giretiminde artis,
b) Sik kullanilan antibiyotiklerin subMiK konsantrasyonlarinin biyofilme etkisi,
- Bu izolatlarin toksin Gretimleri agisindan fark olup olmadigi toksin A + B testi ile

(VIDAS, bioMérieux, Fransa):



a) Antibiyotik etkisi olmaksizin toksin Gretiminde artis,
b) Sik kullanilan antibiyotiklerin subMiK konsantrasyonlarinin toksin iiretimine
etkisi,

ve tekrarlayan enfeksiyonlarda “binary toksin”in rolii olup olmadiginin (polimeraz

zincir reaksiyonu ile) arastirilmasi amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

C. difficile, zorunlu anaerop, subterminal sporlu, gram-pozitif basil seklinde
bir bakteridir. C. difficile enfeksiyonu ciddi gastrointestinal bir hastaliktir. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde her yil yaklasik 500.000 olgu goriilmekte olup en siklikla

karsilagilan hastanedenkazanilmis enfeksiyonlardir (16).

2.1. Tarihge

C. difficile ilk kez 1935 vyilinda saglkli yenidoganlarin diski florasinda
tanimlanmistir (17). izolasyonu zor olmasindan dolayr Bacillus difficilis olarak
adlandirilmistir.  1950-1970 vyillarinda antibiyotiklerin  yaygin  kullanimi ile
antibiyotiklerle iliskili diyare olgulari goriilmeye baslamistir. 1978 yilina kadar
patojen bir bakteri oldugu anlasilamamistir. 1978 yilinda Bartlett ve arkadaslari,
pseudomembrandz kolit tanisi konmus hastalarin diskilarinda sitotoksin kaynaginin
C. difficile oldugunu tanimlamislardir (18). 1979 vyilinda C. difficile’e bagh
pseudomembrandz kolitin ilk basamak tedavisi olan vankomisin uygulanmistir. 1980
yilinda ABD’de en dnemli nozokomiyal diyare etkeni olarak tanimlanmistir. 1989-
1992 vyillarinda klindamisinin yogun kullaniimasi ile klindamisine direngli suslar
ABD’de salginlar yapmistir. 2003 yilinda Kanada, ABD ve Avrupa’da halk arasinda ve
hastanelerde C. difficile’nin olduk¢a virulan bir susunun neden oldugu hastalik
bildirilmistir. Bu sus, hastaligin daha siddetli gelismesi, yliksek mortalite orani, tekrar
etme riski olan C. difficile‘in “binary toksin”li susudur (19). Boylece, 2003-2006
yillarinda daha siddetli, tedaviye direncli, C. difficile enfeksiyonlari tanimlanmistir. C.
difficile, genellikle yasli, uzun sureli hastanede yatan, altta yatan hastaligi bulunan,
cerrahi girisim uygulanmis hastalarda antibiyotik kullanimi ile iliskili enfeksiyonlara
neden olur. Ancak hastane ortaminda goérilmeyip, antibiyotik kullanim 6ykisi ya da
risk faktori olmayan toplumdan kazanilmis enfeksiyonlara da neden olmaktadir (13,

14).



2.2. Epidemiyoloji

Son yillarda C. difficile enfeksiyonu (CDE), ABD, Kanada ve Avrupa llkelerinde
hayati tehdit eden 6nemli bir saglk sorunu haline gelmistir. 2000’li yillarda sadece
C. difficile enfeksiyon insidansi degil enfeksiyonun siddeti de artmistir. 1991-2003
yillari arasinda Kanada’da her 100.000 kiside 35.6 olgudan 156.3 olguya ¢ikarak dort
kat artis kaydedilmistir (20, 21). 2005 yilinda Avrupa’da 14 (lke ve 38 hastanenin
katihmi ile ishalli ve toksijenik kultlir sonucu pozitif olan hastalarla yapilan
calismada, ortalama insidans her 10.000 hastada 2.45 olgudur. Bunlarin %6’si
ribotip 027 olarak saptanmistir. 2008 yilinda 34 Avrupa (lkesi, 106 laboratuvarda
yapilan calismada C. difficile insidansi her 10.000 hastada 4.1 olgudur ve bunlarin
%5'i ribotip 027'dir (22).

Toksijenik ve toksijenik olmayan suslarla kolonizasyon asemptomatik
tastyicilik olarak adlandirilir. Asemptomatik tasiyicilik, saglikh erigkinlerde %2-3, yeni
doganlarda %40-60, hastanede yatan hastalarda %15-45 olarak gérilir. insanlar bu
bakteriyi ve sporlarini diger asemptomatik kisilerden veya ¢evreden alarak enfekte
olabilirler (23, 24). Yenidoganlarda kolonizasyon sik goriilir. Yetiskinlerin gaitasinda
sitotoksin duzeyi ciddi kolite neden olurken bebeklerde ayni diizey asemptomatik
seyreder. Bir yasindan sonra cocuklar C.difficile kolitlerine duyarli olmaya baslarlar
(25). Cocuklarda C. difficile enfeksiyonunun en sik gortldigi yas grubu 1-4 yastir.

Son yillarda sadece hastane ortamindan degil, antibiyotik kullanmaksizin
toplum kaynaklh enfeksiyonlarda da artis olmustur. ABD’de her yil 100.000 kiside 6.9
ile 46 arasinda degisen toplum kaynakl C. difficile olgusu saptanmaktadir (26).

2.3. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Patogenezde kolon mikrobiyotasinin antibiyotik veya antineoplastikler ile
baskilanmasini; fekal-oral yolla C. difficile kolonizasyonu, bakterinin ¢ogalmasi ve
toksin salgilanmasi izler (25). Direngli sporlar ile kontaminasyondan sonra
enfeksiyonun gelismesi icin risk faktori bagirsak mikrobiyotasinin bariyer etkisinin
bozulmasidir. Bu c¢ogunlukla genis spektrumlu antibiyotik kullanimindan sonra
gelisir. Sporlar vegetatif forma donusir. Konakgl bagirsak hiicrelerine kolonizasyon

ile mukozaya bakteriyel adezyon ve konakgl yanitina bakteriyel direng gelisir.



Bakteriler toksin (iretmeye baslar. Boylece klinik belirtiler ortaya c¢ikar ya da

asemptomatik tasiyicilik goralur (27) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. C. difficile enfeksiyon basamaklari (27).

C. difficile’'nin temel virlilans faktori toksinleridir. C. difficile’nin iki onemli
toksini bulunmaktadir. Toksin A (enterotoksin) ve Toksin B (sitotoksin). Her iki toksin
de konakgi hiicre iskeletinin dnemli proteinleri olan Ras ve Rho proteinlerini
glikozilasyon ile inaktive ederler.

Toksin A (enterotoksin), notrofiller icin kemotaktik 6zellikte olup, sitokinlerin
salinimi ile ileuma polimorfoniikleer nétrofillerin infiltrasyonunu stimile eder.
Ayrica hicreler arasi siki baglantinin bozulmasina neden olan bir sitopatik etkiye
sahiptir ve bu intestinal duvarda permeabilite artisi ve diyare ile sonuclanmaktadir.

Toksin B (sitotoksin), hicre iskeletinin yikimi ile sonuglanan aktinin
depolimerizasyonuna neden olur (28). Toksin B, toksin A’dan daha sitotoksiktir.

Bu toksinler, toksijenik suslarin genomunda bulunan ve “patojenite lokusu”
(PaLoc) adi verilen bir bolgede yer alan genlerce kodlanirlar (Sekil 2.2). Bubdlgede

bulunan (tcdA, tcdB, tcdC, tcdR, tcdE) bes genden tcdA ve tcdB genleri toksin



sentezinden sorumlu genlerdir. tcdR toksin gen ekspresyonunda o6nemli bir
alternatif sigma faktori, tcdC ise negatif bir diizenleyicidir. tcdC, anti-sigma faktor
olarak bilinir ve gen ekspresyonu igin gerekli olan kor RNA polimeraz ile tcdR
arasindaki iliskiyi engelleyerek etkisini gosterir. tcdE'nin ise hicrelerden toksin
saliniminda etkili oldugu diuslinilmektedir (29). Patojenite lokusu disinda bulunan
bir bolgede yer alan cdt A ve cdt B genleri ise C. difficile’nin hipervirulan epidemik
susu B1/NAP1/027 (ribotip 027) tarafindan olusturulan “binary toksini”
kodlamaktadir. Binary toksinin patogenezdeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte,

bu toksinin hastaligin siddetini arttirdigi distintilmektedir (30, 31) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2.a) Patojenite Lokusu (PaLoc) lizerinde kodlanmis toksin A (tcdA) ve toksin B
(tcd B), b) C. difficile transferaz (CDT) ya da binary toksini (cdtA ve cdtB)
kodlayan Paloc disindaki boélge (30).

Cesitli Ulkelerde hastane salginlarina yol acan virllansi yiksek ribotip 027
kokeninde, tcdC geninde delesyon bulundugu, buna bagh olarak yiksek diizeyde
toksin A ve toksin B salgilandigi belirlenmistir. Ayni zamanda “binary toksin” (ADP
ribozil transferaz) olarak bilinen Gglincl bir toksin lrettigi de gosterilmistir (32, 33).
Hipervirlilan epidemik susun bir diger 6zelligi de florokinolonlara direncli olmasidir

(13).




C. difficile’nin patogenezinde toksinlerin yani sira adezin, fimbria, flajella ve
parakristalin S proteini gibi diger virtlans faktorleri de 6nemlidir.

C. difficile’nin bakteriyel ylizey proteinleri (surface-layer protein, SLP),
intestinal epitelyum hiicrelerine baglanmasinda énemli olup, toksin Uretilmesine ve
doku hasarina neden olmaktadir (28). Bakteriyel patojenler mukozal yiizeylere
kolonize olup antimikrobiyallere karsi direng gelistirirler. Lizozim, epitelyum
tarafindan salinan bir antimikrobiyal olup peptidoglikan yapida MurNAc ve GIcNAc
arasinda beta(1-4) glikozid baglarina baglanir. Peptidoglikani hidrolize eder. Birgok
bakteriyel patojen lizozim direnci gelistirir (34). C. difficile dogal olarak yiiksek
seviyede in vitro lizozime direnglidir. Bu, peptidoglikanin yiliksek deasetilasyon
miktari ile iliskili olabilir (35). Ho ve arkadaslari C. difficile’nin, GIcNAc'nin
deasetilasyonunu lizozimin subinhibitér konsantrasyonlarinda indiikledigini bunun
da lizozim direncine neden oldugunu ileri sirmuslerdir (36). Bircok insan
kathelisidinleri ve defensinler (alfa defensin 1 ve 5) C.difficile’'nin vejetatif
hicrelerini oldirir. 027 susu memeli kathelisidini LL-37 ye ylksek diizeyde direng
gosterir. Bu sus defensinlere duyarlidir (37, 38). Diger bir antimikrobiyal, katyonik
antimikrobiyal peptitler (CAMPs) konakg¢l savunma mekanizmasini korur. Patojen
bakteriler, CAMPs’den kagcmak icin farkli stratejiler gelistirmislerdir. Teikoik asidin D-
alanil esterifikasyonu bunlardan biridir ve bu olgu bakteri ylizeyinin pozitif yikini
arttirarak CAMPs’In etkisini azaltmaktadir (39). Bakteri hilicre duvarindaki bu
degisiklik dlt operonu ile baglantilidir. Son vyillarda Mc Bride ve Sonenshein
C.difficile'in dIt operonunun birka¢ CAMPs’'In subinhibitor konsantrasyonlarina
maruz kalinmasi sonucu indiiklendigini ve bu bdlgedeki hasarin ise bircok CAMPs'a
karsi duyarlilikta artis ile sonlandigini géstermiglerdir. Bu veriler D-alanilasyonun C.
difficile’nin  konakg¢i immiin yanitindan kagisinda ©6nemli olabilecegi fikrini
vermektedir (40). C. difficile’de Cpr ABC transporter, bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan Uretilen toksinlere karsi savunmada bircok substrati taniyarak etki
gostermektedir(41).Bunun yani sira,insan katelisidinleri ve defensinler belirli ol¢lide
tcdA ve tcdB toksinlerinin neden oldugu inflamasyonu,doku harabiyetini ve

inflamatuar sitokin Uretimini azaltirlar.



Spor olusumu, organizmanin hastane ortaminda devamli olarak kalmasina ve
dekontaminasyon c¢alismalarina diren¢ goéstermesine neden olmakta ve saghk
personelinin elleri ile diger hastalara gecis gostermektedirler (28).

Enfeksiyonlarin patogenezini aydinlatmaya yonelik calismalar hiz kazandik¢a
biyofilmlerin infeksiyon patogenezindeki rolleri daha fazla ac¢iga cikmaya baslamistir.
Biyofilm, canli veya cansiz bir ylzeye yapisarak kendi Urettikleri organik bir
ekzopolisakkarid matriks icine gdmuli ve hareketsiz olarak birbirine, bir kati ylizeye
veya bir ara ylzeye geri donlUsimsiiz olarak tutunmus halde vyasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu topluluktur.

