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ONSOz

Asistanligim suresince bana yol gosteren, bilgilendiren, deneyimlerini aktaran,
tezle ilgili calismalarimda sabirla yonlendiren, uzmanlk egitimim boyunca
emegdi gecen tum degerli hocalarima, karsilikli uyum, anlayig ve yardimlasma
icinde ayni cati altinda c¢alistigimiz asistan arkadaglarima, uzmanlarima,

c¢alismalarim sirasinda bana daima destek olan aileme

Tesekkur ederim.

Dr. Umut Deniz
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SUMMARY

Clostridium difficile, is an anaerobic, gram(+), spor forming bacteria, which is
the cause of a wide spectrum diseases; from a self-healing diarrhea to
fulminant pseudomembranous enterocolitis; due to antibiotic usage. Toxin A
(enterotoxin) an toxin B (cytotoxin) are responsible from pathogenesis of the
disease. in recent years, “binary toxin” leading nasocomial infections was
defined. in our study, the stool samples which were sent for examining
C.difficile toxin to the Marmara University Microbiology Laboratory, were used.
We aimed, to determine the existance of the toxin by EIA metod and making
isolation of the C.difficile isolates from cultures of the same samples. We tried
to determine, the genes, Which are responsible from toxin production and
existance of the binary toxin gene or variant isolates, in the obtained isolates.
in addition, for investigating the ability of the toxin production of the isolates
were determined by EIA method and their toxin determining performances, in
stool were compared. In the period of September 2006-March 2008 totaly 633
stool samples were processed and incubated in anaerobic condition by
inoculation to CCFA (cycloserin,cefoxitin, fructose agar) selective medium. The
toxin A/B existance were searched by enzym immunoassay (immunocard-
Meridian) method from isolates and also from the stool samples. in 30 of the
C.difficile produced stools, toxin positivity ise determined and when we
reexamine toxin from cultures of the 20 isolates which were isolated from toxin
negative stools, we determine the toxin production in 6 of them. The isolates
were examined by another enzyme immunoassay method (Triage C.difficile
Panel-Biosite) and existance of toxin A and the common antigen (glutamate
dehidrogenase) is searched. in all of the isolates, shared antigens is
determined, but toxin A positivity is determined in 22 isolates (%44), by this
method. Totaly from 50 patients, C.difficile isolates were isolated; tdcA gene for
the existance of toxin A, tdcB gene for toxin B and cdtA and cdtB genes for the
binary toxin are searched by PCR. Totaly from 36 isolates (%72) in which the
positivity was determined from culture and stool; toxin A and toxin B genes

were found positive, but binary toxin gene wasn’t found in anyone. Our



results, will form a database for the knowledge of toxin gene situation of
C.difficile isolates in patients with diarrhea due to antibitic usage in a given
period of time in our hospital and monitory the posibble changes that may

develop in future.



OZET

C.difficile, antibiyotik kullanimina bagli, kendiliginden iyilesen akut ishalden
fulminant pseudomembrandz enterokolite kadar degisen,genis bir yelpazede
hastaliklara yol agan, gram pozitif, sporlu, anaerob bakteridir. Hastahgin
patogenezinden toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) Uretimi
sorumludur. Son yillarda hastane salginlarina da neden olan “binary toksin®
varligi tanimlanmistir. Calismamizda, Marmara Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina, C.difficile toksin bakilmasi istegi ile gonderilen
digki ornekleri kullaniimigtir. Orneklerden EIA yodntemi ile toksin varliginin
saptanmasi ve ayni oOrneklerin kulturlerinden ise C.difficile kokenlerinin
izolasyonunun yapilmasi amaclanmistir. Elde edilen izolatlarda toksin
uretiminden sorumlu genlerin belirlenmesi, toksin varyant kokenler veya
‘binary toksin” geni varligi saptanmaya caligiimistir. Ayrica rutinde kullanilan
toksin testlerinin yeterliligini arastirmak amaciyla, izole edilen kokenlerin toksin
uretimi iki farkli EIA yontemi ile belirlenip toksini saptama performanslari
kiyaslanmigtir. Eylal 2006-Mart 2008 tarihleri arasinda toplam 633 diski érnegi
isleme alinmig, CCFA (sikloserin,sefoksitin-fruktoz agar) secgici besiyerine
ekilerek anaerob ortamda inkiibe edilmistir. Gerek diski 6érnegi gerekse izole
edilen kokenlerden enzim immunoassay (immunocard-Meridian) yontemi ile
toksin A/B varligi arastinlmigtir. C.difficile Uretilen digkilarin 30’unda toksin
pozitifligi saptanmis, toksin negatif olan diskilardan izole edilen diskilardan 20
kokenin kulturinden yeniden toksin caligildiginda 6 kdokende toksin Gretiminin
oldugu saptanmigtir. Kokenler diger bir enzim immunoassay yontemi (Triage
Clostridium difficile Panel-Biosite) ile c¢alisiimig, toksin A ve ortak antijen
(glutamat dehidrogenaz) varhigi arastiriimistir. Kokenlerin hepsinde ortak
antijen pozitif saptanmig, ancak bu ydntemle 22 kokende (%44) toksin A

pozitifligi saptanmigtir. Toplam 50 hastadan C.difficile kokenleri izole edilmis,
PZR ile toksin A varhgi i¢in tcdA,toksin B varligi i¢in tcdB ve “binary toksin” igin

cdtA ve cdtB genleri bakilmigtir. Kiltirden ve diskidan pozitiflik saptanan
toplam 36 kdkenden (%72) toksin A ve toksin B genleri pozitif bulunmus, higbir

kokende “binary toksin” geni saptanmamistir. Sonuclarimiz, belli bir zaman

6



diliminde hastanemizde antibiyotige bagli gelisen ishalli hastalardaki C.difficile
kOkenlerinin toksin geni durumunun bilinmesi ve ileride geligebilecek

degisiklikleri izleyebilmek icin bir veri tabani olusturacaktir.



1. GIRIS ve AMAGC

Antibiyotiklerin kesfinden sonra bakteri kaynakli infeksiyon hastaliklarinin
¢ogunun tedavisi sorun olmaktan ¢ikmis, mortalite ve morbidite oranlarinda
onemli dizeyde azalmalar kaydedilmistir. Ancak, antibiyotiklerin kullaniimasi

istenmeyen bir takim yan etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir.

Antibiyotik kullanimi sirasinda veya sonrasinda gelisen ve baska nedenle
aciklanamayan ishaller genel tanimla “antibiyotikle iligkili ishal” olarak
adlandirilirlar.  Antibiyotik ile iligkili ishal olgularinin %15-25’inde etken
Clostridium  difficile’dir.Bunlarin ~ klinigi  kendini  sinirlayan  ishalden
psddomembrandz kolite kadar degisen genis bir yelpazede seyredebilir.

Pseudomembrandz kolitlerin ise %99’undan C.difficile sorumludur (1).

Onceleri klindamisin kullanimi ile iligkilendirilen C.difficile kolitinin, kolon
florasina etkili ampisilin, amoksisilin ve sefalosporinler gibi diger antibiyotiklerin

kullanimindan sonra da ortaya ¢iktigr saptanmigtir (1).

C.difficile’ye bagh infeksiyonlarin olusmasinda antibiyotik kullanimindan
baska, hastanede kalis suresi, altta yatan hastaligin siddeti, yaslihk, yogun
bakimda yatma, bagirsaklarin ameliyat dncesi mekanik temizligi, radyasyon gibi

cok degisik faktorlerde rol oynamaktadir (2).

C.difficile, saglikh kisilerin yaklasik %0-3’Unun barsak florasinda saptanirken,
yeni doganlarin gastrointestinal sisteminde 9%60-70 oraninda kolonize
olabilmektedir (1).

Hastaligin olugmasina toksin salgilayan C.difficile kokenleri neden
olmaktadir. Bu kdkenlerin, patogenezde 6nemli role sahip, molekuler ve biyolojik
aktiviteleri iyi tanimlanmis ve birbirlerinden farkli iki toksin; toksin A
(enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) salgiladiklari bulunmustur. Son yillarda
toksin A ve toksin B uretiminde farkhliklar veya toksin genlerinde varyant
gelismis kokenler (Toksin A-/B+ gibi) saptanmistir. Ayrica, bazi Ulkelerde
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hastane salginlarina neden olan, toksin A ve B’den farkh, “ binary toksin”

ureten kokenler bildirilmistir (3).

Toksin istedi ile gelen digki drneklerinden dretilen C.difficile kdkenleri ile
yaptigimiz bu c¢alismada; C.difficile Uretilen hastalardan, anket formu
doldurulmug daha sonra Kklinik bulgular ile toksin varligi arasinda iligki
irdelenmig,hem  digkidan hem de kultirden enzim immunassay yontemi
(immuno-card) ile toksin A ve B arastirilmis, yine kiltirden enzim immunassay
yontemi (Triage Clostridium difficile Panel) ile toksin A ve C.difficile ortak antijeni
(glutamat dehidrogenaz) calisiimistir. izole edilen kdkenlerde ayni zamanda
PZR ile genotipik olarak toksin A, toksin B ve “binary toksin” varligina

bakilmistir.