Biyofilm icindeki oksijen yogunlugu direnci etkileyen bir faktordiir. Oksijenin
biyofilmin ylizey katmanlarinda tiketildigi ve dip kisimlarda anaerobik ortamin
olustugu bilinmektedir. Anaerobik mikroorganizmalarda biyofilm yapimi ile ilgili
calismalar ¢ok yaygin degildir. C. difficile gibi klinikle yakindan iliskili patojenlerin
uzun slreli dayanikhligi ¢ok o6nemlidir. C. difficile cansiz yizeylerde biyofilm
Uretebilmekte fakat bunun dayaniklihg laboratuvar ve klinik izolatlar arasinda
degisiklik gostermektedir(1, 42). Bakteriler; DNA, polisakkaritler ve hicre duvar
proteinleri ve Ozellikle toksin A olmak Uzere toksinlerin bulundugu proteinlerden
olusan bir matrikse gomuludir (1, 43). C. difficile biyofilminin olusumu SpoOA ve
Lux S gibi merkezi reglilatorler ve de flagella ve sistein proteaz Cwp84 gibi ylizey
bilesenlerinden etkilenmektedir (1, 42). Hicre ici guanozin monofosfat diizeyindeki
artisin da biyofilm olusumunu olumlu yonde etkiledigi goézlenmistir (44). C.
difficile’nin in vivo biyofilm Gretimi hakkinda bilgiler azdir. Bu hipotezi testekleyen
birka¢g deneysel hayvan enfeksiyonu mevcuttur. Bir fare modelinde hasarli dokuda
C. difficile mikrokolonilerinin olustugu goézlenmistir (45); hamster ve monoksenik
fare modellerinde de dokularda C. difficile kiimeleri gosterilmistir (46, 47). Bu
bulgulara ragmen CDE’de ve bu enfeksiyonlarin tekrarinda biyofilmin rolGni
dogrulamak icin ileri calismalara gerek vardir. Ancak biyofilmin, C. difficile’nin
antibiyotiklere ve oksijen stresine karsi direncini arttirdigi ve de bu bakterinin

direncli sporlar halinde varligini siirdirmesine yol actigiI da gosterilmistir (42, 43, 48)



C. difficile enfeksiyonlarinin (CDE) asemptomatik tasiyiciliktan toksik
megakolona hatta 6liime giden farkli klinik durumlari mevcuttur. Bu hastaliklarin tipi
ve siddeti organizmaya ve hastaya ait faktorlerle iliskilidir.

Asemptomatik kolonizasyonda, kolon C. difficile ile kolonize olur, ishal
yoktur. Kiltlirde toksin pozitif C. difficile Gremesi vardir. Hastanede yatan ve
antibiyotik tedavisi alan hastalarin %15-45’inde gorulir (23).

C. difficile ishali, karin agrisi ile birlikte hafif veya orta siddette ishal ile
kendini gosterir. Ates ve halsizlik nadirdir. Antibiyotik tedavisi esnasinda, tedaviden
kisa bir slire sonra veya birka¢ hafta sonra ortaya c¢ikar (49).

C. difficile koliti, en sik gortilen CDE tablosudur. Klinik ciddi seyreder. Hafif ve
orta siddette karin agrisi, kusma, bulanti, istahsizlik ve sulu ishal mevcuttur (49).

Pseudomembranéz kolit, C. difficile kolitinden daha agir seyreder. Siddetli
ishal vardir. Endoskopik muayenede kalin bagirsak proksimalinde 2-10 mm ¢apinda,
sari renkli plak artisi ve kolorektal mukoza boyunca pseudomembran dagilimlari
goriulmektedir.

Fulminant CDE; ileus, megakolon, kolon perforasyonu ve 6lim gibi ciddi
komplikasyonlarla seyreder. C. difficile enfeksiyonlu hastalarin %2-3’linde goérulebilir
(50).

Tekrarlayan CDE; vankomisin, metronidazol ile tedavi sonrasi birkac hafta
icinde tekrar ishal ve diger semptomlarin ortaya ¢ikmasi ile tanimlanir. Hastalarin
%20-30’unda gorulmektedir. Tekrarlayan CDE olgulari ayni veya farkli izolat ile
olusabilmektedir (50).

2.4. Risk Faktorleri
Risk faktorleri asagida siralanmistir:

e Antibiyotik kullanimi,

ileri yas (> 65 yas),

e immiinsupresyon, altta yatan ciddi hastalik,

Uzun slre hastanede yatis,

Gastrointestinal cerrahi uygulama,
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e Antineoplastik kemoterapi,

e Mide asidini azaltan ilaglar,

e inflamatuvar bagirsak sendromu,
e Tipile beslenme,

e Kronik karaciger hastaligi,

e Bobrek yetmezligi (50).

2.5. Tani Yontemleri

Dogru, glivenilir ve hizli tani ozellikle hastane kaynakli CDE'lerin kontrol
altina alinmasi agisindan énemlidir.

C. difficile enfeksiyonunun tanisi, klinik semptomlar ile uyumlu hastalarin
diski 6rneklerinde toksinin gosterilmesi ile konur. Laboratuvara sulu, sekilsiz diski
ornekleri gonderilmelidir. Eger toksin arastirmasi isteniyorsa diski 6rnegi steril, genis
agizli, vida kapakh kaplara alinmalidir. En az 5 ml (5-50 ml) diski 6rnegi alinmalidir.
Toksin igin 6rnek < 1 saat igerisinde oda sicakliginda veya > 1 saat slrecek sehir igi
mesafeler icin +4 °C'de veya > 48 saat slirecek sehirlerarasi mesafeler icin kuru buz
icinde -70 °C’de laboratuvara ulastiriimasi gerekmektedir.

Toksin A ve/veya toksin B Ureten mikroorganizmalarin hastalik yapma

yeteneginden dolayi diski 6rneklerinde toksinlerin tespit edilmesi dnemlidir.

2.5.1.  Mikroskobik inceleme
Hazirlanan preparat Gram ve Malasit yesili (spor boyasi) ile boyanarak 100x
immersiyon objektifi ile incelenir (Sekil 2.3, Sekil 2.4).
Floresan mikroskobu ile de diski yaymasinda C. difficile duvar antijenlerine
karsi isaretlenmis antikorlar kullanilarak bakteri aranabilir. Ancak c¢apraz

reaksiyonlar olusabilmektedir.

2.5.2. Kiiltiir Yontemleri
Anaerop Diski Kiiltiirii: C. difficile kalturl yapilacaksa diski 6rnekleri mutlaka

anaerop transport ortaminda gonderilmelidir. Anaerop kanl agar, brucella agar ya
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da secici bir besiyeri olan sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar (CCFA) en duyarl
besiyerleri olarak bildirilmektedir (51). Anaerop ortamda 37°C'de 48 saat
inkiibasyondan sonra C. difficile’nin beyaz, yaygin, diiz, at glibresi kokusunda (para-
kresol) kolonileri incelenir (Sekil 2.5). Fakat toksin olusturmayan kolonize bir
bakteriyi de saptamasi nedeniyle 6zgllligi dusiktir. Ancak, izole edilen C. difficile
susunun toksijenitesi gosterildiginde bu yontem cok duyarli ve o6zgildir ve
toksijenik kultlr olarak adlandirlir. Toksijenik kiltiir, tanida altin standart olarak

kabul edilmektedir (52).
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Sekil 2.3. C. difficile’nin subterminal sporlu basilleri (Gram boyama)
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Sekil 2.4. C. difficile’nin subterminal sporlari (malasit yesili ile spor boyama)

Sekil 2.5. CCFA’da C. difficile kolonileri
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Doku Kiiltiir Sitotoksisite Testleri: C. difficile toksininin duyarl hicre
kiltirlerinde sitopatik etki olusturmasi esasina dayanir. Toksin B’nin aktivitesi
arastirilmaktadir. Siklikla Hep2, Vero, HelLa, MRC-5 akciger fibroblast hiicre kiltirleri
kullanilmaktadir. C. difficile toksinini tanimlamada halen referans bir yontem oldugu
kabul edilmektedir (53).

Gerek doku kilturu, gerekse toksijenik kiltir yontemleri zaman alan, 6zel

laboratuvar diizenekleri ve deneyimli elemanlar gerektiren testlerdir.

2.5.3. immiinolojik Tani Yontemleri

-Glutamat dehidrogenaz (GDH) testi: GDH toksijenik olan ve olmayan C.
difficile’nin Urettigi temel enzimdir. Diski 6rneklerinde C. difficile’nin taranmasi igin
kullanilmaktadir. Toksijenik C. difficile’e 6zgli bir enzim degildir. Cesitli ticari
sistemlerle saptanabilmektedir.

GDH Latex agliitinasyon testi: (duyarlihgr %58-68, 0zgllligl %94-98).
Uygulamasi kolaydir ve kisa slirede sonug verir.

Enzyme immunoassay ile GDH saptanmasi: (duyarlihgl %85-95, 6zgulligi
%89-99).

GDH negatif bulunmasi, C. difficile acisindan yiksek bir negatif prediktif
degere (%97-100) sahiptir (30).

-Enzyme immunoassay (EIA) ile C. difficile toksin A ve B saptanmasi: EIA ile C.
difficile toksin A ve B saptanmaktadir. En sik kullanilan tani testidir. Uygulamasi
kolay ve hizlidir. Bu yontemin duyarhhgl %75, 6zgulligi %99’dur (54).

Elisa-Toksin Test: Toksin A ve toksin B’nin saptanmasina yonelik poliklonal
veya monoklonal antikorlarin kullanildigi testlerdir. Test prosedird, iki adim enzim
immuinotest sandvi¢c yontemini, bir son floresan okuma (ELFA) ile kombine eder.

Yiksek 6zgullik (%75-100) ve duyarliliga (%63-99) sahiptir (54).

2.5.4. Molekiiler Yontemler
C. difficile’'nin tanimlanmasinda oligonukleotid problarla toksin genleri
amplifiye edilmektedir. C. difficile’nin tcdA ve tcdB genlerinin saptanmasina yonelik

real-time PCR testlerinin gelistiriimesi ile toksin ve toksinin tipi ile ilgili bilgi
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saglanabilmektedir (55). Glvenilir bir PCR testi icin C. difficile’e 6zgi 16 S rRNA,
toksin ve GDH’I kodlayan (gluD) genleri tespit eden molekiler yontemler
yapilmaktadir (56, 57). C. difficile suslari arasindaki genetik yakinhgin belirlenmesi
icin de son vyillarda rep-PCR (Diversilab, Biomerieux, Fransa) yontemi
kullanilmaktadir.

izole edilen bakterinin molekiiler tiplendirmesi salginlarin kaynagini, bulas
yollarini ve derecesini belirlemede dnemlidir.

C. difficile enfeksiyonunun genetik incelemelerinde en biyik engel saglikl
tasiyicilarin bulunmasidir. C. difficile’nin toksijenik ve toksijenik olmayan suslarinin
asemptomatik tastyicilik oranlari yenidoganlarda %40-60 civarindayken, eriskinlerde
bu oran %2-3"dir.

Yenidogan kolon mukoza epitelinin, bakteri toksin reseptorleri gelismemis

olmasindan dolayi bu yas grubunda C. difficile’e bagli enfeksiyonlar gériilmez (58).

2.5.5. Tanisal Algoritma

C. difficile’nin laboratuvar tanisinda 2’li ve 3’ |G algoritmalar olusturulmustur.
Orneklerin glutamat dehidrogenaz (GDH) ydntemi ile taranmasi, negatif bulunursa
ek test yapmadan negatif raporlanmasi, pozitif bulunursa dogrulama testlerinin
yapilmasi énerilmektedir. iki basamakli algoritma kullanilan yerlerde bu dogrulama
testi molekiler yéntemlerdir. Raporlama bu sonuca gore yapilir. Ug basamakli
algoritma kullanilan yerlerde ise 6rnekler GDH testleri ile taranir, pozitif bulunursa
toksin EIA uygulanir, sonug pozitif ¢ikarsa pozitif olarak raporlanir. GDH pozitif,

toksin negatif bulunursa 6rnekler molekiler yontemler ile ¢alisilir.

2.6. Tedavi

C. difficile enfeksiyonu tedavisinde en ©nemli problem tekrarlayan
enfeksiyon hizinin yiiksek olmasi ve CDE'nun siddetli sekillerinde antibiyotiklerin
basarisiz olmasi nedeniyle ilerleyici kolitle sonuglanmasidir (15).

Onerilen antimikrobiyal tedavi metronidazol ve vankomisindir. Teikoplanin
tedavisi de metronidazol veya vankomisin ile yapilan tedavi kadar etkilidir.

Metronidazol, oral vankomisin ile karsilastirildiginda hastalik siresini kisaltmadaki
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esitlik nedeniyle ve vankomisin rutin kullanildiginda vankomisine direngli
enterokoklarin artacagi endisesiyle, olgularin ¢ogunda standart tedavi secenegi
olmustur (59). C. difficile’de metronidazol direnci nadir olup hemen hemen tim
suslarin minimal inhibitér konsantrasyonlari (MiK) < 2 mg/L'dir. Yapilan bir
arastirmada, hafif CDE tedavisinde metronidazol ve vankomisin esit derecede etkili
iken, siddetli CDE tedavisinde vankomisinin metronidazolden Ustiin oldugu
saptanmistir (60). Tedavi kilavuzlarina gore secilecek ilag; hafif-orta siddetteki
CDE'nin baslangi¢ ataginda oral metronidazol, siddetli CDE'nin baslangi¢ ataginda ise
oral vankomisindir.

Semptomlari gerileyen hastalarin %20-30’unda enfeksiyon niks etmekte
veya dis kaynaklardan tekrarlayan enfeksiyon gelismektedir (15).

Tekrarlayan CDE riskini arttiran faktorler, toksinlere karsi yetersiz bagisik
yanit ve kolon mikrobiyotasinin devam eden bozuklugudur. ileri yas, diger
antibiyotiklere devam edilmesi ve uzun siire hastanede yatis diger risk faktorleridir.

2011 yilinda “Food and Drug Administration (FDA)” onayi almis oral formda
kullanilan yeni bir antibiyotik olan fidaksomisinin (dificid), dar spektrumlu olmasi
nedeniyle, anaerobik mikroflora Gzerine etkisi daha azdir (61). Vankomisin ve
metronidazol C. difficile’e bakteriyostatik, fidaksomisin ise bakteriosidal etkilidir.