Bu calismanin amaci digki orneklerinden EIA yontemi ile toksin varhiginin
saptanmasi ve ayni Orneklerin kultarlerinden ise C.difficile kokenlerinin
izolasyonunun yapilmasi,bu kdkenlerin toksin Uretiminin iki farkli EIA yontemi ile
belirlenip toksini saptama performanslarinin  kiyaslanmasi ,elde edilen
izolatlarda toksin dretiminden sorumlu genlerin belirlenmesi,toksin varyant

kokenler veya “binary toksin” geni varliginin saptanmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 TARIHGE

Psddomembrandz enterokolit (PMC), ilk kez 1893 yilinda Finney tarafindan tarif
edilmistir. Mide tumoru nedeni ile ameliyat edilen 22 yasinda bayan hasta,15
gunlik postoperatif progresif ishalin ardindan kaybedilmig, yapilan otopside;

ince barsaklarda “difterik kolitis” gdzlenmistir (4).

Clostridium difficile ilk defa 1935 yilinda “Hall” ve “O.Toolle” tarafindan,
bir yasin altindaki semptomsuz ¢ocuklarin digski ve mekonyumlarindan izole
edilmistir. Bu bakterinin izolasyonunun gl¢ ve Uremesinin yavas olmasi
nedeniyle, difficult (gli¢, zor) kelimesinden esinlenerek “Bacillus difficilis” adi
verilmigtir (4.5). Daha sonra yapilan ¢alismalarla, bazi C.difficile kokenleri sivi
kaltur filtratlarinin, deney hayvanlarina subkitandz veya intraabdominal yolla

verilmesiyle oldurtcl toksik etki olusturdugu saptanmistir (6).

C.difficile ile ilgili yayinlar 1950-1960’li yillara kadar sinirli sayida ve farkl
alanlarda yapilmistir. McBee(7) C.difficile’yi 1960 yilinda Antarktika’da ayi
baliklarinin barsak muhtevasinda izole etmistir . Daha sonra 1960’h yillarin
sonlari ile 1970’li yillarin baglarinda klindamisin, linkomisin’in  antimikrobiyal
kemoterapide yogun olarak kullaniimasiyla PMC gorilme oraninda artis tespit
edilmistir. Tedesco ve ark. (8) klindamisin kullanimi ile PMC arasindaki iligkiyi

saptamiglardir.

Larson ve arkadaslari (9), 1977 yilinda antibiyotik kullanimina bagh
olarak gelisen PMC’li bir hastanin digkl filtratinin, doku kaltird hucreleri
uzerindeki sitotoksik etkisini gostererek, kaynagi bilinmeyen bir toksinin varligini
Oone surmuglerdir . Bu ¢alismadan bir yil sonra da Bartlett ve arkadaslari (10)
sitotoksinin kaynaginin C.difficile oldugunu tespit etmiglerdir. O zamandan beri

C.difficile hafif diyareden ,siddetli diyareye ,pseudomemerandz kolite kadar
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degisen  spektumda hastaliga neden olan bir bakteri  olarak

tanimlanmaktadir(11).

2.2 MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLER

Clostridium kokenlerinin, Colins ve arkadaslan (12) tarafindan 16S rRNA
(ribozomal riboniUkleik asit) dizi analizine goére vyapilan filogenetik
dendrogramininda C.difficile, diger patojenlerden C.sordelii ve C.difermentans

ile birlikte 11. kime igerisine yerlegtiriimistir.

C.difficile, subterminal oval sporlu, hareketli, kapsulsiz, zorunlu anaerob
bir gomaktir. Geng kultlrlerde daima gram pozitif boyanma 6zelligi gostermekle
beraber, yagli kultirlerde gram negatif boyanmaya egilimi vardir (13).

Bakterinin digki gibi kontamine orneklerden izolasyonunda, sikloserin
(500 mg/ml) ve sefoksitin (16mg/ml) gibi antimikrobiyaller, fruktoz ve notral
kirmizisi bulunduran “Cycloserine-Cefoxitine- Fructose Agar (CCFA)” gibi
segici besiyerleri kullaniimaktadir. CCFA besiyerinde; C.difficile 48 saatlik
anaerobik inklbasyon sonunda 2-3 mm c¢apinda S tipi koloniler
olusturmaktadir. Bir hale ile gevrili, buzlu cam gorunimundeki koloniler, uzun
dalga ultraviyole (UV) 1s1g1 altinda incelendiginde, acik yesilden sariya kadar
degisebilen refle vermektedir (5,14,15,16).

C.difficile’nin, eskulini hidrolize ettigi, katalaz, Ureaz, lesitinaz ve lipaz
aktivitesine sahip olmadigi, jelatini eritmedidi, H,S ve indol olusturmadigi,
glikoz ve mannitoli fermente ettigi ancak diger sekerlerden laktoz, sukroz,
maltoz, arabinoz, glisin, rafinoz ve ramnoz Uzerine herhangi bir etkisinin
olmadigi bilinmektedir (13,14,16,17). Diger yandan C.difficile, p-
hidroksifenilasetik asitten p-krezol agiga cikararak kendine 6zgu at pisligi

kokusu olusturmaktadir (15).
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Antibiyotige bagl ishal patogenezinde rol oynayan toksijenik suslar u¢
toksinin degisik kombinasyonlarini Uretirler. Bunlar toksin A (enterotoksin),
toksin B (sitotoksin) ve Uguncu toksin “binary toksin”. Klasik bilgilere gore,
Toksin A ve toksin B ana virulans faktorleri olarak tanimlanmaktadir. Son
dénemde giderek 6nem kazanan “binary toksin” ilk kez 1988 yilinda Popoff ve
ark. tarafindan izole edilmistir (18). Bu toksinin prevalansi ve patogenezdeki
roli hala arastirlmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda bakteriden toksin A ve B
salinimi Uzerine etkili tcdR,tcdE ve tcdC genleri tesbit edilmis ve bu genler
tarafindan kodlanan proteinlerin toksinler Uzerine etkisinin C.difficile'nin
virilansini dogrudan etkiledigi  tesbit edilmistir.Ozellikle tcdC geni tcdA geni
uzerinde negatif regulator etki gostermekte toksin A salinmini
baskilamaktadir.Bu gendeki bir delesyon toksin A 'nin asiri salinimina neden
olmaktadir(19).

2.3 KLINIK

C.difficile ile iligkili hastaliklar degisik klinik tablolar sergilemektedir. Bu klinik
tablolar asemptomatik tasiyicilik, kendini sinirlayan ishalden ciddi ishale,
psddomembran yaparak veya yapmadan gelisen kolite kadar degisebilmekte,
komplike durumlarda ise toksik megakolon, perforasyon ve peritonite kadar
ilerlemektedir. Antibiyotik tedavisi ile iliskilendirilen C.difficile ishali ile antibiyotik
kullanimina bagh gelisen ishalin ayriminin yapiimasi 6nemlidir. Antibiyotik
tedavisi bittikten 6- 8 hafta sonrasinda dahi semptomlar ortaya ¢ikabilmekte ve

bu durum tanisal karigikliga yol agabilmektedir (20,21).
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Tablo 1. Antibiyotik iligkili ishal ile C.difficile’ye bagh ishal arasindaki

farkhiliklar (20)

Ozellik

C.difficile ishal

Diger etkenlerle ile iligkili
ishal

Sik neden olan antibiyotik

Klindamisin, sefalosporinler,

Penisilinler

Klindamisin, sefalosporinler,

amoksisilin-klavulonat

Genellikle antibiyotik

Antibiyotik kullanim sonrasi

Oykii intoleransina dair 6yku yok ishal dykusu genellikle var
Klinik bulgular

Ciddi kramp seklinde karin Genellikle hafif; kolit bulgusu
ishal agrisi, ates, diskida l6kosit yok

BT veya endoskopi

bulgusu

Kolit

Genellikle normal

Komplikasyon

Hipoalbuminemi, toksik
megakolon; tedavi sonrasi

relaps goérulebilir

Dehidratasyon disinda

komplikasyon pek gorilmez

Diskida C.difficile toksini

Pozitif

Negatif

Epidemiyolojik bulgular

Hastane i¢inde epidemiler

gOrilebilir

Genellikle sporadik veya

endemik olarak bulunur

Tedavi

Sorumlu antibiyotigin

kesilmesi

Duzelebilir, ancak genellikle

surer

Genellikle dizelir

Antiperistaltik ilaglar

Kontrendike

Genellikle yararh

Oral metronidazol/

vankomisin

Sdratle yanit verir

Gereksizdir
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2.4 RiSK FAKTORLERI

En o6nemli risk faktorleri arasinda antibiyotik kullanimi, ileri yas(>65 yas),
hastanede yatis suresi, nazogastrik tip kullanimi, gastrointestinal sistem
operasyonu gecgirmis olmak, antiperistaltik ila¢ ve kemoterapotik kullanimi
bulunmaktadir (22).

ishal ile iligkili C.difficile enfeksiyonunda, en dnemli predispozan faktoriin
antibiyotikler oldugu saptanmistir. C.difficile kolonizasyonu ve enfeksiyonunun
onlenmesinde en Onemli bariyer normal barsak florasidir. C.difficile kalin
barsak sistemine ulasmis olsa bile, barsak florasinin diger komponentleri
tarafindan baskilanarak kolonize olmasi Onlenir ve bu durumda ¢ogu zaman
klinik asemptomatiktir. Ancak barsak florasi antibiyotik kullanimi sonucu ¢ogu
zaman etkilenir ve C.difficile bozulan barsak florasini firsat bilerek kolonize olur
ve enfeksiyona yol acgabilir. C.difficile enfeksiyonunun en ¢ok iligkilendirildigi
antibiyotikler  klindamisin, sefalosporinler ve ampisilinlerdir.  C.difficile
infeksiyonun ortaya c¢ikisina uzanan dénem icinde bu antibiyotiklerin alindigi
belirlenmistir. Tablo-2’de C.difficile enfeksiyonuna neden olan antibiyotikler

goOrulmektedir.

Tablo 2. C. difficile ishaline neden olan antibiyotikler (10)

Sikhikla Ampisilin ve amoksisilin, Sefalosporinler, Klindamisin

Daha az siklikla Tetrasiklin, Stlfonamid, Makrolid, Kloramfenikol, Trimetoprim, Kinolon

Cok nadir Parenteral aminoglikozit, Metronidazol, Basitrasin, Vankomisin
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2.5 EPIDEMiYOLOJI

C.difficile dogada yaygin olarak bulunabilen bir bakteridir. Hastane kaynakli
ishallerin ise %8-10’unu olusturmaktadir (22). Hastalar siklikla hastanede yatan
hastalarin ¢evresinde bulunan sporlarin varligi nedeni ile kolonize olabilirler.
Antibiyotige bagl ishal etkeni olan C.difficile’nin sporlari hastanelerde tuvalet,
kivet, yer zeminlerinde, termometre, tansiyon aleti mansonunda sik olarak
saptanabilmekte ve semptomatik hasta taburcu edildikten sonra hasta
odalarinda ve yer zeminlerinde aylarca canli kalabilmektedir (23). Cevre,
Ozellikle hastane c¢evresi C.difficile igin ana kaynaktir. Spor isiya direnglidir
cevrede yillarca kalabilir. Hastanede kontamine ylzeylerde bulunur ve saglik

calisanlarinin elleri araciligiyla ile gecis gerceklesebilir (22).

C.difficile hastane personelinin elleri ile hastadan hastaya tasinabilir. El
yikama, eldiven kullaniminin artirlmasi bulagi 6nlemek igin dogrudan

hastalarla temas olan yodun bakim dnitelerinde 6zellikle gok dnemlidir (23).

Enfeksiyon igin bilinen 6énemli risk faktdrli infekte hasta ile ayni odayi
paylasmaktadir. Boylece hastadan hastaya veya cevreden hastaya capraz
bulagsma ile enfeksiyon gelisebilmektedir (22,23). Toksijenik C.difficile’nin ¢esitli

gruplarda izole edilme oranlari Tablo 3'de gosterilmistir.
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Tablo 3. Toksijenik C.difficile’nin gesitli gruplarda izole edilme oranlari

(22)
Grup C. difficile izolasyon orani %
Ps6domembranoz enterokolit 95-100
Antibiyotige bagl ishalli hastalar 15-25
Antibiyotik tedavisini dnceden almisg,

10-20
ishali olmayan hastalar
Hastanede yatanlar 10-25
Saglikh erigkinler <3
Saglikli yenidogan ve bebekler 5-70

2.6 PATOGENEZ

Patogenezde en Onemli faktor bakterinin Urettigi ve asil klinigi olusturan

toksinleridir.

2.6.1 TOKSIN A

Toksin A enterotoksisite gibi biyolojik aktivitelere sahip bir proteindir. Yapilan

calismalarda molekil agirhdinin 308 kDa oldugu tesbit edilmistir (19).

Yapilan  molekuler ¢alismalar toksin  A'nin  U¢ fonksiyonel
bélimdenolustugunu  acgiga c¢ikarmistir.  N-terminal u¢ toksin  A‘nin
sitotoksisitesinden sorumludur. Orta bélimde bulunan trasmembran domaini

toksini sitozol icine tasimaktadir. Toksin A ‘nin C-terminal ucunda yer alan
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tekrarlayici yapilarin  konak hucre yuzeyindeki reseptoru tanidigi ve bu

reseptdre baglanmada islev gérdiugu saptanmistir (19).

Enterosit ylUzeyindeki reseptorler dogumda henuz yapisal olarak
olgunlasmamis olup toksin baglama kapasiteleri ¢ok dusuktir. Bu durum
saglikli yenidoganlarda toksijenik C.difficile suglarinin sik olarak (%60-70) izole

edilmesine ragmen hastaligin gértlmemesini agiklamaktadir (24).

Bagirsak mukoza hucrelerinde meydana gelen hasar sonucu olusan
ishalin nedeni  toksin A’dir (19). Bu toksinin enterositleri direkt olarak
etkilemeyip, enterositlerin  altindaki mikrovaskulariteye sahip endotel
tabakasina ulasarak kemotaktik etkiyle bolgeye polimorf nuveli lokosit
(PNL)’lerin gogunu uyardig1 ve sekonder doku hasarina sebep olduklari iddia
edilmistir. Toksisite mekanizmasi monosit ve makrofajlardan TNF-alfa IL-8, IL-1
salinimi sonucu inflamasyon bdlgesine notrofillerin go¢ etmesi, lamina
propriada inflamasyon ve vaskuler konjesyona neden olmasi seklinde
aciklanmigtir. Toksin A mukoza hucrelerinde dogrudan apoptozise neden
oldugu gibi, monosit ve makrofaj gibi sitokin uUreten hicreleri aktive ederek bu

hicrelerden sitokin salinimina ve lokal doku tahribine yol agmaktadir (19).

2.6.2 TOKSINB

Toksin B, 270 kDa molekldl agirliginda sitotoksik bir proteindir, aktin
polimerizasyonundan sorumlu Rho ailesine ait proteinlere etki ederek, aktin
depolarizasyonuna, dolayisi ile hucre iskeletinin bozulmasina ve hucrenin

yuvarlaklagsmasina neden olmaktadir (19).
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Sekil 1. C.difficile toksin A ve B’nin intestinal epitel lizerine etkisi(20)

Toksin B ile muamele edilen barsak hucrelerinde apopitoza 6zgu morfolojik
belirtiler saptanmistir. Rho ailesi proteinleri aktin polimerizasyonunu sadlar.
Toksin B, Rho proteinlerini monoglikozilleyerek inaktif hale getirir. Sonucta
hicrede buzulme ve yuvarlaklasma meydana gelir. Boylece enterositlerde

apopitoz gergeklesmis olur (19).

Toksin A, major patojenik enterotoksindir. Toksin B ise sitotoksik etkisi
araciligi ile epitelyum hicrelerinde harabiyete neden olmaktadir. Sonucta
mukoza hasari ile birlikte etkilenen barsak segmenti icine noétrofiller gog
etmektedir.Toksin B’nin sitotoksik etkisi toksin A’dan 1000 misli daha gugladar
(19).
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Sekil 2. C.difficile toksin’lerinin hiicre igi etkisi(19)

2.6.3 BINARY TOKSIN

Binary toksin ureten C.difficile kokeni ilk kez Popoff ve ark. tarafindan 1988
yihnda PMC’li bir hastadan izole edilmigtir (18). Yapilan c¢alismalarda bu
kokenin (CD 196), aktin spesifik ADP-ribozil transferaz Urettigi ve
C.perfringens’in |-toksin’ine yapi ve aktivite olarak benzerlik gosterdigi
saptanmigtir (25,26).

Aktin spesifik ADP ribozil transferaz (CDT), iki birbirinden bagimsiz
protein birimden olusmustur, bunlar enzimatik komponent CDT a (48 kDa) ve
baglanma komponenti CDT b (99 kDa) olarak adlandiriimigtir. Baglanma
komponenti, bir hiicre yuzey reseptorune sahiptir. Enzimatik komponent, hicre
icinde aktinin ADP’sinin ribozillenmesini katalizliyerek hicre iskeletinin
bozulmasina neden olmaktadir (26,27). Toksinin sitotoksik etkisi, Vero
hucrelerinde yuvarlaklagsma, aktin flamaninda depolarizasyon varligiyla

gOsterilebilir.
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Binary toksin geninin tanimlanmasi, semptomatik hastalardan izole
edilen bazi nontoksijenik A-/B- kokenlerin olusturdugu ciddi klinigi agiklamaya
yardim etmigtir. Bu toksine sahip kokenlerin prevalansi gesitli ¢alismalarda
%1.6’den %5.5’e kadar dedismektedir ve patogenezdeki roli hala

arastiriimaktadir (27).

2.6.4 C.DIFFICILE TOKSIN VARYANT TiPLERI

C.difficile’nin ana virulans faktoru olarak bilinen toksin A (TcdA) ve toksin B
(TedB) disinda Uglncu toksin olarak (binary toksin CDT) bazi kokenlerde
saptanmistir  (28). Tablo-4'de C.difficile toksin varyantlarin  gesitli

kombinasyonlari gorulmektedir.

Tablo 4. C.difficile Toksin Varyant Tipleri* (27)

Toksin Varyant Clostridium Toksinleri  Binary Referans
Tipleri Toksin Kokenler
TcdA TcdB CDT

CDT-A+B+ + + - VPI 10463
CDT+A+B+ + + + 51377
CDT-A-B+ - + - 1470
CDT+A-B+ - + + 8864
CDT+A-B- - - + IS 58

* Toksin Uretim tipleri U¢ farkli toksinin farkli kombinasyonlari ile tanimlanir, toksin tipleri ise
tcdA ve tcdB genlerinin farina gére tanimlanir.