Tedavi amaci ile kullanilan antibiyotikler sadece patojen bakterileri degil,
normal mikrobiyotayi da harap ederek stiperenfeksiyonlara neden olabilirler.

C. difficile ishaline neden olan antibiyotik ve antineoplastik ilaglar Tablo

2.1’de gosterilmistir.

Tablo 2. 1. C. difficile ishaline neden olan antibiyotik ve antineoplastik ilaglar (25).

Siklikla Klindamisin, Ampisilin, Amoksisilin, Sefalosporinler (2. ve 3. kusak)

Kinolon, Tetrasiklin, Stilfonamid, Makrolid, Kloramfenikol,
Trimetoprim,
5 FU, Metotreksat, Doksorubisin, Siklofosfomid

Daha az
siklikla

Cok nadir Parenteral Aminoglikozitler, Metronidazol, Basitrasin, Vankomisin
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda; 2012-2015 vyillari arasinda, Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesine yatan ve antibiyotik tedavisine baglh olarak en az iki
kez C. difficile enfeksiyonu geciren hastalar calismaya dahil edilmistir. Hastalarin
dosya bilgilerinden bu 6zellige sahip 15 hasta saptanmis olup bu hastalarin ilk ve

tekrarlayan izolatlari olmak tizere toplam 30 C. difficile izolati galismaya alinmstir.

3.1. Rep-PCR Yontemi ile Suslar Arasindaki Genetik Yakinligin Saptanmasi

Tekrarlayan C. difficile kokenlerinin genotipik olarak yakin iliskili olup
olmadiklari rep-PCR (DiversiLab, bioMérieux, Fransa) yontemi ile saptanmistir. Bu
amacla sikloserin-sefoksitin fruktoz agara pasajlari yapilarak elde edilen saf C.
difficile suslari dort asamada hazirlanmistir:

1. Manuel DNA ekstraksiyonu

2. Termal dongu cihazinda parmak-izi kitleri ile rep-PCR,

3. Biyoanalizor ile otomatik mikroakiskan elektroforez,

4. internet tabanli yorumlama vyazillm programi ile kolay ve hizli
degerlendirme yapilmistir.

Tim suslardan DNA izolasyonu “UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit”
(MoBio Laboratories, A.B.D.) ile Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapilmistir

(Sekil 3.1, Sekil 3.2).

Sekil 3. 1. (sol) MicroBead ¢ozeltisi dagitimi, (sag) besiyerinden numune alinisi.
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Sekil 3. 2. (sol) Vortexlenme asamasi, (sag) santriflij asamasi

DNA olgiml, Thermo scientific NanoDrop 2000'de spektrofotometrik olarak

yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. Thermo Scientific NanoDrop 2000

Uygun sekilde elde edilen tiim DNA ekstraktlarina “Diversilab™ DNA Finger printing
Kit” (bioMerieux, Fransa) kullanilarak rep-PCR uygulanmistir (Tablo 3.1).

Master Miks su asamalarla hazirlanmistir:
e 10.000x g’de 5 saniye santriflj edilmistir.
e Her bir PCR tipiine 23.0 puL konmustur.



Tablo 3. 1. Termal dongi cihazinda parmak-izi kitleri ile rep-PCR

Reaksiyon Karisimi Voliim Reaksiyonu  Reaksiyon Sayisi Master
Rep-PCR MM1 (N+ekstra) 18.0 L N 18.0 x
Gene Amp 10 x PCR Buffer (N+ekstra) 2.5 uL N 2.5x
Primer Mix H (N+ekstra) 2.0 uL N 2.0x
Ampli Tag DNA Polymerase (N+ekstra) 0.5 uL N 0.5 x
Total Hacim (N+ekstra) 23.0 pL N 23.0x

PCR tiplerine DNA su asamalarla eklenmistir:
e 2.0 uL DNA ilave edilip tuplerin agzi kapatilmistir (Konsantrasyon 25-50 ng/uL).
Rep-PCR Amplifikasyonu su asamalarla uygulanmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Rep-PCR amplifikasyon uygulanmasi

Rep-PCR Protokolu - rep-PCR 45

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de, 2 dakika

Tekrarlayan dongt sayisi: 35 dongi

- Denatlrasyon: 94 °C’de, 30 saniye,
- Baglanma: 45 °C’de, 30 saniye,

- Uzama: 70 °C’'de, 90 saniye,

Final uzama: 70 °C’de, 3 dakika,
- Saklama: 4 °C’de.

18
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Rep-PCR ile orneklerdeki nikleik asitler cogaltildiktan sonra “Diversilab™ DNA
LabChip Kit”i (bioMerieux, Fransa) kullanilarak mikroakiskan elektroforez yapilmistir

(Sekil 3.5).

B it K
Sekil 3. 5. (sol ve orta) “Diversilab™ DNA LabChip Kit”l ile mikroakiskan elektroforez,
(sag) cipe basing uygulanan siringa.

Jel Boya Matriks asagidaki asamalarla hazirlanmistir:
1. icerigin oda sicakligina gelmesi beklenmistir.
2. Jel ve boya vortekslenmistir.
3. 1.5 ml’lik bir tlipe 200 pL jel ve 10 uL boya konulmustur.
4. Homojen oluncaya kadar vortekslenmistir.
5. Kit igcindeki spin filtreye transfer edilmistir.
6. 1500x g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmistir.
Dikkat edilmesi gereken noktalar:
-Jel yapiskandir. Dogru hacim igin yavasc¢a pipetlenmelidir.
- Isiktan etkilenebilecegi icin boya isiktan korunmalidir.
-4 hafta stabil kalabilir.
Cip Yiikleme su asamalarla yapilmistir (Sekil 3.5):
1. 9 pL Jel-Boya karisimi vortekslenmeden c¢ip yikleme kuyusuna (siyah
daire) pipetlenmistir.
2. Siringaya 1 ml hizasina kadar hava gekilip ¢ip ylkleme kuyusuna bosaltmak
sureti ile 30 saniye basing uygulanmistir.

3. Kalan G kuyularina 9 pL Jel- Boya karisimi pipetlenmistir.
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4. Her bir 6rnek kuyusuna kisa siireli santriflijten sonra 5 pl marker ve sadece
1 ul ladder sag alt kuyucuga ilave edilmistir.

5. Ornek kuyularina 1 pl 6rnek pipetlendikten sonra ¢ip 1 dakika
vortekslenmistir (hiz olarak 2200 6nerilir).

Agilent 2100 biyoanalizore ¢ip yerlestirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3. 6. Biyoanalizor ile otomatik mikroakiskan Agilent elektroforez 2100
biyoanalizér

Tam C. difficile suslarinin rep-PCR tabanli parmak izi kaliplari, internet tabanli
yorumlama ve yazilim programi (DiversiLab, version 2.1.66, bioMerieux, Fransa) ile
elde edilmistir. Degerlendirme igin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda, DiversiLab
yazimi Pearson korelasyon katsayisi ve UPGMA (Unweighted Pairvise Grouping
Matematical  Avenaging;  matematiksel  ortalamayla  agirliksiz ~ giftlerin
gruplandiriimasi) yontemi, rep-PCR profillerini otomatik olarak karsilastirmak
amaciyla kullaniimistir.

Verilerin analizinde, her bir izolat icin jel benzeri goriintl, ylzde benzerlik
oranlari ve dendrogram raporu olusturulmustur.
izolatlar;

-Yakin iligkili (benzerlik > %97),

-Benzer (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant farki),

-Farkl (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki) olarak siniflandirilmistir.
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Birbirleriyle %95’in lizerinde benzerlik gosteren suslar ana klon; ana klonlar
icerisinde de %97’nin Uzerinde benzer klonlar alt tip olarak kabul edilmistir.

Benzerlik oranlari %95’in altinda olan suslar ise farkli klon olarak degerlendirilmistir.

3.2. Agar Diliisyon Yontemi

Hastalardan izole edilen C.difficile kdkenlerinin vankomisin, seftriakson,
metronidazol ve meropeneme karsi minimal inhibitoér konsantrasyonlari referans
yontem olan Agar Diliisyon Yéntemi ile saptanmistir ve sonuclar MiK (mg/L) olarak

tanimlanmistir.

3.2.1. Antimikrobik ilaglar

Referans toz antibiyotikler, vankomisin (Kogak), seftriakson (Mustafa
Nevzat), metronidazol (Sigma), meropenem (Zeneca) gibi dogrudan ticari
kaynaklardan saglanmistir. Tozlar Ureticinin Onerilerine gére 4-8°C’de saklanmistir.
Buzdolabindan cikarildiginda, acilmadan 6nce (bugu olusumunu engellemek igin)
oda sicakhigina gelmesi beklenmistir. ila¢ tozlar kalibre edilmis analitik terazilerde
en az 100 mg olarak tartilmistir. Antimikrobik ilacin ulasilmasi istenen son
konsantrasyonu ve gereken sulandiricinin  hacmi, asagidaki formile gore
hesaplanmistir.

Agirlik (mg) = Hacim (ml) x Konsantrasyon (ug/ml)

Potens (ug/mg)
Hacim (ml) =Agirlik (mg) x Potens (ug/mg)

Konsantrasyon (ug/ml)
3.2.2. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
Antimikrobik ilag stok ¢ozeltileri en az 1000 pg/ml’lik (6rnegin 5120 pg/ml)
konsantrasyonda hazirlanmistir. Antimikrobik ilaglar Gretici firma baska bir 6neride
bulunmadik¢a steril distile su ile ¢6zilmus ve sulandiriimistir. Metronidazol igin
¢Ozlicli olarak DMSO, sulandirici olarak steril distile su kullaniimistir.
Antimikrobik tozu ¢6zebilecek DMSO en az miktarda kullaniimis ve gereken hacme

distile su eklenmesi ile ulasiimistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2. Antimikrobik ilaglarin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin gerekli ¢dzlici
ve sulandiricilar

Antimikrobik ilag Coziicii Sulandirici
Vankomisin (VAN) Su -
Seftriakson (CRO) Su -
Metronidazole (MET) DMSO Su
Meropenem (MEM) Su -

Antibiyotiklerin iki kat seri sulandirim deger araliklari Tablo 3.3'te gosterilmistir.

Tablo 3. 3. Antibiyotiklerin iki kat Sseri sulandirim deger araliklari

Antibiyotikler Seri Sulandirim Deger Araliklari (pg/ml)
Vankomisin (VAN) 4-0.06

Seftriakson (CRO) 256-4

Metronidazole (MET) 16-0.06

Meropenem (MEM) 16-0.06

Agar diliisyon yonteminde 6nerilen besiyeri Brucella sivi besiyeri (Difco) ve
Brucella agardir (Difco) (5 ug/ml Hemin, 1 pg/ml K vitamini eklenmis). Hemin ve K
vitamini sterilizasyondan once besiyerine katilmistir. Brucella sivi besiyeri steril
tiplere 5 er ml dagitihp herbir susun ekimi yapilmistir. C. difficile (30 sus), kontrol
sus (ATCC 25285 Bacteroides fragilis) ve besiyeri kontrol anaerop ortamda 37°C'de
16 saat inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin inokulum 1.5 x 10> cfu/ml olacak
sekilde Brucella sivi besiyerindeki bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir.

Brucella agar besiyeri su adimlarda hazirlanmistir:

e Brucella Agar besiyeri (5 pg/ml hemin, 1 pg/ml K vitamini eklenmis)
hazirlanmistir. Otoklavda 121°C‘ de 15 dakika steril edilmistir.

e Besiyeri 56°C sogutuldugunda igine %5 defibrine veya dondurulup ¢6zilmus
koyun kani ilave edilmistir.

e Petriler bir sablon yardimiyla alttan gizilerek bélimlere ayrilmistir. Her bir sus ve
kontrol susu (ATCC 25285 Bacteroides fragilis) icin bir numara verilmistir (Sekil 3.7).

e Antibiyotik sulandirimlarina goére petriler ayrilmistir. Antibiyotigin ismi ve

sulandirimi da petrilere yazilmistir. Bos petriye dnce 2 ml antibiyotik sulandirimi
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sonra 18 ml %5 defibrine koyun kani ilave edilmis olan Brucella agar besiyeri
dokldlmiustir. Hafifce calkalayip antibiyotik sulandirimi ile besiyeri karistirilarak
antibiyotigin 1/10 dilusyonu saglanmistir. Bek alevinin yaninda katilasmasi
beklenmistir.

e inokiilasyon icin en dusiik antibiyotik konsantrasyonunu iceren plaktan
baslanmistir. Belli hacimde bakteri siispansiyonu tiim plaklara ekilmistir. inokulum
her ekim alaninda 1.5 x 10° cfu/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Her uygulamada test
bakterileri antibiyotik icermeyen iki ayri plaga ekilerek biri ireme kontroli icin
anaerop, digeri ise kontaminasyon kontrolii icin aerop ortamda inkiibe edilmistir
(Sekil 3.7).

e Anaerop ortamda 37°C‘de 48 saat inklibasyonu takiben koyu, 15181 yansitmayan
bir zemin Uzerinde sonuglar kontrol (ireme ile karsilastirildiginda, (iremenin belirgin
olarak degisiklik gosterdigi diliisyon MiK degerini verir. Uremede gdézlenen belirgin
degisiklik, hi¢c Greme olmamasi ya da ¢ok hafif bir Greme, sisli bir gérinim, ¢ok
sayida minik koloniler veya bir iki tane normal biyuklikte koloni goriilmesidir (62).
Hastalardan (n: 15) izole edilen izolatlar (n: 30) icin MiK (ug/ml) degerleri,anaerop
bakterilerde agar dilisyon metodu ile CLSI'nin (2007) M11-A7 Onerileri
dogrultusunda g¢alisiimis, vankomisin ve metronidazol EUCAST’a, meropenem ve

seftriakson CLSI'ya gore degerlendirilmistir (62) (Tablo 3.4).

Tablo 3. 4. C. difficile MiK degerlerinin CLSI ve EUCAST’a gore degerlendirilmesi

SINIR DEGERLER
CLSI EUCAST
SIR SR
Vankomisin | ------ --- <2>2
Metronidazol <816 > 32 <2>2
Meropenem <48>16 | ------
Seftriakson <1632>64 | --- ---

S: Duyarli, I: Orta, R: Direncli
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d) e)

Sekil 3. 7. a) Brucella agar besiyerlerinin petrilere dokiilmesi, b) Sablon yardimi ile
petrinin alttan ¢izimi, c) ATCC 25285 B. fragilis kontrol susu, d) C. difficile
aerop kontrol, e) C. difficile anaerop kontrol (Antibiyotik icermeyen petri)
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3.3. Biyofilm Olusturma

Antibiyotiklerin biyofilm yapimina olumlu ya da olumsuz etkilerinin
arastirilmasi amaciyla mikroplaklarda vankomisin, metronidazol ve meropenemin
cesitli sulandirimlari ve C. difficile’nin 30 izolati ile cahisiimistir.

e Beyin-kalp inflizyon sivi besiyeri + Maya 6zitu (5 mg/ml) kanistiniimistir. 121°C’de
15’ steril edilmistir. 56°C’ye kadar soguyunca (%1.8) glukoz ve (%0.1) sistein steril
filtreden shzilerek ilave edilmistir (1).

e Hazirlanan beyin-kalp inflizyon sivi besiyeri steril tlplere 5’er ml olarak
dagitilmistir. Otuz adet C. difficile izolati ve ATCC 35984 Staphlycoccus
epidermidis (biyofilm pozitif kontrol) tiplerdeki sivi besiyerlerine ekilmistir.

e Anaerop ortamda (%90 N,, %5 CO,, %5 H,) 37°C'de 16 saat inkiibasyona
birakilmistir.

e Ertesi giin sivi kiiltiirlerdeki mikroorganizma sayisi McFarland 1.5 x 10%cfu/ml’ye
gore ayarlanmgtir.

e Taze beyin-kalp inflizyon sivi besiyerinde 1/100 dilue edilerek 1.5 x 10°cfu/ml’lik
bakteri slispansiyonlari elde edilmistir.

e Diger yandan steril 96 kuyucuklu polystren U tabanli plaklar vankomisin,
metronidazole ve meropeneme gore Ug gruba ayrilmistir.

e Mikroplak kuyucuklarina C. difficile sispansiyonundan konulmus ve Uzerine
vankomisin, metronidazol ve meropenemin seri sulandirimlarindan eklenmis ve
mikroplak hafif¢e ¢alkalanip kapagi kapatiimistir.

e Mikroplakta bos kuyucuklara buharlasmayir o6nlemek igin PBS (Phosphate
Buffered Saline) tampon c¢ozeltisi konulmustur. Plaklar anaerop ortamda
(%90 N,, %5 CO,, %5 H,) 37°C’de 3 giin inklibasyona birakilmistir.

e Ornek vermek gerekirse; vankomisin MiK degeri 1.0 pg/ml saptanan bir kéken

icin kuyucuklara asagidaki dagitim yapilmistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3. 5. Biyofilm olusumunun arastiriimasi igin kullanilan sablon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ATCC 35984 S. epidermidis Distile su kontrol Besiyeri kontrol
olo]J]o]o|l]o]J]o]o|lo|]o|]o]o]o
1 no'lu izolat 1 no'lu izolat 1 no'lu izolat 1 no'lu izolat
+ Van 1.0 pg/ ml. + Van 0.5 pg/ ml. + Van 0.25 pg/ ml. + Van 0.125 pg/ ml.
olo]l]o|]o|l]o|lo|l]o|l]o|l]o|lo|o]| o
1 no'lu izolat 1 no'lu izolat 1 no'lu izolat Antibiyotiksiz 1. izolat
+ Van 0.06 pg/ ml. + Van 0.03 pg/ ml. + Van 0.015 pg/ ml.
olo|J]o]o|l]o]J]o]o|lo|]o|]o]o]o
2 no'lu izolat 2 no'lu izolat 2 no'lu izolat 2 no'lu izolat
+ Van 0.5 pg/ ml. + Van 0.25 pg/ ml. + Van 0.125 pg/ ml. + Van 0.06 pg/ ml.
olol]o|]o|l]o|lo|l]o|l]o|l]o|lo|o]| o
+ \/23:%?33'2: Ié}tml. + Vinng.(l)ulgzila/t ml. + Vaznn(;?olg;éo;lizt/ ml. Antibiyotiksiz 2. izolat
olo|J]o]o]l]o]J]o]o|]o|]o|]o]o]o
3 no'lu izolat 3 no'lu izolat 3 no'lu izolat 3 no'lu izolat
+ Van 1.0 pg/ ml. + Van 0.5 pg/ ml. + Van 0.25 pg/ ml. + Van 0.125 pg/ ml.
olol]o|]o|l]o|lo|l]o|l]o|l]o|]o|o]|o
+ \fa:%?gﬁlz:ljtml. + \?a:c:)f;;s;tml. + Vinng.éulgzila/t ml. Antibiyotiksiz 3. izolat
olol]o]o]l]o|l]o|l]o|l]o|lo|lo|o]| o
4 no'lu izolat 4 no'lu izolat 4 no'lu izolat 4 no'lu izolat
+ Van 1.0 pg/ ml. + Van 0.5 pg/ ml. + Van 0.25 pg/ ml. + Van 0.125 pg/ ml.
olo]J]o]o|l]o]o]o|]o]o|lo]o]o

96 kuyucuklu polystren U tabanh plaklara A1-A4‘e 200 ul pozitif kontrol, A5-
Al12’ye 200 ul distile su ve besiyeri kontrol, B1-C9’a 180 pl bakteri slispansiyonu ve
20 ul vankomisin dilGsyonlari konmus, C10-C12’ye sadece 200 pl bakteri
sispansiyonu eklenmistir. Benzer uygulama 2-4 no’lu izolatlar icin de
gerceklestirilmistir. Uc giin sonra mikroplaklar etiivden cikartilip icindeki sivi atik
kabina bosaltiimis, her bir kuyucuk iki kez steril PBS ile yikandiktan sonra
mikroplaklar 37°C’'de 10 dakika kurumaya birakilmistir. Her kuyucuga 200 pl %0.2
kristal viyole eklenerek mikroplaklar 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Kuyucuklar iki
kez steril PBS ile yikanip her bir kuyucuga alkol-aseton (%80-%20) karisimi konmus

ve 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3. 8.Biyofilm olusumunun mikroplaklarda degerlendirilmesi

3.3.1. Biyofilm Olusumunun ROC Egrisi ile Belirlenmesi ve istatistiksel
Degerlendirmesi
Suslarin biyofilm olusturup olusturmadigi ROC egrisi ile elde edilen esik degere
gore belirlenmistir. Bu amacgla, pozitif kontrol susunun her c¢alismada
spektrofotometrik olarak O6lcilen absorbans degerleri ortalamalari baz alinarak,
antibiyotiksiz ortamda C. difficile izolatlarinin biyofilm Uretip Uretmedigi tespit
edilmistir. Ortalamanin altinda kalan degerler “lretmiyor”, lzerinde olan degerler
ise “Uretiyor” olarak siniflandirilmistir. Antibiyotiksiz ortamdan elde edilen bu
absorbans degerleri negatiflikten pozitiflige dogru ROC grafigine yerlestirilmis ve
pozitif kesim noktasi, sinir degeri belirlemek tizere kullaniimistir. ROC egrisinde ideal
deger olan 1’e en yakin saptanan alan biyofilm dretimi icin esik degerin
belirlenmesinde kullanilmistir. Buradan yola cikarak, antibiyotikli ortamda da
suslarin biyofilm Uretip tGretmedigi ROC egrisinden elde edilen esik degerlere gore
belirlenmistir. Kdkenlerin vankomisin, metronidazol ve meropenemin subMIiK
konsantrasyonlarinin biyofilm Uretimine etkisi McNemar ki kare testi ile
degerlendirilmistir.
3.4. Toksin A + B Uretiminin Arastiriimasi
C. difficile suslarinda toksin A + B toksin Uretimi agisindan antibiyotikli ve
antibiyotiksiz ortamda bir fark olup olmadigi arastirilmistir. Bunun icin C. difficile

suslari sikloserin-sefoksitin—fruktoz agara (CCFA) ekilerek anaerop ortamda 37°C’'de
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48 saat inkibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrasi lreyen kolonilerden taze
hazirlanan 5 ml’lik Brucella sivi besiyerine (5 pg/ml Hemin, 1 pg/ml K vitamini
eklenmis) pasaj vyapilmis, anaerop ortamda 37°C'de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kirk sekiz saat sonra son bakteri konsantrasyonu 1.5 x 10° cfu/ml
olacak sekilde hazirlanarak toksin A + B testinde kullaniimistir.

Antimikrobik ilaglar agar dilisyon yonteminde anlatildigi Gzere her bir C
difficile izolati icin vankomisin, seftriakson, metronidazol ve meropenemin seri
sulandirmlari ile subMiK degerleri hazirlanmistir. Toksin Gretimini arastirmak (izere
tlplerin her birine toplamda 2 ml olacak sekilde, 1960 pl Brucella sivi besiyeri (5
pug/ml Hemin, 1 pg/ml K vitamini eklenmis), 20 ul antibiyotik (her bir subMIiK
sulandirimlarindan olacak sekilde) 20 ul C. difficile stispansiyonu (1.5 x 10° cfu/ml)
eklenmistir.

Kontrol olarak antibiyotiksiz ortam hazirlanmak amaciyla; 1980 ul Brucella
sivi besiyerine (5 pg/ml Hemin, 1 pg/ml K vitamini eklenmis) sadece bakteri

siispansiyonundan 20 ul eklenmis olup, Sekil 3.9’da sematik olarak gosterilmistir.

20 ul 20 IW 20 ul 20 ‘W 20 |W 20 1W 20 IW
i _— 20 El 20 El 20 Sl 20 ﬂl 20 :l 20 :l
1980 pl 1960 i 1960 pl s ee0 pl o 1ee0 pi | 1960 pi |- f1e60 p |
Antibiyotiksiz 1/2 1/4 1/8 1116 1132 1/64

D Brucella sivi besiyeri
% Bakteri siispansiyonu

. Antibiyotik sulandirimi

Sekil 3. 9. C. difficile izolatlarinin toksin A+B (iretimini arastirmak Uzere tiplerin hazirlanmasi
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Tupler bu sekilde hazirlandiktan sonra anaerop ortamda 37°C’de 120 saat (5
giin) inkiibasyona birakilmistir. Ornek vermek gerekirse MiK degeri 1 pug/ml olan 1

no’lu izolat Sekil 3.9’da belirtildigi sekilde hazirlanmstir.

Sekil 3. 10. Anaerob ortamda C. difficile izolatlarinin hazirlanmasi

120 saat sonunda her bir tiip (4000xg) 15 dakika santrifij edilip 300 ul sipernatan
alinmis ve C. difficile toksin A + B kiti (VIDAS, bioMérieux, Fransa) ile ureticinin
onerileri dogrultusunda calisiimistir. Her numune icin test degeri cihaz tarafindan,

Hasta RFV (Bagil floresan isi)
Standart RFV

formuliine gore hesaplanmis ve elde edilen deger asagidaki tabloya gore

sonuclandiriimistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. C. difficile toksin A + B degerinin saptanmasi

Test Degeri Sonug
<0.13 Negatif

> 0.13ile < 0.37 Ara deger
> 0.37 Pozitif
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Antibiyotiksiz ve antibiyotiklerin subMiK konsantrasyonlarinda toksin A + B
seviyesine bakilan slipernatandan CCFA besiyerine ekim vyapilmis, 48 saat
inkiibasyondan sonra hem besiyerinde hem de mikroskopta incelenmistir.

3.5.  Clostridium difficile Toksin Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ile Saptanmasi

C. difficile suslarinda tcdA, tcdB, CdtA ve CdtB toksin genlerinin saptanmasi
amaciyla suslarin Rep-PCR (Diversilab, Biomerieux, Fransa) yontemi icin elde edilen
DNA ekstratlari kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yapilmistir. Tablo
3.77de bu amagla kullanilan primerler ve reaksiyon kosullari yer almaktadir.