Patogenezde bakteriden toksin salinimini etkileyen birtakim proteinlerin
oldugu saptanmis ve bunlar “pathogenicity locus” (PalLoc) adi verilen
kromozomal bir lokus Uzerine yerlesmigtir.Bu genler tcdR,tcdE ve tcdC olarak
adlandiriimig ve bunlarin kodladigi TcdR,TcdE ve TcdC proteinlerin toksin
salinimi Uzerine etkileri oldugu bulunmustur.Toksin A Gzerinde negatif regulator

gorevi goren tcdC genindeki delesyon toksin A asiri salinimina neden olmakta
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dir. Salginlara neden olan epidemik kdkenlerde asiri toksin A salinimina tcdC

genindeki bu delesyonun yol actigi saptanmistir(19).
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Sekil 3. C.difficile toksin genin TcdC tarafindan regulasyonu(19)

Uretilen bu toksinler bagdirsak epitelinde hasara yol agabilir. Daha sonraki
donemde bu hasarin ilerlemesi inflamatuar hicre, fibrin, musin ve hicresel
debrislerin birikimine, mukoza nekrozu ve psdédomembran olusumuna neden

olur ve psddomembrandz enterokolit geligir (29).

Klinik hastaliga toksin A ve B’nin yani sira C.difficile’nin diger potansiyel
virulans faktorleri katkida bulunabilir. Bu faktorler polisakkarit kapsul, fimbria,
flagella gibi yapilar ve hyolurinidaz, kondroitin-4-sulfataz, jelatinaz, kollejenaz
gibi hidrolitik enzimlerdir (30).

Patogenezde ilk adim barsak epitelinin C.difficile ile kolonizasyonudur.
Konak hucresine adhezyon, patojen suglarin virulansi icin 6nemlidir. Virulansi
fazla olan suslarin adherensi, virulan ve toksijenik olmayan susglardan ¢ok daha
fazladir. Toksin A fazla Ureten suslarin toksin A az Ureten suglara gore daha
virulan oldugu tesbit edilmigtir. Bu durum toksin A’nin barsak epiteli Uzerinde

kendine ait reseptorune baglanarak patogenezin ilk basamagini

21



olusturdugunun gostergesidir. TUm olgularda adherensin en belirgin oldugu
bélgeler terminal ileum, cekum ve kolondur (30,31). C.difficile hareketlidir ve
flajellas1 vardir. Bagirsakta hucrelere baglanmay! saglayan yapilardan biri
fimbrialardir.  Bu  yapilarin  kolonizasyondaki  roli  acik  dedgildir.
Mikroorganizmanin fizikokimyasal o6zellikleri de adezyona katkida bulunur.
C.difficile ‘nin hlcre ylzeyi hidrofobiktir ve pozitif yuk tasir. Negatif yukli konak
hicre duvar ile iligkisinin C.difficile’nin bagirsakta kolonize olmasina katkida

bulunuyor olabilecedi dusunulmektedir (30).
2.7TANI YONTEMLERI

C.difficile enfeksiyonlarinin tanisi éyku, klinik bulgular ve laboratuar bulgulari

ve gerektiginde de endoskopi ile konmaktadir.

2.7.1 BiYOKIMYASAL TESTLER

Lékositozun yaninda, ciddi hastalarda gelisen enteropatiye bagli olarak
dehidratasyon, protein kaybi sonucunda ortaya ¢ikan hipoalbuminemi ve diger
bazi elektrolit anomalileri saptanabilir. Yine diskidaki I0kositlerin saptanmasi
C.difficile enfeksiyonunu destekleyen diger bulgulardir (20).

2.7.2 RADYOLOJIK INCELEMELER

Abdominal radyografi ve bilgisayarli tomografi C.difficile enfeksiyon tanisinda
yardimci olsa da bu amacla en c¢ok tercih edilebilecek radyolojik inceleme
endoskopi iledir. Abdominal radyogramda kolon ve ¢ekumdaki dilatasyonlari,
ince bagirsaktaki hava-su seviyesini gérmek muUmkindir. Endoskopik
yontemlerde ise kolon duvarindaki lezyonlar incelenir. Tipik psddomembran

formasyonu yoksa kismen non spesifiktir (32).
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2.7.3 MIKROBIYOLOJIK INCELEMELER
2.7.3.1 Mikroskobik inceleme

Antibiyotik ile iligkili ishal mikroskobisinde gram boyama ile I6kositler gorulebilir.

Bu bulgunun tani degeri yoktur ve duyarlilik ve 6zgullugu dagsuktar (5).

Floresan mikroskop ile C.difficile duvar antijenlerine karsi isaretlenmis
antikorlar kullanilarak gaita yaymasinin incelenmesi, kultur ve sitotoksisite testi
ile %93 korelasyon gostermektedir. Ancak bu test, C.bifermentans ve
C.sordellii ile c¢apraz reaksiyon vermektedir. Digkinin direkt incelemesinde

|Okositlerin gorulmesi taniyi desteklemektedir.

2.7.3.2 Kultur

C.difficile, kanh agar besiyerinde, 48 saatlik anaerob inkibasyonu takiben,
hemolizsiz, at digkisi kokusunda, sarimsi-yesil floresans veren yaklasik 2-4
mm c¢apinda, koloniler olusturmaktadir. Bakterinin izolasyonunda en fazla
kullanilan besiyeri CCFA’dir. C.difficile indikatorli (noétral kirmizisi) CCFA
besiyerinde UV lambasi altinda incelendiginde floresans veren, yaklasik 2-4

mm ¢apinda, altin sarisi renginde koloniler olusturur (5,15) .

C.difficile’nin antibiyotikle iligkili ishale neden oldugunun anlagiimasindan
sonra gevresel ve klinik drneklerdeki bakterinin izolasyonunu arttirmak igin
degisik yontemler geligtiriimigtir. Digkinin ~ 1/1 oraninda saf etil alkol ile
karistirimasinin ardindan oda isisinda en az 45 dakika bekletilmesiyle (alkol-
sok), kontaminant cogu bakterinin 6ldigu ve C.difficile izolasyonunun énemli
derecede arttigi tespit edilmistir (15). Sodium taurocholate’in da C.difficile
sporlarinin vegetatif forma ge¢mesini kolaylastirdigi ve % 0.2 oraninda CCFA
besiyerine eklenen sodium taurocholate’in, orneklerdeki az sayidaKki

C.difficile’nin saptanmasinda yararl oldugu gorulmustar (16).

Kaltirin duyarlihg@r yuksektir. Ancak, yontemin kompleks olusu,

toksijenik ve nontoksijenik suglari ayirt edememesi gibi nedenlerle merkezi
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laboratuvarlarda uygulanir ve daha ¢ok salgin zamanlarinda epidemiyolojik
acidan 6nem kazanir. Kultur, toksin testleri ile kombine bir sekilde yapilmalidir
(5,33).

2.7.3.3 Gaz-likit Kromatografisi

Anaerob bakteriler metabolizmalari sonucu ugucu spesifik metabolitler
olusturmaktadirlar. C.difficile’ye 6zgu metabolitlerin (isovalerik asit, isokaproik
asit, p-kresol) gaz-likit-kromotografisi ile belilenmesi ile identifikasyonu
yapiimaktadir. Ozel dlzenekleri gerektiren bu yoéntem ancak blyik

laboratuvarlarda uygulanmaktadir (5).

2.7.4 TOKSIN ARAMAYA YONELIK TESTLER

2.7.4.1 Doku Kultaru

Diski 6rneklerinde 10 pg’lik sitotoksin saptayabilen doku kulturleri, toksin
varligini arastirmada altin standart olarak kabul edilir. Bu yontemde, Hep2,
CHO, HelLa ve Vero gibi hiucre kulturleri kullanilmaktadir. Sivi digki érnekleri
santrifije edildikten sonra elde edilen slpernatan, filtrelerden gecirilerek
bakteriden arindirilir. Elde edilen filtrattan bir miktar hucre kultira kaplarina
eklenir. inkiibasyon sonrasi, 1sik mikroskobunda sitopatik etki (yuvarlaklasma)
aranir. Notralizan antikor (anti-C.sordelli antiserum) eklendiginde bu sitopatik
etki ortadan kalkar. Doku kudlturinun avantaji 6zgul ve duyarli olmasi,
dezavantaji ise uzun surede sonug¢ alinmasi, uygulanmasi nin zor, zahmetli ve

pahali olmasidir (5,33).
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2.7.5 IMMUNODIYAGNOSTIK TESTLER

2.7.5.1 Enzim immiinoassay (EIA)

Diskida C.difficile toksinlerinin saptanmasi amacina yonelik olarak sadece
toksin A veya hem toksin A hem de toksin B’yi saptayabilen birgok ticari kit
uretilmigtir. Degisik ¢alismalarda sadece toksin A’yi veya toksin A-B’yi beraber
saptayabilen testlerin duyarlliklari % 63-99 ve 6zgullukleri ise %75-100 ‘e
kadar degisen oranlarda bildirilmistir (5,32).