Sonuglarin kiyaslanmasi icin: NCTC 11223 C. difficiletoksin A (+)/B (+), HU 10010

binary toksin (+) C. difficile kokenleri pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

Tablo 3. 7. Toksin genlerine 6zglil primerler (tcdA, tcdB, cdtA, cdtB) ve reaksiyon

kosullari
. . add Reaksiyon .
Primerler | Yén DNAdizisi Kaynak Reaksiyon Kosullari
Karigimi
5’-GGAAGA AAA GAA PCR Master 95°C'de 20 sn
tcdA Reverse | CTT CTG GCT CAC TCA karigimi 25 pl 55°C’'de 2 dk 3
GGT -3’ TcdA-F 1 pl doéngi
31 TcdA-R 1 ul 72°C'de 1 dk
rodA Forward | 5~ CCCAATAGA AGA DNA 5 wl 74°C'de 5 dk
TTC AAT ATT AAG CTT -3’ Distile su 18 l
tcdB Reverse | 5’- CACTTA GCT CTT TGA PCR Master 95°C’de 20 sn
TTG CTG CAC CT-3’ karisimi 25 pl 56°C'de 2 dk 35
tcdB Forward | 5- GTG TAG CAA TGA 31 TcdB-F 1 pl dongi
AAG TCCAAGTTTACG C TcdB-R 1 ul o
3 DNA 5 72°C1de 1dk
Distile su 18 pl 74°Cde 5 dk
CdtA Reverse | 5- AGG ATT ATT TAC PCR Master 94°C'de 45 sn
TGG ACCATT TG -3’ karigimi 25 pl oy
CdtA-F 1 pl 52°C'de 1 dk 35
CdtA Forward | 5- TGA ACC TGG AAA |23 CAtA-R 1 pl dongi
AGG TGATG -3’ DNAS il 75°C'de 80 sn
Distile su 18 pl
CdtB Reverse | 5- AAC GGA TCT CTT PCR Master
GCT tca GTC -3’ karigimi 25 pl 94°C’de 45 sn
CdtB Forward | 5- CTT AAT GCA AGT 23 CdtB-F 1 pl 52°C’'de 1 dk 3
AAATACTGA G -3’ CdtB-R 1 pl dongi
DNA 5 pl 75°C’'de 80 sn
Distile su 18 pl
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Agoroz Jel Elektroforezi:

PZR Urlnleri, etidyum bromid eklenmis %2’lik agaroz jelde ve 1 x TBE tamponu
icinde 90 Volt'da 1 saat ylritilmds, olusan bantlarin fotograflari TFx20M Vilmer

Lourmat DNA gorintiileme cihazi ile ultraviole altinda ¢ekilmistir.
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4. BULGULAR

2012-2015 yillari arasinda, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesine yatan ve antibiyotik tedavisine bagli olarak en az iki kez C. difficile
enfeksiyonu geciren toksin A + B testi pozitif olan, diski kilttrlerinden C. difficile
izole edilen 15 hastanin yedisi cocuk, sekizi yetiskindir.

C. difficile izole edilen hastalarin dokuzu kadin, altisi erkektir. Cocuk
hastalarin yas aralig1 2-9 iken, eriskinlerde 18-> 65 arasindadir.
C. difficile enfeksiyonu gelisen hastalarda hangi antibiyotik tedavisine bagh olarak
gelistigi arastirildiginda ilk sirada beta-laktam grubu antibiyotiklerin yer aldig
gorilmustir (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. C.difficile enfeksiyonu gelismeden 6nce tedavide kullanilan
antibiyotikler ve hasta sayisina bagli yizdeleri

Hasta Sayisi Yizde (%)

Sefalosporinler 12 80
Penisilinler 10 70
Karbapenemler 6 40
Glikopeptitler 5 30
Aminoglikozidler 4 26
Florokinolonlar 2 13
Makrolid grubu 1 6

Hastalarin 11’inde ¢oklu antibiyotik kullanimi tespit edilmis olup 4 hastada
tekli antibiyotik kullanilmistir. Hastalarin lG¢linde hematolojik, dérdiinde solid organ

malignensisi olmak lizere yedisinde altta yatan hastalik oldugu belirlenmistir.

4.1. Rep-PCR Yontemi ile Suslar Arasindaki Genetik Yakinlik
On bes hasta iginde (ayni hastalarin 1. ve 2. gelisleri), 11 (%73) hasta yakin

iliskili ve benzer izolat, 4 (%27) hasta ise farkli izolat olarak degerlendirilmistir (Tablo

4.2) (Sekil 4.1).
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Tablo 4. 2. Hastalarin (n: 15) yakin iliskili, benzer ve farkli izolatlari (n: 30)

0

L ]
=] a0 a5 100
% Similarity

Hasta | Sus
No no | Tarih % Benzerlik
1 1 2014 98.4 Yakin iliskili
2 2014
2 3 2014 78.3 Farkli
4 2014
3 > 2014 99.4 Yakin iliskili
6 | 2014
4 ! 2012 78.8 Farkli
8 2012
5 2 2015 99.4 Yakin iliskili
10 2015
6 11 2015 98.9 Yakin iliskili
12 2015
7 13 2013 85.4 Farkli
14 2013
8 15 2012 98.2 Yakin iligkili
16 2012
2015
9 17 59.8 Farkli
18 2015
2015
10 19 98.9 Yakin iligkili
20 2015
2015
11 21 98.9 Yakin iligkili
22 2015
2012
12 23 99.2 Yakin iligkili
24 2012
2012
13 25 98.9 Yakin iliskili
26 2012
2012
14 27 97.6 Yakin iligkili
28 2012
2014
15 29 96.9 Benzer
30 2014




Diversilab v 3.6

#51

l 30
| | | | |
&0 70 a0 an 100
o Similaritu

CDE

CcD13

CD25

CD26

co

cp22

cD29

CD30

CDE

CD%

cD7?

cD4

cD12

con

CcD23

cD24

cD14

cp27

CD23

cD19

CD20

CD1d

CD15

CD16

cD17

cp2

cp

cD3

CcD10

cD3

Sample I Date

2012

2013

2012

2012

2015

2015

2014

2014

2014

2014

2012

2014

2015

2015

2012

2012

2013

2012

2012

2015

2015

2015

2012

2012

2015

2014

2014

2014

2015

2015
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Sekil 4. 1. Diversilab yontemi ile 30 izolatin klonal iliskilerinin belirlenmesi



4.2. Antibiyotik MiK Degerleri ve Bu Degerlerin Zaman i¢inde Degisimi

On bes hastadan elde edilen 30 C. difficile izolatinin MIK degerleri ve
tekrarlayan enfeksiyon disiinilen hastalarda bu MiK degerlerinin degisimine
baktigimizda (Tablo 4.3). Sadece 5. ve 6. hastanin 2. gelis seftriakson MiK degerinde

iki dillisyon artis gorilmis ve ikinci gelislerinde direncli hale gectigi gozlenmistir.

Diger izolatlarin 1. ve 2. gelis MiK degerlerinde belirgin bir artis gériilmemistir.

Tablo 4. 3. Hastalardan (n: 15) izole edilen izolatlarin (n: 30) cesitli antibiyotikler icin
saptanan MiK (ug/ml) degerleri

Hasta No Sus no Tarih % Benzerlik VA CRO MET MEM
1 1 2014 98.4 Yakin iliskili 1.0 16.0 1.0 2.0
2 2014 0.5 16.0 0.5 2.0
5 3 2014 78.3 Farki 1.0 8.0 1.0 1.0
4 2014 1.0 8.0 1.0 1.0
. 0.25 16.0 0.5 1.0
3 > 2014 99.4 Yakin lliskili
6 2014 0.25 16.0 0.5 1.0
0.25 32.0 0.5 2.0
4 ! 2012 78.8 Farkli
8 2012 0.25 32.0 0.5 2.0
. 0.25 o b .
5 9 2015 99.4 Yakin lliskili 16.0 0.5 1.0
10 2015 0.5 64.0 0.25 2.0
6 11 2015 98.9 Yakin iliskili 0.5 16.0 1.0 0.5
12 2015 0.5 64.0 1.0 2.0
7 13 2013 85 4 Farkl: 0.5 16.0 1.0 2.0
14 2013 0.5 32.0 1.0 2.0
8 15 2012 98.2Yakin iliskil 1.0 16.0 1.0 2.0
16 2012 1.0 16.0 1.0 2.0
2015 1.0 16.0 1.0 2.0
9 17 59.8 Farkli
18 2015 0.5 16.0 1.0 2.0
2015 . 0.5 32.0 0.5 2.0
10 19 98.9 Yakin lligkili
20 2015 0.5 32.0 0.5 2.0
2015 . 1.0 32.0 1.0 2.0
11 21 98.9 Yakin lliskili
22 2015 1.0 32.0 1.0 2.0
2012 . 1.0 16.0 0.25 1.0
12 23 99.2 Yakin lligkili
24 2012 0.25 16.0 0.5 1.0
2012 . 0.5 16.0 1.0 2.0
13 25 98.9 Yakin lliskili
26 2012 1.0 16.0 1.0 2.0
2012 . 0.5 16.0 1.0 2.0
14 27 97.6 Yakin lligkili
28 2012 1.0 16.0 1.0 2.0
29 2014 0.25 16.0 0.25 1.0
15 96.9 Benzer
30 2014 0.25 16.0 0.25 1.0
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4.3.Biyofilm Olusturma

Calismaya dahil edilen 30 izolatin vankomisin, metronidazol ve
meropenemin seri dillisyonlarinin  bulundugu ortamda biyofilm olusturup
olusturmadiklarini degerlendirmek lzere kullanilan ROC egrisi verileri Sekil 4.2’de
verilmis, hem duyarhligin hem de 6zgilligin birlikte en yliksek oldugu deger, esik
deger belirlenmistir. Buna gore duyarlihgin %85.7, 6zgulligin %87 (1-0.130 = 0.87)
oldugu noktadaki 999.78 degeri esik deger olarak kabul edilmistir.

Egri koordinatlarn
Test Sonucu Degiskenlen: Ant. siz C. difficile

Tﬂ'&!ﬂ; Duyarhik W
- 49200 1,000 1.000
51950 1,000 857
54200 1,000 a13
58700 1,000 870
62400 1,000 826
64250 1,000 783
68300 1,000 739
71900 1,000 596
73150 1,000 852
73900 1,000 609 g
74950 1,000 565 ROC E9"5|
75950 1,000 522
76950 1,000 A78
L7850 1,000 M35
80400 1,000 391 o
83100 1,000 348 J
83950 1,000 304
86250 1,000 261 0
88450 1,000 n7 .
88800 1,000 A74 —.

46239400 1,000 130 @ -

[ | 99978250 57 |l S

1103,00000 57 087 (=

115416650 857 043

127183350 857 000

1379,50000 714 000 02

1458 83300 T ooo

1600,16650 429 000 o ‘ . . .

1709,16650 286 000 Y 02 04 06 05 1.0

1793 66650 143 000 e

1846,00000 000 000 1- Ozgilltik

Sekil 4.2. Ongoriilen duyarlilik ve 1- dzgiillige gére saptanan esik deger ve ROC
egrisi
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ROC egrisi verilerine gore, her deneyde cgalisilan pozitif kontrol kdkeninin (ATCC
35984 Staphylococcus epidermidis) absorbans degerlerinin ortalamasi olan 1057.69
degeri test kokenlerinin biyofilm Uretimleri icin sinir deger kabul edildiginde
kokenlerin antibiyotiksiz ortamda ve vankomisin, metronidazol ve meropenem
varhginda biyofilm lretip iretmedikleri Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da verilmis
olup bu kokenlerin toplam sayi ve ylzdeleri Tablo 4.7’de 6zetlenmistir. Bu tablolara
gore antibiyotiksiz ortamda 9 koéken (%30) biyofilm Uretirken, antibiyotiklerin 1/2-
1/64 subMIK degerlerinde biyofilm iiretimi vankomisinli ortamda 1/2 subMiK harig
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gostermis, benzer artis metronidazoliin tim
subMiK degerlerinde gozlenmistir (p< 0.05). Meropenem varliginin ise biyofilm

Uretimine katkisi olmamistir (p> 0.05).



Tablo 4. 4. 30 izolatin vankomisin subMiK degerlerinde biyofilm lretimi
Biyofilm i¢in hesaplanan deger-sonug

Hast
a No

1

10

11

12

13

14

15

Sus
No

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

MiK/2

1089(P)
3190(P)
1355(P)
0.348(N)
3210(P)
3200(P)
2210(P)
3000(P)
3288(P)
3951(P)
3190(P)
3210(P)
0.338(N
0.360(N
0.452(N
0.553(N
0.448(N
0.704(N
1890(P)
0.356(N)
1701(P)
1519(P)
0.338(N)
0.421(N)
2550(P)
0.668(N)
1446(P)
0.432(N)
0.364(N)
0.338(N)

)
)
)
)
)
)

MiK/4

0.758(N)
3200(P)
2200(P)
0.333(N)
3200(P)
3806(P)
2500(P)
3730(P)
3781(P)
3687(P)
3200(P)
3894(P)
0.363(N)
0.399(N)
0.470(N)
1889(P)
0.400(N)
2924(P)
0.947(N)
0.464(N)
1529(P)
1371(P)
2158(P)
0.524(N)
2555(P)
0.660(N)
1518(P)
1141(P)
0.476(N)
0.397(N)

MIiK/8 MiK/16

0.706(N) 0.713(N)
3210(P) 3110(P)
2728(P) 3419(P)
1124(P) 1149(P)
3220(P) 3220(P)
3864(P) 3900(P)
2810(P) 2900(P)
3740(P) 3800(P)
3700(P) 3710(P)
3600(P) 3650(P)
3210(P) 3180(P)
3438(P) 3563(P)
0.480(N) 0.494(N)
0.493(N) 0.481(N)
0.700(N) 0.670(N)
1505(P) 1547(P)
0.410(N) 0.495(N)
2197(P) 2100(P)
0.776(N) 0.965(N)
0.659(N) 0.693(N)
1521(P)  1622(P)
1285(P) 1385(P)
2057(P) 2100(P)
0.735(N) 0.800(N)
3011(P) 3500(P)
0.656(N) 0.670(N)
1500(P) = 1510(P)
1233(P) 1268(P)
0.479(N) 0.510(N)
0.507(N) 0.510(N)

MiK/32

0.703(N)
3200(P)
3420(P)
1132(P)
3230(P)
3900(P)
2910(P)
3810(P)
3800(P)
3660(P)
3200(P)
3600(P)
0.500(N)
0.510(N)
0.700(N)
1500(P)
0.653(N)
2150(P)
0.900(N)
0.700(N)
1580(P)
1443(P)
2098(P)
0.788(N)
3510(P)
0.700(N)
1490(P)
1200(P)
0.560(N)
0.508(N)

MiK/64

0.700(N)
3200 (P)
3400(P)
1135(P)
3200(P)
3900(P)
2920(P)
3800(P)
3810(P)
3700(P)
3210(P)
3600(P)
0.510(N)
0.510(N)
0.700(N)
1610(P)
0.617(N)
2200(P)
0.910(N)
0.700(N)
1680(P)
1500(P)
2100(P)
0.800(N)
3600(P)
0.700(N)
1500(P)
1210(P)
0.590(N)
0.510(N)