C.difficile’ye bagh ishal hastalarinin mikrobiyolojik tanisinda htcresel
sitotoksite testleri altin standart olarak kabul edilse de, EIA testlerinin kisa
surede sonu¢ vermesi, uygulanabilirliginin daha kolay, bunun yanisira ucuz
olmasi nedeniyle Kklinik laboratuvarlar da alternatif bir yontem olarak

onerilmektedir (33).

Ticari kitlerin bir kismi sadece toksin A’y saptamaya yoneliktir, Toksijenik
C.difficile susglarinin % 8’inin varyant toksin Urettigi géz 6nlne alindiginda
sadece toksin A‘yi saptayan kitlerin yerine toksin A ve B'yi birlikte saptayabilen

kitler tercih edilmesi 6nerilmektedir (3,33).

2.7.5.2Lateks Agliitinasyon Testi

Hizli, basit ve ucuz bir testtir. Bu testlerin esasi antikor ile kapl lateks
partikulleri yardimi ile toksin A’nin saptanmasidir. Lateks aglutinasyon
testlerinin hizli taramalar i¢in uygun oldugu ama pozitif sonuglarin diger
testlerle dogrulanmasi gerektigi bildiriimektedir. Diger testlere oranla
duyarliiginin %48-59 gibi dusuk oranlarda olmasi nedeni ile yaygin kullanim

alani bulamamistir (5,32).
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2.7.6. MOLEKULER YONTEMLER
2.7.6.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR )

Bu yontem Klinik 6rneklerdeki az miktardaki C.difficile DNA’sInin
amplifikasyonu  sonucunda  saptanabilir  hale  getiriimesi temeline
dayanmaktadir. Toksin A ve toksin B’nin saptanmasi i¢in bu toksinlerin
genomik yapisina uygun primerler kullaniimaktadir. Kultirde dretim agsamasini
atlayarak direkt digki drneginden calisilabilmesi en onemli avantajidir (5).
GunUumulzde, daha 6nce altin standart olarak kabul edilen sitotoksik testlere
alternatif ydntem olarak goOsteriimektedir.Fakat bu yoéntem ile diskinin
transportunun gecikmesi gibi durumlar sebebi ile gesitli inhibitorler salinmakta

ve bu sebeple PZR ile toksinler tesbit edilememektedir.

C.difficile kdkenlerinin PZR ile spesifik toksin A ,toksin B ve “binary toksin”
primerleri ile toksin gen durumu saptanabilinmekte ve bu kdkenler igerisinde

varyant kdkenler var ise bunlar tesbit edilmektedir.

Sonugta, bu yoéntemlerin hepsinde birtakim avantaj ve dezavantajlar
vardir. Tum hastalar i¢cin ayni tani yontemini kullanmak uygun olmayabilir.

Sonuglarin yorumunda klinikle uyumu esas alinmalidir.

2.8. TEDAVI

Tedavide en 6nemli adim kullaniimakta olan antibiyotigin kesilmesidir. Hafif ve
orta siddette enfeksiyonlarin 6énemli bir bolimua antibiyotigin kesilmesine ve
destekleyici tedaviye gayet iyi yanit verir. Fakat daha agir enfeksiyonlarda ve
altta yatan hastaligi olanlarda buna ek olarak oral metronidazol ya da
vankomisin tedavisi gerekir.Basitrasin ,teikoplanin ve fusidik asit gereginde
kullanilabilecek segeneklerdir. Metronidazol C.difficile’ye in vitro olarak ¢ok etkili
oldugu gibi vankomisinden de ucuzdur. Tedavi baslanacak hastalarda ilk olarak

metronidazol segilmelidir.
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ilk secenek olan metronidazol ve vankomisinin doz, siire ve avantajlari
tablo 5'de belirtiimektedir.

Tablo 5. C.difficile’ye bagh ishal igin metronidazol veya vankomisin

tedavisi(36).
Metronidazol Vankomisin
Doz 250-500mg 125-500mg
Sikhk Gunde 4 veya 2 kez 4 veya 2
Verilme yolu oral, iv Oral
Siire 10-14 glin 10-14 giin
Cevap orani >%96 >%96
Fiyat 20 Amerikan dolari 800 Amerikan dolari

Dezavantajlar

Sistematik yan etkiler; C.difficile

suslarinda nadir direng gelisir

Hastane  kaynakli

bakteri

rezistan
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1 .1.Besiyerleri

1-FOX  (sefoksitin) katkili  kiymali Besiyeri (bu besiyeri
laboratuarimizda hazirlanmistir.)

2-CCFA Besiyeri (BioMerieux)

3-%5 Koyun Kanli Agar (BioMerieux)

FOX (sefoksitin) katkili kiymali besiyerinin hazirlanisi:

Kalp kast..........cccociiiiiiiiiii e ...500gr (kiyma seklinde)
Distile su.........coooiiii ... 1000m1
NaOH(IN) ... e e 2. 25ml

Yukarida maddelerden olusan karigsim kaynatildiktan sonra
buzdolabinda 1 gece bekletilir. Yuzeyde olusan yag tabakasi
alinir.Gazli bezden suzdurulur.Kiyma pargaciklari birka¢ defa
distile su ile yikanarak NaOH uzaklastirilir,ardindan temiz gazl
bezler Uzerine yaydirilarak kurulanir.Stzduralmuds siviya asagidaki

kimyasal maddeler eklenir.

Triptikeyz.........ococi . 30gr
Maya 6zeti.........cooiiiiiii i 00r
KoHPOy.oo oo DG
L-sistein..........cocooii i1 005gr
Hemin(%1solusyon)..................cee et ....0.5ml
K vitamini(%1 solusyonu)....................0.1ml

Uzerine 1000ml’ye tamamlanacak sekilde distile su
eklenir.L-sistein disindaki maddeler karistirilip eriyinceye kadar
Isitilir ve sogumaya birakilir. 50°C isisinda iken karigima L-sistein
eklenir. Yaklasik 0.5gr kiyma, 15x90mm d&lgusundeki burgulu
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tiplere konur, Uzerine 7ml sivi kisim eklenerek 121°C’de 15dk
steril edilirr1 ml’de 8mg olacak sekilde her bir kiymali tupe

sefoksitin eklenir.

3.1.2. Standart Kokenler

1. NCTC 11223 C. dificile (toksin A/B (+) kontrol kdkeni) *
2. HU 25591 C. dificile (binary toksin (+) kontrol kdkeni) **
3. HU 10010 C. dificile (binary toksin (+) kontrol kékeni) **

*: NCTC 11223 C.dificile toksin A/B (+) kontrol kokeni Prof.Dr. Mine Yucesoy
tarafindan temin edilmistir.

**:HU 25591 ve HU 10010 C. dificile, binary toksin (+) kontrol kokenleri
Prof.Dr. Elizabeth Nagii (Macaristan) tarafindan temin edilmigtir.

3.1.3. Kimyasal Maddeler

1. NaOH ( Merck )
2. HCI ( Merck )
3. EDTA ( Sigma)
4. Tris-HCI ( Sigma )
5. Agaroz ( Sigma )
6. Etidyum bromid ( Sigma )

3.1.4. PZR Malzemeleri:

1. 1kb Ladder DNA ( MBI Fermentas )

2. . DNA ( MBI Fermentas )

3. 6 x Loading Dye ( MBI Fermentas )

4. 10xTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)
5. 1XxTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)

6. 2x PCR Master karisimi ( MBI Fermentas )
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7. DNaz - RNaz icermeyen distile su ( MBI Fermentas )

8. 0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml'lik ependorflar ( DNaz -RNase icermeyen )
(AXYGEN)

9. Sari ve mavi pipet uclari (500,200,100 pl)( DNaz -RNase icermeyen )
(AXYGEN)

10. Beyaz pipet uglari (2 ul ) ( DNaz -RNaz Free ) (USA-SCIENTIFIC)
11. TcdA, TcdB, cdtA, cdtB revers ve forward primerleri (IDT)

12. Eldiven ( Beybi )

13. Tek kullanimlik steril 6zeler (Peel here)

3.1.5.Cihazlar ve Laboratuar Malzemeleri

. Pastor pipeti
. Deney tupu
. Pipet ucu (Sari,mavi,beyaz)

. Ependorf

1

2

3

4

5. Sporlar
6. Otomatize sistemler (miniApi)

7. Otoklav (Hireyama)

8. Vorteks (Elektromag,Yellow line)

9. Su banyosu (Elektromag)

10.Tek kanalli otomatik pipet (Pipetmen,Socorex,Thermo)
11.Kaba terazi (Scaltec)

12.Santrifuj (Hettich)

13.Etuv (Binder,Dedeoglu)

14.Pastor firini (Kermanlar,Elektro mag)

15.inokdilatér

16.Buzdolabi (Argelik)

17.(- 20 °C) Derin dondurucu (Arcelik,Ugur)

18.(- 45 °C) Derin dondurucu (Fiocchetti)

19.pHmetre cihazi (Hana instruments)

20.Mikrodalga firin (BEKO)
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21.Termal Déngu Cihazi (Techne, BIO RAD)
22 .Elektroforez tanki ve cihazi (Biometra)
23.UV goruntuleyicisi (Vilber Lourmant)

24 Anoxomat cihazi

25.0xigen gen bag, gen box

3.2 YONTEMLER

3.2.1. Hasta Sec¢imi:

Calisma kapsamina, eylul 2006-mart 2008 arasinda ishali olan hastalardan
alinan ve Marmara Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
gonderilen digki orneklerinden, C.difficile toksin bakilmasi istegi ile bagvuran

hasta 6rnekleri alinmigtir.

3.2.2.Hasta Anket Formu:

isleme alinan gaita érneklerinde C.difficile iremesi olan hastalar'in doktoru ile
temasa gecilip dosyasindan hasta ile ilgili bilgiler ogrenilip anket formu
dolduruldu. Buna gore; ishalin siddeti, suresi, hastane ile iligkili olup olmadigi,
yakinmalari (ates, karin agrisi v.b.), laboratuar degerleri (PMNL sayisi, kan
albumin degeri v.b.) ve pozitif testten 6nceki ay antibiyotik tedavi alma 6ykusu

gibi bilgileri forma iglendi.

3.2.3.C.difficile izolasyonu:

C.difficile toksin istegi ile gelen tim diskilar isleme alindi. Bu digkilar direkt
olarak CCFA (sikloserin, sefoksitin-fruktoz, agar) besiyerine ekildi ayni
zamanda alkol sok yontemi ile diski bire bir oranda etil alkol ile karistirilarak bir
saat ara ara galkalamak sureti ile oda Isisinda bekletildikten sonra pastor pipeti

yardimi ile 100ul 6rnek alinarak CCFA besiyerine, koyun kanli besiyerine ve
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sefoksitin iceren kiymali besiyerine ekimi yapildi, petriler 2 glin gen bag
icerisinde anaerob inklUbasyona kaldirildi. Sefoksitin iceren kiymal
besiyerinden ise 2 gun sonunda koyun kanli besiyerine yeniden ekim yapilarak
yine 2 gunluk anaerob inkubasyona kaldiriidi. Pes pese gonderilen digki
orneklerinden, ayni hastaya ait C.difficile izolatlari tek bir kdken olacak sekilde
kabul edildi.

3.2.4. Immuno-Card (MERIDYEN) Galigma Prosediirii:

immuno-card (Meridyen) test kiti bir membran Uizerinde toksin A/B ‘ye karsi
hazirlanan immobilize monoklonal anti-toksin A ve poliklonal anti-toksin B
antikorlan tasir. Digkidaki toksinin tutunmasi sonucu mavi renk olugmasi ile
pozitif olarak degerlendirilen enzim immunoassay bir testtir. Bu kit diskidaki 3

ng/ml toksin A ve toksin B’yi tespit edebilmektedir.

Elde edilen suslar BHIB (brain-heart-infision-broth)’a ekimi yapilarak 5
gunlik anaerob ortamda inkUbasyona birakildi. Bes gun sonunda 20 dakika
3000 devirde, igerisine ekim yapilan tlpler gevrilerek elde edilen Ust kisim kit'in

onerdigi sekilde calisildi (28).

Test tipune 200yl dilient, Uzerine 3 damla enzim konjugati eklendi bu
karisima 25ul digkl veya kultirden hazirlanan santrifij sipernatani konularak
10 sn vortekslendi. Sonrasinda 5 dk inkube edildi. Hazirlanan 6rnekten test
kartinin alt iki bolumane 150yl konuldu ve 5 dakika bekletildi. Test kartinin Ust
iki bolumu olan reaksiyon bolimine ise 3 damla yikama solisyonundan
damlatildi. Yikama solisyonu absorbe olunca substrattan 3 damla ust iki
boéliime konuldu. 5 dakika inkibe edildi. inkiibasyon sonunda reaksiyon
bolimiinde pozitif kontrol penceresinde mavi renk olustu. Ornek penceresinde

de mavi renk olusanlar da pozitif olarak degerlendirildi (34).
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3.2.5. Triage Panel Calisma Proseduri:

Triage Clostridium difficile Panel kiti membran Uzerinde toksin-A ve ortak
antijen (glutamat dehidrogenaza)'e karsi spesifik antikorlar tasir. Diskidaki
toksin-A ve glutamat dehidrogenaz antijenlerinin bu antikorlara baglanmasi
sonucu siyah bir bant olusmasi ile pozitif olarak degerlendirilen enzim
immunoassay bir testtir. Digkidaki 2ng/ml glutamat dehidrogenazi ve 2ng/ml

toksin-A’yi tespit edebilir.

Elde edilen suslar BHiB’a ekim yapilarak 5 giinliik anaerob ortamda
inkiibasyona birakildi. Bes gun sonunda 20 dakika 3000 devirde, igerisine ekim
yapilan tupler gevrilerek stupernatanttan kit plagina diski miktarina esit olacak
sekilde konuldu (28).

Konjugattan 140 pl plak (izerine damlatildi, 3 dakika beklendi. iki kez 7
damla ylkama solusyonu damlatildi. Son olarak doért damla substrat
damlatilarak yine 5 dakika beklendi. C.difficile triage panel kiti ile toksin A ve
C.difficile ortak antijen (glutamat dehidrogenaz) bakildi. Test sonucu eger
pozitif ise C.difficile ortak antijen(glutamat dehidrogenaz) ve toksin A test

zonlarinda koyu bir bant gézlendi (35).

3.2.6. Rapid ID 32 A:

Sistem dehitrate edilmis substratlar tasiyan 32 kuyucuktan olusmaktadir.
Sipheli bakteri kolonileri APi Siispansiyon Medyumun (2 ml) icerisinde
suspanse edildikten sonra bu test tupleri igerisine ilave edildi, test kuyucuklari
metabolik reaksiyonlari gostermesi amaciyla 4 saat sure ile 37°C inkube edildi.
pH indikatorindeki degisikliklere goére sonuglar pozitif veya negatif olarak
deg@erlendirildi. 29 parametre degerlendiriimektedir. ID 32 A Kkitleri 25 strip
icermektedir (36).

Bakteri silispansiyonu hazirlanirken her bir bakteri susu icin 1 ampul API

suspansiyonu (medyum) acildi. Anaerobik sartlarda CCFA’da subkdultir yapilan
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bakteri kolonilerinden bol miktarda ekiivyon yardimi ile alindi. API siispansiyon
medyum igerisinde ekuvyon ile alinan koloniler 4 Mc Farland’a esdeger olacak

sekilde sUspanse edildi.

Bir pipet yardimi ile bakteri suspansiyonu stripin kuyucuklarina
dolduruldu. Ure testi 2 damla mineral yag ile 6rtild(. Stripin (izerine kapagi

yerlestirildi. Rapid ID 32 A 37 derecede etlvde 4 saat inkUbasyona birakild1.

Stripler 4 saatlik inkibasyon sonrasi NIT1 ve NIT2 ,IND,James
reaktifi, PAL,SerA reaktiflerinden 1 damla ilave edilerek tim reaksiyonlar
okundu. Stripler 5 dakika sonra APi otomatize sisteminde okutuldu. Sonug

formuna reaksiyonlar gozle de degerlendirilerek kaydedildi.

3.2.7. C.difficile DNA Elde Edilme Prosediirii:

Anaerob ortamda 48 saat inklbe edilen C.difficile kolonisi 200 ul DNAaz,
RNAaz icermeyen suda slUspanse edilerek 20 dk 95°Cide 1sitilmis daha sonra

en yuksek devirde santrifujleserek supernatani bakteri DNA’s1 olarak kullanildi.

3.2.8. Toksin Genlerinin PZR ile Saptanmasi:

tcdA, tcdB, CdtA, CdtB genlerine spesifik asadida siralanan oligonukleotid

primerleri kullanildi.

tcdA genleri igin;(37)
tcdA-F: 5’-CCC AAT AGA AGA TTC AAT ATT AAG CTT -3
tcdA-R: 5'- GGA AGA AAA GAA CTT CTG GCT CAC TCA GGT-3'

tcdB genleri icin;(38)

tcdB-F: 5-GTG TAG CAA TGA AAG TCC AAG TTT ACG C -3’
tcdB-R: 5’- CAC TTAGCT CTT TGATTG CTG CAC CT-3’

34



Binary toksin CdtA genleri igin; (25)
CtdA -F: 5-TGA ACC TGG AAAAGG TGA TG-3’
CtdA -R: 5’- AGG ATT ATT TAC TGG ACC ATT TG -3’

Binary toksin CdtB genleri igin;(25)
CtdB -F: 5-CTT AAT GCA AGT AAA TAC TGA G-3
CtdB -R: 5’- AAC GGA TCT CTT GCT TCA GTC-3

3.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

Kokenlerde tcdA, tcdB, CdtA ve CdtB genlerinin varhgini aragtirmak igin PZR
yapilmistir. Standart kdkenlerimiz geregler icerisinde bolim 3.1.2.°de 1. ile
3.maddeler arasinda belirtiimis, PZR'de (+) kontrol olarak; C.difficile NCTC
11223 kullaniimigtir. Polimeraz zincir reaksiyonu icin kullanilan primerler ve

reaksiyon kosullari agagida belirtiimigtir:

tcdA genleri igcin PZR reaksiyon kosullar (38) :

Reaksiyon karisimi: Reaksiyon kosullari:

PCR Master karigimi 25 pl

TcdA-F 1 95°C'de 20 sn

TcdA-R 1l 55°C'de 2dk 35 dongu
Distile su 18 ul 72°C'de 1dk

DNA 5 ul 74°C’de 5dak

Toplam hacim: 50 pl

tcdB genleri icin PZR reaksiyon kosullari (38):