Ant.siz biyofilm
Uretimi

0.783(N)

0.553(N)

0.890(N)

0.837(N)
1075(P)
1676(P)
1845(P)
1742(P)
0.842(N)
0.883(N)
1393(P)
1130(P)
0.531(N)
0.733(N)
1524(P)
0.923(N)
0.730(N)
0.508(N)
0.754(N)
0.627(N)
1178(P)
1365(P)
0.658(N
0.765(N
0.774(N
0.886(N
0.825(N
0.745(N
0.621(N

)
)
)
)
)
)
)
0.708(N)
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Tablo 4. 5. 30 izolatin metronidazol subMiK degerlerinde biyofilm tretimi

Hasta Sus No

No

10

11

12

13

14

15

© 00 N o U B W N P

W N N N NN N NN NN R P R R R B P R R g
O W 00 N O Ul p W N P O O 0O N O U B W N » O

MiK/2

2197 (P)
2210(P)
2110(P)
0.480(N)
2660(P)
2440(P)
2200(P)
2340(P)
2100(P)
2130(P)
2376(P)
3316(P)
0.687(N)
0.675(N)
1192(P)
1900(P)
1063(P)
1800(P)
1860(P)
1265(P)
0.580(N)
0.459(N)
2100(P)
2280(P)
1920(P)
1900(P)
1980(P)
0.832(N)
0.696(N)
0.743(N)

Biyofilm iiretimi i¢in hesaplanan deger-sonug

MiK/4

2110(P)
2198(P)
2210(P)
0.526(N)
2550(P)
2230(P)
2190(P)
2280(P)
2200(P)
2200(P)
2280(P)
3836(P)
0.668(N)
0.615(N)
1600(P)
1890(P)
2100(P)
2100(P)
1889(P)
1532(P)
0.567(N)
0.502(N)
3775(P)
2100(P)
2100(P)
1200(P)
2103(P)
0.914(N)
0.800(N)
0.741(N)

MiK/8

2175(P)
2300(P)
2100(P)
0.595(N)
2670(P)
2350(P)
2250(P)
2100(P)
2150(P)
2180(P)
2400(P)
3200(P)
0.863(N)
0.822(N)
1800(P)
1980(P)
1831(P)
2200(P)
2237(P)
1763(P)
0.623(N)
0.659(N)
3550(P)
2440(P)
1931(P)
2078(P)
2200(P)
0.982(N)
0.890(N)
0.820(N)

MiK/16

1894(P)
2310(P)
2110(P)
0.745(N)
2800(P)
2400(P)
2282(P)
2100(P)
2250(P)
2150(P)
2840(P)
3110(P)
0.920(N)
0.978(N)
1823(P)
2446(P)
1600(P)
2544(P)
2300(P)
1800(P)
0.694(N)
0.710(N)
3600(P)
2500(P)
1890(P)
2077(P)
2486(P)
1619(P)
0.910(N)
0.880(N)

MiK/32

1900(P)
2320(P)
2200(P)
0.765(N)
2570(P)
2398(P)
2300(P)
2190(P)
2150(P)
2100(P)
2890(P)
3180(P)
0.918(N)
0.980(N)
1800(P)
2500(P)
1780(P)
2500(P)
2290(P)
1980(P)
0.700(N)
0.750(N)
3580(P)
2480(P)
1800(P)
2100(P)
2400(P)
1600(P)
0.916(N)
0.850(N)

MiK/64

1920(P)
2400(P)
2200(P)
0.770(N)
2600(P)
2400(P)
2300(P)
2200(P)
2200(P)
2110(P)
2900(P)
3200(P)
0.900(N)
0.980(N)
1810(P)
2510(P)
1800(P)
2510(P)
2300(P)
1980(P)
0.710(N)
0.750(N)
3600(P)
2500(P)
1890(P)
2110(P)
2400(P)
1600(P)
0.920(N)
0.880(N)

Ant.siz biyofilm
Uretimi

0.783(N)
0.553(N)
0.890(N)
0.837(N)
1075(P)
1676(P)
1845(P)
1742(P)
0.842(N)
0.883(N)
1393(P)
1130(P)
0.531(N)
0.733(N)
1524(P)
0.923(N)
0.730(N)
0.508(N)
0.754(N)
0.627(N)
1178(P)
1365(P)
0.658(N)
0.765(N)
0.774(N)
0.886(N)
0.825(N)
0.745(N)
0.621(N)
0.708(N)
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Tablo 4. 6. 30 izolatin meropenem subMiK degerlerinde biyofilm tretimi

Hasta Sus No

No

10

11

12

13

14

15
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MiK/2

0.743(N)
1862(P)
1799(P)

0.291(N)
2193(P)
1944(P)
0.697(N)
0.334(N)
1196(P)
1522(P)
3406(P)
1955(P)
0.481(N)
0.372(N)
1313(P)
1331(P)
1580(P)
1752(P)
0.825(N)
0.724(N)
0.642(N)
0.745(N)
1797(P)
1500(P)
1059(P)
1217(P)
1469(P)
0.389(N)
0.253(N)
0.321(N)

Biyofilm iiretimi icin hesaplanan deger-sonug

MiK/4

0.490(N)
2509(P)
1057(P)

0.295(N)
1844(P)
1970(P)
0.751(N)
0.300(N)
1133(P)
1541(P)
3200(P)
2134(P)
0.592(N)
0.238(N)
2137(P)
1270(P)
1607(P)
1120(P)
0.764(N
0.505(N
0.717(N
0.622(N
1177(P)
1200(P)
1085(P)
1300(P)
1739(P)
0.658(N)
0.252(N)
0.323(N)

)
)
)
)

MiK/8

0.860(N)
2051(P)
1809(P)

0.300(N)
1592(P)
1830(P)
0.802(N)
0.310(N)
1225(P)
1922(P)
3500(P)
1894(P)
0.302(N)
0.290(N)
2261(P)
1319(P)
1961(P)
1245(P)
0.697(N)
0.584(N)
0.647(N)
0.611(N)
1412(P)
1368(P)
1165(P)
1809(P)
1870(P)
0.500(N)
0.267(N)
0.301(N)

MiK/16

0.957(N)
2076(P)
1351(P)

0.376(N)
1626(P)
2100(P)
0.919(N)
1297(P)
0.900(N)
1284(P)
3650(P)
2381(P)
0.505(N)
0.273(N)
2192(P)
1844(P)
1541(P)
0.883(N
0.827(N
0.652(N
0.817(N
0.715(N)
1541(P)
1453(P)
1903(P)
1630(P)
1954(P)
0.620(N)
0.347(N)
0.292(N)

)
)
)
)

MiK/32

0.976(N)
2571(P)
1450(P)
0.380(N)
1600(P)
2090(P)
0.924(N)
1766(P)
0.910(N)
1893(P)
3600(P)
2612(P)
0.439(N)
0.308(N)
1989(P)
1777(P)
1383(P)
0.699(N)
1390(P)
0.892(N)
0.820(N)
0.735(N)
1499(P)
1400(P)
1551(P)
2100(P)
2152(P)
0.656(N)
0.350(N)
0.310(N)

MiK/64

0.980(N)
2600(P)
1500(P)
0.390(N)
1610(P)
2090(P)
0.930(N)
1780(P)
0.920(N)
1900(P)
3610(P)
2600(P)
0.440(N)
0.310(N)
1900(P)
1800(P)
1380(P)
0.699(N)
1390(P)
0.900(N)
0.820(N)
0.740(N)
1500(P)
1410(P)
1500(P)
2100(P)
2150(P)
0.700(N)
0.350(N)
0.300(N)

Ant.siz biyofilm
Uretimi
0.783(N)
0.553(N)
0.890(N)
0.837(N)
1075(P)
1676(P)
1845(P)
1742(P)
0.842(N)
0.883(N)
1393(P)
1130(P)
0.531(N)
0.733(N)
1524(P)
0.923(N)
0.730(N)

0.508(N)

0.754(N)

0.627(N)
1178(P)
1365(P)
0.658(N)
0.765(N)
0.774(N)
0.886(N)
0.825(N)
0.745(N)
0.621(N)
0.708(N)
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Tablo 4. 7. Antibiyotiksiz ortam ve antibiyotiklerin subMiK degerlerinde biyofilm
Uretimleri

Antibiyotiksiz | MiK/2 | MiK/4 | MIK/8 | MIiK/16 | MIK/32 | MiK/64
Ortamn (%) | n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Vankomisin _ 16 (53) | 18(60) | 19(63) | 19(63) | 19(63) | 19 (63)
Metronidazol _ 22(73) | 22(73) | 22(73) | 23(76) | 23(76) | 23(76)
Meropenem _ 17 (56) | 17(56) | 17(56) | 16(53) | 17(56) | 17 (56)
Antibiyotiksiz
Orz]am 2(30) - - - - - -

4.4. Toksin A + B Arastirilmasi

Tim izolatlarin antibiyotiksiz ortamda toksin A + B uretimi pozitif olarak
saptanmistir.  Tim izolatlar icin vankomisin, metronidazol, meropenem ve
seftriakson MIK degerlerine goére 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 subMiK
dilisyonlardaki toksin A + B degerleri sirasiyla Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10, Tablo
4.11’de verilmis, Tablo 4.12’te bu veriler sayi ve ylizde olarak 6zetlenmistir. Tablo
4.12’'te de gorilecegi gibi MiK/64’de antibiyotik konsantrasyonu oldukca diisiik
olmasina paralel olarak bakterilerin aktif olmalari nedeniyle 30 izolatta da toksin A +
B pozitif bulunmustur. Fakat antibiyotiklerin gorece olarak daha konsantre oldugu
1/2 ve 1/4 subMiK konsantrasyonlarin sadece %6’sinin hala toksin Urettigi
gdzlenmistir. Antibiyotiklerin subMiK degerlerine gére toksin A + B seviyesi pozitif
olan izolatlarin tamami kiltlirlerde Uretilmis, mikroskobik incelemede de C. difficile
morfolojisi ile uyumlu gram-pozitif basiller goértlmustir, toksin A + B negatif olan

tiim izolatlarda Greme ve mikroskobik incelemede C. difficile goriilmemistir.



Tablo 4. 8. izolatlarin (n: 30) vankomisin subMiK degerlerinde toksin A + B iiretimi

Hasta Sus Toksin A + B igin hesaplanan deger-sonug

No | No MiK/2 MiK/4 MiK/8 = MiK/16 MiK/32 MiK/64 ToksinA+B Ant.siz
1 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 2.00(P) = 2.10(P) 2.20(P)
15 001(N) 001(N) 0.05(N) 1.23(P) 1.26(F) 1.54(P) 1.31(P)
3 0.01(N) 0.05(N) 0.08(N) 0.09(N) 6.00(P) 6.72(P) 10.36(P)
24 002(N) 0.08(N) 5.00(P) 6.10(P) 6.10(P) 7.40(P) 7.74(P)
5 1.00(P) 4.50(P) 5.57(P) 7.12(P) 8.95(P) = 9.30(P) 9.94(P)
3 6 008(N) 2.00(P) 2.20(P) 4.00(P) 4.20(P) 4.50(P) 5.77(P)
7 0.01(N) 0.15(N) 9.50(P) 9.60(P) 9.60(P) = 9.80(P) 9.93(P)
4 3 0.01N) 0.02(N) 0.85() 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P)
9 0.06(N) 0.08(N) 9.93(P) 9.87(P) 9.87(P) 9.94(P) 9.78(P)
> 10 0.04(N) 0.08(N) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.93(P) 9.94(P)
11 0.01(N) 0.01(N) 1.20(P) 1.25(P) 1.25(P) 1.25(P) 9.94(P)
® 12 001N) 0.01(N) 040(P) 0.42(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P)
13 0.01(N) 0.01(N) 1.07(P) 1.08(P) 1.08(P) 1.10(P) 7.70(P)
714 001(N) 0.01(N) 0.31(N) 7.80(P) 8.00(P) 9.99(P) 10.36(P)
15 0.01(N) 0.01(N) 5.00(P) 5.83(P) 6.52(P) 6.83(P) 7.74(P)
8 16 001(N) 0.01(N) 3.00(P) 3.90(P) 4.90(P) 549(P) 9.73(P)
17 0.01(N) 0.01(N) 0.18(N) 0.18(N) 0.18(N) = 4.30(P) 6.19(P)
9 18 001(N) 0.01(N) 0.09(N) 0.09(N) 0.10(N) 5.02(P) 10.36(P)
19 0.01(N) 0.01(N) 1.24(P) 1.47(P) 1.52(P) 1.59(P) 10.36(P)
10 50 0.01(N) 0.01(N) 0.18(N) 8.00() 9.20(F) 10.30(P) 10.36(P)
21 0.01(N) 0.02(N) 1.68(P) 3.60(P) 4.07(P) 4.23(P) 4.20(P)
M ) 0.01(N) 0.02(N) 1.76(P) 2.00(P) 4.06(P) 5.98(p) 4.07(P)
23 0.01(N) 0.01(N) 0.03(N) 0.04(N) 0.04(N) 3.32(P) 3.31(P)
1254 0.01(N) 0.01(N) 0.40(P) 047(P) 052(P) 10.36(P) 10.36(P)
25 0.01(N) 0.02(N) 0.05(N) 0.05(N) 0.79(P) 6.83(P) 5.47(P)
13 56 0.01(N) 0.02(N) 0.05(N) 0.05(N) 0.05(N) 10.14(P) 7.76(P)
27 0.01(N) 0.01(N) 0.40(P) 0.67(P) 10.36(P) 10.36(P) 10.36(P)
18 728 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 6.40(P) 7.42() 9.46(p) 10.36(P)
29 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 4.44(P) 5.04(P) 5.48(P) 3.88(P)
1530 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 2.80() 2.84(P) 2.95(P) 3.51(P)