Reaksiyon karisimi: Reaksiyon kosullari:

PCR Master karigimi 25 pl

TcdB-F 1l 95°C’de 20 sn

TcdB-R 1wl 56°C'de 2dk 35 dongu
Distile su 18 ul 72°C’de 1 dk

DNA 5 ul 74°C'de 5dk

Toplam hacim: 50 p
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Binary toksin cdtA geni i¢in PZR reaksiyon kosullari (25):

Reaksiyon karisimi: Reaksiyon kosullari:

PCR Master karigimi 25 pl

CtdA -F 1 94°C’de 45 sn

CtdA -R 1l 52°C'de 1dk 5 dongu
Distile su 18 ul 75°C’de 80 sn

DNA 5ul

Toplam hacim: 50 pl

Binary toksin cdtB geni i¢cin PZR reaksiyon kosullari (25):

Reaksiyon karisimi: Reaksiyon kosullari:

PCR Master karigimi 25 pl

CtdB -F 1l 94°C’'de 45 sn

CtdB -R 1l 52°C'de 1dk 35 dongu
Distile su 18 ul 75°C’'de 80 sn

DNA 5 ul

Toplam hacim: 50 pl .
3.2.10. Agararoz Jel Elektroforezi:

Elde edilen PZR Urdnleri, etidyum bromid iceren %Z2’lik agaroz jelde ve 1xTBE
tamponu icinde 90 V’'de 1 saat yurutulmius ve olusan bantlar UV 1s1g1 altinda

g6zlemlendikten sonra yorumlanarak fotograflari ¢ekilmigtir.

3.3 ARASTIRMA ETiK KURUL ONAYI

MAR-Y(C-2008-0107 protokol no’lu c¢alismamiz, Arastirma Etik Kurulu
tarafindan incelenerek, B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/302 sayih vyazisi ile

onaylanmistir.
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4. BULGULAR

Eylil 2006-Subat 2008 tarihleri arasinda, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na toksin istegi ile gonderilen 633
digki 6rneginden toplam 50 (%7.8) C.difficile kokeni izole edilmistir. Ayni
hastadan birden fazla Ornekten elde edilen kdkenlerden sadece birisi

calismaya alinmistir.

C.difficile kokeni izole edilen hastalarin 24’G (%48) kadin, 26’s1 (%52) erkekdir.
Yas ortalamasi 35.94(xstandart sapma, £27.67) olup hastalarin 12’si 1-9 yas,
9Qu 10-19 yas, 3'U 20-29 yas, 3’ 30-39 yas, 2'si 40-49 yas, Q'u 50-59 yas,
4’0 60-69 yas ve 8'i 70 yas uzeri grupta yer almaktadir (Tablo 6).

Hastalarin 28’i (%56) dahili bilimler, 11’i (%22) pediatri bélimu, 6’s1 (%12)
cerrahi bilimler, 3'U (%6) yodun bakim ve 2’si (%4) kemikiligi transplantasyon
béliminde takip edilirken antibiyotige badli ishal nedeniyle digkida toksin
isteminde bulunulmustur (Tablo 6).

Antibiyotige bagli ishal hastalarinin hangi antibiyotikler sonrasi ishal
gelistigi sorgulandiginda, tum hastalarda en sik kullanilan antibiyotikler
arasinda beta-laktamlarin 6ne c¢iktigi gdézlenmistir; penisilin  grubu 15,
sefalosporinler 15, penemler 12, florokinolonlar 11, aminoglikozidler 8 ve
glikopeptidler 10 hastada kullaniimistir. Bu hastalarin 29’unda tekli antibiyotik
kullanimi, 19’'unda  c¢oklu antibiyotik kullanimi, 2 hastada ise antibiyotik
kullanimi tespit edilememistir. Coklu antibiyotik kullanilan hastalarin 12’sinde
2’li, 7’sinde ise 3’lu antibiyotik kullanimi tespit edilmistir. Tum hastalarda, ishal
oncesi kullanilan antibiyotiklerin dagilimlari agagidaki tabloda verilmistir (tablo
6).
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Tablo 6.

Klinik ve epidemiyolojik veriler (n=50)

Hasta Yas/ B&lii Altta yatan Antibiyotik .
oo o6lim Tedavi
No Cinsiyet hastalik kullanimi
1 68/K Cerrahi Operasyon Ak Almamig
2 31/K Dahiliye Gastroenterit Cip Almis
3 52/E Dahiliye YB Ml imp+Cip+Pen Almis
4 45/K Cerrahi Pankreatit Cef Almamis
5 11/K Dahiliye AML Cef+Cip Almig
6 62/K Dahiliye SVO Cef Almisg
7 28/E Dahiliye Crohn Almamis
8 75/K Dahiliye Over Ca Cip Almamis
9 33/E Dahiliye Gastroenterit Cip Almamis
10 7/E Dahiliye Germ hiicreli tm imp+Ak Almig
11 10/K Pediyatri Noéroblastom imp+Va Almamis
12 63/E Dahiliye Nazofarinks Ca Pen Almamis
13 58/K Dahiliye Hodgin Lenfoma Cip Almis
14 70/E Cerrahi Larinks Ca Cef Almamis
15 44/K Dahiliye Renal Transplant Cef Almis
16 65/E Dahiliye KLL Cef Almamig
17 17/E Dahiliye AML Va Almamig
18 58/K Norosiruriji Optik Gliom Va+imp Almamis
19 19/K Pediyatri Miksoid Sarkom Cef Almamis
20 4/K Dahiliye Diyare Va Almig
21 57/E Dahiliye Hodgin Lenfoma Pen+Ak Almig
22 51/E Dahiliye Hipertansiyon Cip Almamig
23 5/K Dahilye Norofibromatosis Cef+Ak+Va Almamis
24 72/E Dahiliye Akut Peritonit imp Almamis
25 11/E Dahiliye Lenfoblastik len Cef+imp+Va Almig
26 76/E Néroloji SVO imp Almig
27 12/K Pediyatri ALL imp+Ak+Va Almig
28 11/E Pediyatri Losemi Cef+imp+Va Almis
29 82/K Dahiliye Kolon Ca Almig
30 28/K Dahiliye Addison Hst Cip Almamis
31 13/E Dahiliye Pleositik Pen+imp Almig
32 3/E Pediyatri ALL Cef+imp+Ak Almamig
33 4/E Pediyatri Pnémoni Pen Almamig
34 59/K Ortopedi DM Pen Almig
35 3/E Pediyatri Spina Bifida Cef Almamis
36 06-305- Cerrahi Mastoidit Va Almig
37 81/K Dahiliye KBY Cef Almig
38 56/E Dahiliye Gastroenterit Cip Almamig
39 30/E Dahiliye Gastroenterit Pen Almamig
40 11/E Pediyatri West Send Cef Almamig
41 80/E Dahiliye KOAH Va Almis
42 5/E Dahiliye Diyare Cef Almamis
43 74/K Dahiliye YB ABY Pen+Cip Almamis
44 3/E Dahiliye Bartter Send Almig
45 5/K Pediyatri Diyare Cef Almamig
46 3/E Dahiliye Diyare Pen+Cef Almamig
47 59/K Dahiliye AML Pen+Ak Almis
48 2/K Pediyatri Meningomyelose Cef+imp Almig
49 51/E Dahiliye Multipl Myelom Cef Almig
50 5/K Dahiliye Noéroblastom imp+Ak Almamig
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Elde edilen suslar kesin tlr tanisi amaciyla rapid ID 32 A sistemi ile
incelenmistir. izole edilen tiim C.difficile suslarinin biyokimyasal dzelliklerine
bakilmig,Prolin arilamidaz ve LOsin arilamidaz reaksiyonu pozitif olarak
g6zlenmis diger tUm reaksiyonlar negatif olarak tesbit edilmistir.Bu sonuglara

g6re tim kokenler C.difficile olarak adlandiriimistir.

Kdékenlerden yapilan Triage Kit calismasinin 50’sinde (%100) C.difficile
glutamat dehidrogenaz enzimi pozitif bulunmus ve ayni kit ile toksin A; 28(%56)
ornekte pozitif bulunmustur. Ayni  kdkenlerden vyapilan immunocard

calismasinda ise 36 (%72) 6rnekte toksin A/B pozitif bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. Triage kit ve immunocard ile C.difficile, toksin A/B sonuglarinin

dagihimi

Pozitif (+) Negatif (-)
TRIAGE KiT N % N %
C.difficile 50 100 0 0
Toksin A 28 56 22 44

Pozitif (+) Negatif (-)
iMMUNOCARD N % N %
Toksin A/B 36 72 14 28

PZR calismasinda ise 36(%72) hastada toksin A pozitif, yine 36(%72)
hastada toksin B pozitif bulunmustur. Binary toksin A ve B ise higbir drnekte

saptanamamistir (Tablo 8).