Tablo 4. 9. 30 izolatin metronidazol subMiK degerlerinde toksin A + B {iretimi

Hasta Sus Toksin A + B icin hesaplanan deger-sonug

No No MiK/2 MiK/4 MiK/8 = MiK/16 MiK/32  MiK/64 ToksinA+B Ant.siz
1 1 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.02(N) = 2.14(P) 2.20(P)
2 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.02(N) 0.02(N) 1.24(P) 1.31(P)
2 3 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.03(N) O0.08(N) 6.09(P) 10.36(P)
4 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 5.06(P) 5.54(P) 5.54(P) 7.74(P)
3 5 0.02(N) 0.04(N) 7.00(P) 7.08(P) 8.41(P) 9.94(P) 9.94(P)
6 0.01(N) 0.02(N) 3.00(P) 3.05(P) 4.36(P) 5.11(P) 5.77(P)
4 7 0.02(N) 0.04(N) 0.16(N) 7.00(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.93(P)
8 1.00(P) 8.04(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P)
5 9 0.01(N) 0.02(N) 0.06(N) 8.09(P) 8.09(P) 8.10(P) 9.78(P)
10 1.03(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.94(P) 9.93(P) 9.94(P) 9.94(P)
6 11 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 1.14(P) 1.14(P) 1.15(P) 9.94(P)
12 0.01(N) 0.01(N) 0.20(N) 0.21(N) 8.10(P) 9.94(P) 9.94(P)
7 13 0.01(N) 0.01(N) 1.00(P) 1.07(P) 1.16(P) 1.13(P) 7.70(P)
14 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 8.26(P)  9.99(P) 10.36(P)
8 15 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) O0.11(N) 9.94(P) 7.74(P)
16 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.15(N) 6.07(P) 6.83(P) 9.73(P)
9 17 0.01(N) 0.01(N) 0.20(N) 0.20(N) 0.20(N) = 4.97(P) 6.19(P)
18 0.02(N) 0.04(N) 0.08(N) 0.09(N) 0.09(N) 8.04(P) 10.36(P)
10 19 0.02(N) 0.04(N) 0.05(N) 1.59(P) 1.60(P) 1.64(P) 10.36(P)
20 0.01(N) 0.01(N) 0.19(N) 0.16(N) 7.09(P) 10.36(P) 10.36(P)
11 21 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.04(N) 4.66(P) 4.20(P)
22 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.06(N) 2.92(P) 4.07(P)
12 23 0.01(N) 0.03(N) 0.04(N) 0.04(N) 5.38(P) 5.40(P) 3.31(P)
24 0.02(N) 0.04(N) 0.48(P) 0.51(P) 0.60(P) 10.36(P) 10.36(P)
13 25 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 0.05(N) 0.05(N) 0.20(N) 5.47(P)
26 0.02(N) 0.04(N) 0.05(N) 0.05(N) 0.05(N) 0.15(N) 7.76(P)
14 27 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.20(N) 0.20(N) 10.36(P) 10.36(P)
28 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.06(N) 0.09(N) 10.36(P) 10.36(P)
15 29 0.02(N) 0.04(N) 4.26(P) 5.89(P) 5.90(P) 5.98(P) 3.88(P)
30 0.02(N) 0.04(N) 0.05(N) 0.05(N) 2.93(P) 3.76(P) 3.51(P)



Tablo 4. 10. 30 izolatin meropenem subMiK degerlerinde toksin A + B {iretimi

Hasta Sus Toksin A + B icin hesaplanan deger-sonug

No | No
MiK/2 MiK/4 MiK/8 = MiK/16 MiK/32  MiK/64 ToksinA+B Ant.siz
1 1 0.01(N) 0.01(N)  0.02(N) 0.04(N) 1.51(P) = 2.09(P) 2.20(P)
2 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 1.78(P) 1.31(P)
2 3 0.02(N) 0.04(N) 5.03(P) 5.50(P) 5.58(P) @ 10.36(P) 10.36(P)
4 0.02(N) 0.04(N) 3.60(P) 3.66(P) 4.45(P) 5.90(P) 7.74(P)
3 5 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 7.00(P) 9.93(P) @ 9.93(P) 9.94(P)
6 0.02(N) 0.04(N) 2.00(P) 2.6(P) 2.92(P) 3.37(P) 5.77(P)
4 7 1.00(P) 1.18(P) 2.18(P) 5.82(P) 8.12(P) @ 8.37(P) 9.93(P)
8 0.50(P) 0.60(P) 0.65(P) 0.69(P) 7.03(P) = 9.94(P) 9.94(P)
5 9 0.04(N) 0.05(N) 3.92(P) 5.18(P) 7.81(P) @ 9.94(P) 9.78(P)
10 0.01(N) 0.02(N) 2.08(P) 3.38(P) 9.94(P) @ 9.94(P) 9.94(P)
6 11 0.04(N) O0.04(N)  1.22(P) 7.25(P) 7.44(P) = 7.49(P) 9.94(P)
12 0.01(N) 0.02(N) 5.04(P) 5.04(P) 5.76(P) @ 8.15(P) 9.94(P)
7 13 0.02(N) 0.04(N) 1.00(P) 1.09(P) 1.09(P) @ 1.10(P) 7.70(P)
14 0.01(N) 0.02(N) 0.30(N) 0.35(N) 0.35(N) = 7.23(P) 10.36(P)
8 15 0.01(N) 0.01(N) 4.00(P) 4.34(P) 5.59(P) @ 5.99(P) 7.74(P)
16 0.01(N) 0.01(N) 4.90(P) 5.00(P) 5.57(P) 6.31(P) 9.73(P)
9 17 0.01(N) 0.01(N) 0.20(N) 0.25(N) 0.25(N) = 3.14(P) 6.19(P)
18 0.01(N) 0.01(N) 0.02(N) 0.02(N) 0.09(N) 4.83(P) 10.36(P)
10 19 0.04(N) 0.06(N) 1.45(P) 1.46(P) 1.64(P) 1.68(P) 10.36(P)
20 0.01(N) 0.01(N) 0.20(N) 0.20(N) 0.21(N) 10.36(P) 10.36(P)
11 21 0.01(N) 0.01(N) 2.30(P) 3.30(P) 4.30(P) @ 4.46(P) 4.20(P)
22 0.01(N) 0.01(N) 2.00(P) 2.02(P) 2.34(P) 2.74(P) 4.07(P)
12 23 0.01(N) 0.01(N) 0.09(N) 0.09(N) 0.09(N) = 2.53(P) 3.31(P)
24 0.02(N) 0.04(N) 3.20(P) 3.30(P) 3.49(P) 5.06(P) 10.36(P)
13 25 0.02(N) 0.04(N) 5.05(P) 5.86(P) 6.12(P) 6.67(P) 5.47(P)
26 0.01(N) 0.02(N) 1.68(P) 5.70(P) 6.42(P)  7.01(P) 7.76(P)
14 27 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 1.79(P) 5.49(P) = 7.73(P) 10.36(P)
28 0.01(N) 0.02(N) 0.04(N) 2.45(P) 6.67(P) 10.36(P) 10.36(P)
15 29 0.02(N) 0.04(N) 0.06(N) 2.36(P) 7.14(P) @ 7.15(P) 3.88(P)
30 0.02(N) 0.04(N) 0.07(N) 1.81(P) 2.66(P) 2.81(P) 3.51(P)



Tablo 4. 11. 30 izolatin seftriakson subMiK degerlerinde toksin A + B iiretimi

Hasta Sus Toksin A + B icin hesaplanan deger-sonug

No

10

11

12

13

14

15

No
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MiK/2
0.01(N)
0.01(N)
0.04(N)
1.00(P)
0.02(N)
0.02(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.04(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.01(N)
1.00(P)
0.01(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.02(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.01(N)

MiK/4
0.01(N)
0.01(N)
0.05(N)
5.04(P)
0.04(N)
0.04(N)
0.01(N)
0.04(N)
0.08(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.01(N)
1.17(P)
0.20(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.19(N)
0.10(N)
0.04(N)
0.01(N)
0.04(N)
0.01(N)
0.02(N)
0.02(N)
0.04(N)
0.04(N)
0.01(N)
0.01(N)
0.05(N)
0.02(N)

MiK/8
0.02(N)
0.02(N)
1.49(P)
6.14(P)
0.10(N)
0.08(N)
0.02(N)
4.00(P)
0.09(N)
0.02(N)
1.01(P)
0.02(N)
1.20(P)
7.00(P)
2.75(P)
5.00(P)
0.20(N)
4.08(P)
1.61(P)
0.18(N)
3.00(P)
0.01(N)
0.03(N)
7.00(P)
0.05(N)
6.05(P)
0.01(N)
0.01(N)
0.09(N)
0.05(N)

MiK/16
0.04
1.40(P)
6.90(P)
6.20(P)
0.10(N)
4.44(P)
0.02(N)
5.00(P)
7.23(P)
0.40(P)
1.06(P)
1.00(P)
1.25(P)
7.46(P)
10.0(P)
5.71(P)
0.20(N)
4.43(P)
1.63(P)
0.20(N)
3.02(P)
0.02(N)
3.08(P)
7.30(P)
7.05(P)
6.61(P)
8.20(P)
8.14(P)
1.09(P)
2.04(P)

MiK/32
2.30(P)
1.43(P)
6.92(P)
6.23(P)
7.69(P)
4.60(P)
0.15(N)
7.01(P)
8.05(P)
0.46(P)
1.20(P)
1.10(P)
7.80(P)
7.83(P)
10.30(P)
6.21(P)
8.18(P)
9.23(P)
7.50(P)
0.20(N)
4.55(P)
0.06(N)
4.00(P)
7.36(P)
7.36(P)
7.54(P)
8.87(P)
10.34(P)
1.81(P)
2.85(P)

MiK/64
2.39(P)
1.45(P)
9.11(P)
6.25(P)
8.14(P)
4.64(P)
8.10(P)
7.01(P)
9.85(P)
0.47(P)
9.94(P)
1.14(P)
9.64(P)
8.00(P)
10.31(P)
6.87(P)
8.89(P)
9.28(P)
7.74(P)
9.99(P)
4.60(P)
3.76(P)
4.25(P)
8.01(P)
7.71(P)
8.23(P)
8.90(P)
10.36(P)
8.25(P)
2.89(P)

ToksinA+B Ant.siz
2.20(P)
1.31(P)
10.36(P)
7.74(P)
9.94(P)
5.77(P)
9.93(P)
9.94(P)
9.78(P)
9.94(P)
9.94(P)
9.94(P)
7.70(P)
10.36(P)
7.74(P)
9.73(P)
6.19(P)
10.36(P)
10.36(P)
10.36 (P)
4.20(P)
4.07(P)
3.31(P)
10.36(P)
5.47(P)
7.76(P)
10.36(P)
10.36(P)
3.88(P)
3.51(P)
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Tablo 4. 12. C. difficile izolatin (n: 30), antibiyotiklerin subMiK degerlerinde toksin A
+ B lrretimi sayi ve yuzdeleri

MiK/64 MiK/32 MiK/16 MiK/8 MiK/4 MiK/2

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Vankomisin 30 (100) 26(87) 23 (77) 17 (57) 2 (6) 1(3)
Metronidazol | 28(93) 18 (60) 12 (40) 7 (23) 2 (6) 2 (6)
Meropenem 30 (100) 24(80) 23 (77) 18 (60) 2 (6) 2 (6)
Seftriakson 30(100) 27 (90) 24 (80) 13 (43) 2 (6) 2 (6)

Antibiyotiklerin (1/2-1/64) subMiK degerlerinde, toksin A + B’nin antibiyotik
etkisi olmaksizin saptanan floresan isima degeri acisindan %25 ve lzerinde artis olup
olmadigi arastirildiginda, (1/2-1/8) subMIiK degerlerinde hic artis olmadig,
vankomisinin ( 1/32-1/64) subMIK degerlerinde toksin A + B ilretiminde sadece 4
kékende (%13) artis oldugu, metronidazol (1/16-1/64) subMiK degerlerinde 3
kokende (%10), meropenem (1/32) subMiK degerinde 1 kokende (%3) artis
saptanirken, seftriakson (1/16-1/64) subMiK degerlerinde 6 kdkende (%20) artis
gozlenmistir (Tablo 4.13).

Tablo 4. 13. C. difficile kokenlerinin , toksin A + B lretimine antibiyotiklerin subMiK
degerlerinin etkisi

Antibiyotikler | MiK/2 | MiK/4 | MiK/8 | MiK/16 | MiK/32 | MiK/64 | Toplam sayi (%)*
Vankomisin --- --- --- - 1 3 4 (13)
Metronidazol - - - 1 1 1 3(10)
Meropenem - - - -—- 1 -—- 1(3)
Seftriakson - - - 2 1 3 6(20)

* Antibiyotiksiz ortamda saptanan floresan i1sima degerlerinde 2 %25 artis olan koken sayisi

4.5. Clostridium difficile Toksin Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Saptanmasi

Tekrarlayan izolatlarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile 30
izolatin hepsinde toksin A ve toksin B gen varligi gosterilmistir. Ancak, varyant (tcd
A-/tcd B+) veya “binary toksin” geni saptanmamistir (Tablo 4.14) (Sekil 4.3), (Sekil
4.4).
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Tablo 4. 14. C. difficile izolatlarinda (n: 30) PZR ile toksin genlerinin dagilimi

PZR Pozitif Negatif

n (%) n (%)

Toksin A 30 (100) 0(0)

Toksin B 30 (100) 0(0)
“Binary” toksin A 0 (0) 30 (100)
“Binary” toksin B 0 (0) 30 (100)

Toksin B

L + 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Toksin A

L + 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Sekil 4. 2. Toksin A ve toksin B PZR gen (rlinlerinin agaroz jeldeki gérintisi (L:
Ladder-Belirteg, +: pozitif kontrol (NCTC 11223 C. difficile), -: negatif
kontrol)

Binary Toksin B

L + 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Binary Toksin A

L + 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Sekil 4. 3. Binary” toksin cdt A ve cdt B genlerinin agaroz jeldeki gorintisi (L:
Ladder-Belirteg, +: pozitif kontrol (HU 10010 binary toksin), -: negatif kontrol)
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5. TARTISMA

Clostridium difficile enfeksiyonu (CDE), yasami tehdit eden bir enfeksiyondur.
Tum dinyada C. difficile enfeksiyonlarinin hem sikligi hem de siddeti giderek
artmaktadir. Enfeksiyon gelisiminde ileri yas, hastanede yatis sliresi ve antibiyotik
kullanimi en 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir. C. difficile ABD’de 65 yas
Uzerindeki kisilerde 18. 6lim nedenidir (63). Klinisyenlerin bu risk faktorlerini goz
oninde bulundurarak hastalarini degerlendirmeleri 6nemlidir. Morbidite ve
mortalitede artistan sorumlu C. difficile’nin hiperviriilan varyantlari Kuzey Amerika
ve Avrupa’da salginlara neden olmustur. Enfeksiyondan korunmak i¢in en énemli yol
uygun olmayan antimikrobiyal kullanimindan kaginmaktir. Antimikrobiyallerin
endike oldugu durumda en dar spektrumlu ilag kisa stire kullanilmalidir. intravenéz
ve oral antimikrobiyal kullanim siiresinin sinirlanmasinin C. difficile insidansini
azalttigl gorulmustir (64). Herhangi bir antimikrobiyal, C. difficile enfeksiyonunu
tetikleyebilir, ancak sefalosporinler, klindamisin ve florokinolonlar enfeksiyon
gelisiminde 6zellikle 6nem tasirlar. C. difficile tedavisinde kullanilan vankomisin ve
metronidazolun dahi enfeksiyonu tetikliyor olmasi ilginctir. Antibiyotik ve proton
pompa inhibitorlerinin birlikte kullanimi CDE ydnlinden en yulksek riski olugturur
(65-67). Bununla birlikte, normal barsak florasini bozan bazi kanser kemoterapileri,
sistemik antifungaller, imminosipresanlar ve nonsteroidal antienflamatuvar
ilaclara bagl olarak C. difficile enfeksiyonu gelisebilir (68).

Son yillarda toplum kaynakh CDE’da artis kaydedilmistir. ABD’de her yil
100.000 kiside 6.9 ile 46 arasinda degisen toplum kokenli CDE goriilmektedir (26).
Vankomisin ve metronidazol ile tedaviden sonra birkac hafta icinde tekrar ishal ve
diger semptomlarin goriilmesi tekrarlayan (rekirent) CDE olarak adlandiriimaktadir.
Tekrarlayan C. difficile enfeksiyonlarinda etken ayni izolat oldugu gibi farkl izolat da
olabilmektedir ve CDE gegirmis hastalarin yaklasik %20-30’unda enfeksiyon
tekrarlayabilmektedir (50). Bu c¢alisma sirasinda hastanemiz icin yaptigimiz
irdelemede tekrarlayan enfeksiyon oraninin %3 gibi dlisik degerlerde oldugu
saptanmistir (Yayinlanmamis veri). Rep-PCR (DiversiLab, bioMérieux, Fransa)
yontemi ile bu kdkenlerin benzer ya da farkh olup olmadiklarini arastirdigimiz bu

calismada kokenlerin %73’Gnln benzer oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.1)
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Bunun yanisira kokenlerin iliskilerini belirleyen Sekil 4.1’e baktigimizda 4 ve 7 no’lu
izolatlar farkl hastalar (2 ve 4 no’lu hastalar) olmasina ragmen ayirt edilemeyecek
kadar benzer izolatlardir. Benzer durum 9 ve 10 no’lu hastalar icin de gecerli olup 9
no’lu hastanin 18 no’lu izolati ile 10 no’lu hastanin tekrarlayan iki izolati (19 ve 20
no’lu izolatlar) epidemiyolojik olarak ayirt edilemeyecek kadar benzer bulunmustur.
Bu bulgular, hastanemizde kokenlerin uzun siire hastane ortaminda kalabildiklerini,
dekontaminasyon islemlerine direng gostererek capraz enfeksiyonla diger hastalara
gecebildigini vurgular niteliktedir. Clinkii 9 ve 10 no’lu hastalar 2015 yilinin ayni
ayinda hastane ortaminda yakin iliski saptadigimiz hastalar iken 4 no’lu hasta 2012
yilinda hastanede yatmis iken, 2 no’lu hasta 2014 yilinda hastane ortaminda
bulunmustur. Tekrarlayan izolatlarda antibiyotiklerin MiK degerlerinde artis,
antibiyotik etkisi altinda biyofilm ve toksin A + B Uretimlerindeki artisi arastirmak
Uzere C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilan vankomisin ve
metronidazolin yanisira yatan hastalarin tedavisinde siklikla kullanilan seftriakson
ve meropenemi ¢calismamizda kullandik. Tekrarlayan izolatlarda antibiyotiklerin MiK
degerlerinde artisi sadece 2 hastada seftriakson icin gozlemledik; 5 ve 6 no’lu
hastalarin birinci ve ikinci gelislerindeki kékenlerde seftriakson icin MiK degerlerinde
iki kat artis saptanarak kokenler ilk gelislerinde duyarl iken ikinci gelislerinde
direngli hale gelmislerdir. Bu durum test edilen diger antibiyotikler igin
gozlenmemistir. Seftriakson icin direncli hale gelen kdkenlerin tretildigi hastalardan
sadece 6 no’lu hastanin ilk gelisinde seftriakson kullanildigi bilgisine ulasiimistir. Elde
ettigimiz bu veri az sayida hasta ile sinirli oldugundan bu verinin irdelenebilmesi i¢in
ileri calismalara ihtiyac vardir. Biyofilmlerin ana gorevi, antibiyotik gibi olumsuz
kosullardan bakteriyi korumaktir; planktonik bakteri ile kiyaslandiginda biyofilm
icindeki bakteriler antibiyotiklere 10-1000 kat daha direnglidir. Bu da
enfeksiyonlarin inatgi olmasina ya da tekrarlamasina neden olmaktadir. Ayrica
diuslik konsantrasyondaki antibiyotik varliginda Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa gibi bakterilerin ortamda disik dizey antibiyotiklerin bulunmasini bir
stres faktori olarak algilayip savunma mekanizmasi olarak biyofilm urettiklerine dair
calismalara literatiirde rastlanmakla birlikte benzer iliskinin C.difficile igin gosterildigi

sinirll sayida yayin vardir. Vankomisinin subMIiK konsantrasyonlarinda biyofilm
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Uretiminin arttigini gézlemleyen Dapa ve arkadaglari C. difficiley’e bagli tekrarlayan
enfeksiyonlardan sadece bakterinin dis ortamlara dayanikli spor formunun sorumlu
olmadigini in vivo ortamda biyofilmlerin sirekli bulunmasinin katkisi olabilecegini
ifade etmislerdir (69). Calismamizda bu etkiyi arastirmak tzere sadece vankomisini
degil metronidazol ve hastanelerde siklikla kullanilan meropenemin subMiK
konsantrasyonlarinda biyofilm olusumuna katkilarini antibiyotiksiz ortama kiyasla
irdeledigimizde; vankomisin ve metronidazoliin cesitli subMiK konsantrasyonlarinda
biyofilm Gretimini istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigini (p< 0.05),
meropenemin ise bodyle bir etkiye sahip olmadigini gozlemledik (Tablo 4.7).
Bulgularimiz, ozellikle C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin (vankomisin, metronidazol vb.) bu enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla
hastaya baslandiginda tedavi siirecinde antibiyotik konsantrasyonlarinin disiik
olabilecegi zaman dilimlerinde (6rnegin tedavinin hemen baslangicinda ya da doz
araliklarinin  bitiminde) mikroorganizmanin  biyofilm Uretim mekanizmasini
indukleyebilecegini dusindirmektedir. Diger bir deyisle,bu bulgular 6zellikle
tekrarlayan enfeksiyonlarda enfeksiyona neden olan izolatin tedavide kullanilacak
antibiyotik icin MiK degerlerinin saptanmasi ve antibiyotik dozu ve tedavi semasinin
MiK degeri dikkate alinarak sekillendiriimesine ©zen gosterilmesi geregini
vurgulamaktadir. Calismamizda arastirmak istedigimiz bir diger nokta, 15 hastadan
izole ettigimiz toksijenik (toksin A + B pozitif) 30 kdkenin antibiyotiklerin subMiK
konsantrasyonlarinda toksin Gretim miktarlarinda artis olup olmadig idi. Literatiirde
bu amacgla yapilan ¢alismalardan Sachdeva ve arkadaslari yaptiklari arastirmada
yarisentetik thiopeptit bir antibakteriyel olan LFF571, fidaksomisin, vankomisin ve
metronidazoliin mevcudiyetinde toksin A, B seviyelerini ve C. difficile’nin iremesi
Uzerine etkilerini incelemislerdir. Bakteriyel protein sentezini inhibe eden LFF571 ve
RNA sentezini inhibe eden fidaksomisinin subinhibitdér konsantrasyonlarinin kaltur
siipernatantindaki C. difficile toksin seviyesini azalttigini, hiicre duvar sentezini
inhibe eden vankomisinin ise subinhibitdor konsantrasyonlarinda toksin seviyesini
arttirdigini goéstermisler, vankomisin ile elde edilen bu sonucun hicre duvari
harabiyeti ile intraselliler toksinlerin cevreye salinnmina neden olmasina

baglamislardir (70). Gerber ve arkadaslari ise vankomisin, klindamisin, metronidazol
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ve linezolidin subMIiK konsantrasyonlarinin C. difficile (iremesi ve toksin gen
transkripsiyonu Uzerine etkilerini inceledikleri arastirmada, C. difficile’nin
antibiyotiksiz ortama kiyasla antibiyotiklerin subinhibitér konsantrasyonlarinda
strese girdiklerini ve yanit olarak bir¢cok genin aktivasyonunun toksin Uretimini
etkiledigini iddia etmislerdir (71). Calismamizda, antibiyotiklerin (1/2-1/64) subMiK
degerlerinde, antibiyotiksiz ortama gore toksin A + B degerleri karsilastirildiginda,
%25 ve Uzerinde artis, 1/16-1/64 subMiK degerlerinde kdkenlerin en fazla %20‘sinde
gozlenmistir. Nitekim Drummond ve arkadaslari, biri standart kéken olmak Uzere
toplam ug¢ C. difficile kokeni ile yaptiklar calismada metronidazol, amoksisilin ve
klindamisinin subMIK konsantrasyonlarinda toksin A + B iretiminin antibiyotiksiz
ortama kiyasla Gremenin daha erken fazinda gergeklestigini bu etkinin vankomisin
ile nadiren ortaya ciktigini belirterek bu etkilesimin ¢ok kompleks, susa bagli bir iligki
oldugu fikrine vardiklarini séylemislerdir (72).

C. difficile enfeksiyonlari tim diinyada yaygin olmakla birlikte hiperviriilan
sus olan ribotip 027, toksin A ve B’ye ek olarak “binary toksin” lretmekte ve bu
kokenlerin patogenezdeki rolii bilinmemekle birlikte hastaligin siddetini arttirdigi
disunilmektedir. Bu hipervirulan kdkenler, ABD ve Kanada’da ciddi salginlara
neden olurken Avrupa’da bu kokenlerin prevalansi %5-6 civarindadir (22).
izolatlarimizdaki toksin A, toksin B ve “binary toksin” varligini ve “binary toksin”in
tekrarlayan enfeksiyonlarda olasi yerini arastirdigimiz c¢alismamizda izolatlarin
tamaminin toksin A + B genlerine sahip oldugu ama hicbirinde “binary toksin” geni
olmadigl saptanmistir. Gérece az sayidaki hastanin higbirinde bu genin bulunmamis
olmasi “binary toksinin” tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmadigini iddia etmek
icin yeterli gibi gorinmemektedir. Bunun igin daha kapsamli ¢alismalara gereksinim

vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tum dinyada C. difficile enfeksiyonlari giderek artmaktadir. Spesifik
antibiyotik tedavisine ragmen vakalarin %20-30’unda tekrarlayan enfeksiyonlar
gorilmektedir. ileri yas, hastanede yatis siiresi ve antibiyotik kullanimi en énemli
risk faktorlerini olusturmaktadir.

Gahsmamizda, biyofilm {retimi agisindan vankomisin ve metronidazolln
subinhibitdr konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak dnemli bir artis kaydedilmistir.
Toksin A + B Uretimi, 1/2 ve 1/4 subMiK degerlerde hastalarin %6’sinda devam
etmektedir. Bu da antibiyotiklere dirence ve tekrarlayan enfeksiyonlara neden
olmaktadir.

Enfeksiyondan korunmak icin uygun olmayan antimikrobiyal kullanimindan
kaginilmalidir.

C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan vankomisin, metronidazol
gibi antibiyotiklerin tedavi slirecinde antibiyotik konsantrasyonlarinin disik
olabilecegi zaman dilimlerinde (6rnegin tedavinin hemen baslangicinda ya da doz
araliklarinin  bitiminde) mikroorganizmanin biyofilm Uretim mekanizmasini
indukleyerek diren¢ kazanacagl ve tekrarlayan enfeksiyonlara neden olabilecegi
disiiniilerek MIK degerleri saptanmali, antibiyotik dozu ve tedavi semasi buna gére

dizenlenmelidir.
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