Tablo 8. PZR ile toksin A/B ve binary toksin A/B sonugclarinin dagilimi

Pozitif (+) Negatif (-)
PZR N % N %
Toksin A 36 72 14 28
Toksin B 36 72 14 28
Binary toksin A 0 0 50 100
Binary toksin B 0 0 50 100
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9101112131415 16 17 18

Sekil 4. Kokenlerin Toksin A ve B gen durumunun agaroz jeldeki

goriintlisu

Binary Toxin B

m 11 12 1314 15 16 17 18

Binary Toxin A

12 3 4 56 7 8 - L +9 1011 12 13 1415 1617 181920 2122 23 24 25

Sekil 5. Kokenlerin “binary toksin” cdt A ve cdt B gen durumunun agaroz

jeldeki goriintlisu
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Orneklerin Triage kit , Immunocard kiti ile elde edilen sonuglari ve tim
kokenlerin PZR ile elde edilen toksin gen durumlari gértlmektedir.(Tablo 9a-
Tablo 9b)

Tablo 9a. Toksin liretiminin tespitinde kullanilan yontemlerin sonuglari

Triage Kit immunocard
Sonuclari Kit Sonuglari PZR Calisma Sonuglari
C.difficie | 1Ok Toksin A/B qp | tcdB | CdtA | caB
1 + + + + | + | - -
2 + + + + | + | - -
3 + _ _ _ _ _ _
4 + _ _ _ _ _ _
S + + + + |+ | - -
6 + + + + |+ | - -
7 + _ _ _ _ _ _
8 + + + + |+ | - -
9 + + + + |+ | - -
10 + + + + |+ | - -
11 + _ _ _ _ _ _
12 + + + + + - -
13 + - + + | + | - -
14 + _ _ _ _ _ _
19 + + + + | + | - -
16 + _ _ _ _ _ _
17 + + + + + - -
18 + + + + |+ | - -
19 + - + + + - -
20 + + + + + - -
21 + - + + + - -
22 + - + + |+ | - -
23 + _ _ _ _ _ _
24 + + + + | + | - -
25 + + + + + - -
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Tablo 9b. Toksin uretiminin tespitinde kullanilan yontemlerin sonuglari

Triage Kit

Sonuglari

immunocard

Kit Sonuglari

PZR Calisma Sonuglari

C.difficile

Toksin
A

Toksin A/B

tcdA

tcdB

CdtA

CdtB

26

+

+

+

+

+

27

+

28

29

+ |+ |+

+ [+ |+

+ [+ |+

30

31

32

33

34

+

+ |+ |+ |+

++ |+ |+

++ |+ |+

35

36

37

38

39

+ 4+ |+

+ |+ |+ |+

+ I+ |+ |+

+ I+ |+ |+

40

41

=+

+

+

+

42

43

44

+ |+

+ |+

+ |+

45

46

47

48

49

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

50
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Diskidan EIA yontemi ile toksin A+B arastirma yontemi ile kdkenlerden
galisilan PZR’ nu sonuglar kargilastirildiginda; diskidan EIA yonteminin
kokenlerden caligilan PZR’ una gore duyarhhdr %83.3, seciciligi %100 pozitif
prediktif degeri %70 negatif prediktif degeri %100 olarak saptanmistir(Tablo
10).

Tablo 10. Diskidan EIA yontemi ile toksin A+B bakilmasinin PZR ile

karsilagtirmasi

P PZR : Toplam
Diski EIA toksin A+B Pozitif Negatif
Pozitif 30 0 30
Negatif 6 14 20
Toplam 36 14 50

Kalturde uretilen kokenlerden EIA yontemi ile toksin A+B arastirma yontemi
ile yine kokenlerden galisilan PZR ‘nu sonuglari karsilastirildiginda; kultarden
EIA yontemi ile toksin A+B arastirnimasinin  duyarllik, segicilik, pozitif ve

negatif prediktif degerinin %100 oldugu gozlenmigtir.(Tablo 11)

Tablo 11. Kiiltiirden EIA yontemi ile toksin A+B bakilmasinin PZR ile

karsilagtirmasi

PZR
— - Toplam
Kiiltiir EIA toksin A+B | Pozitif Negatif
Pozitif 36 0 36
Negatif 0 14 14
Toplam 36 14 5

Digkidan EIA yontemi ile toksin aranmasi sonucu 30 pozitif ve 20 negatif

sonug elde edilmigtir. Kultirden EIA yontemi ile toksin aranmasi sonucunda ise
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20 negatif sonugtan 6’s1 pozitif olarak saptanmistir. Bizim ¢galismamizda sadece
digkidan EIA yontemi ile toksin A ve toksin B arastirilarak elde edilen sonuglar
kultirden EIA yontemi ile toksin A ve toksin B arastirnimasiyla
karsilastinldiginda %12 yalanci negatiflik saptanmistir.(Grafik-1)

Grafik 1. Digkidan EIA ile toksin aranmasi ile elde edilen sonuglar
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5. TARTISMA

Antibiyotiklerin kesfi ile insanoglunun yasam suresi uzayarak, yasam kalitesi
artmigtir. Bircok bakteriyel enfeksiyonun tedavisi problem olmaktan ¢ikmis,
mortalite ve morbidite oranlari azalmistir. Ancak diger taraftan tani ve tedavi
amaclyla uygulanan invazif girisimler ve bilingsiz antibiyotik kullanimlari
istenmeyen birgok yan etkiyi beraberinde getirmigtir. Vicudun normal
mikroflorasinin baskilanmasi ve bu mikrofloranin kontrolt altindaki patojenlerin
asiri ¢cogalmasi sonucu ortaya ¢ikan enfeksiyonlar bu yan etkilerden biridir.
C.difficile enfeksiyonu bu tip enfeksiyonlara iyi bir &rnektir. Antibiyotik
kullaniminin bagirsak florasina yaptigi etki, ila¢ kesildikten sonraki 6-8 haftaya
kadar uzayabilmektedir. Clostridium difficile ile iligkili ishal 6zellikle hastanede
yatan hastalarda genis spektrumlu antibiyotik kullanimina bagli olarak ortaya
cikabilmektedir .Genellikle ekzojen kaynakli olan enfeksiyonun gelisiminde ileri
yas, kullanilan ilaglar (antibiyotik, antiperistaltik, immunsupresif, antineoplastik,
narkotik analjezikler vb.), yapilan girigsimler (lavman, nazogastrik tup), altta
yatan ciddi hastalik (kanser, AIDS, bdbrek yetmezligi vb.), hastanede kalig
suresi, yogun bakim Unitesinde kalma gibi farkh risk faktorleri rol

oynayabilmektedir (22).

Pepin ve ark. Kanada’nin Ouebec bolgesinde vyaptiklari ¢alismada,
1991-2003 vyillari arasinda C.difficile iliskili ishal hastalarinin 1991-1992
yillarindaki orani % 7.1, 2003’te ise% 18.2 saptamiglardir. Tanidan sonra 30
gun iginde 6lum orani 1991-1992 yillarinda % 4.7 iken, 2003 yilinda % 13.8’e
kadar ciktigi bildirilmistir (39).

Bizim c¢alismamizda  2006-2008 vyillarinda isleme alinan 633 diski
orneginden 50’sinde(%7.8) C.difficile saptanmis ve bu hastalarin U¢ ayhk
takibinde 6lum saptanmamistir.

C.difficile’ye bagli ishalde en énemli risk faktdrlerinden birisi antibiyotik
kullanimi  olup segilen antikemoterapotik gruplari Ulkeden ulkeye hatta

hastaneden hastaneye bile degisebilmektedir.
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Urban ve ark. Macaristan’da yaptiklari ¢alismada, kendi hasta gruplarinda
en c¢ok beta-laktam, daha sonrada kinolon kullaniminin C.difficile’ye bagl
ishalde 6nemli rol oynadigini vurgulamiglardir (40).

Wirstrdm ve ark. isvec¢’te antibiyotige bagh ishalli olgularda yaptiklari
calismada sefalosporin,klindamisin ve genis spektrumlu penisilin kullaniminin

C.difficile’ye bagli ishal riskini artirdigini géstermistir (41).

Ulkemizde Ercis ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada antibiyotige bagli
ishal veya psédomembranoz enterokolit 6n tanili hastalarin digki orneklerinde,
C.difficile toksin varhigini ve klinik bulgular arasindaki iligkiyi gostermek amaci
ile yaptiklari calismada C.difficile’ye bagh ishalin, hastalarin buyuk
cogunlugunda (32/68) beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinasyonlarinin
kullanimina bagli olarak gelistigi gézlenmistir, bunu aminoglikozidlerin (12/68)

ve sefalosporinlerin (8/68) kullaniminin izledigi bildirilmistir (42).

Altindis ve ark. yaptigi ¢alismada ise hastalarin %84.6’sinin (11/13)
ampisilin/sulbaktam, birer hastanin (%7.7) ise kotrimoksazol ve makrolit
kullandigi tesbit edilmigtir. Ampisilin/sulbaktam kullaniminin istatistiksel olarak

anlamli oldugu bulunmustur (p 0.05) (43).

Bizim calismamizda ise pozitif hastalarin 15'inde  penisilin grubu
antibiyotikler, 15’inde sefalosporinler gibi beta-laktam antibiyotiklerin
kullanimlarinin fazla oldugu bunlari ise sirasi ile penemlerin , florokinolonlarin

ve makrolidlerin takip ettigi saptanmigtir.

Buchner ve ark. galismasina gore kanser, kemoterapi, solunum yollari
enfeksiyonlari ve bobrek yetmezligi gibi altta yatan cesitli hastaliklar

C.difficile’ye bagl ishale yakalanma riskini artirmaktadir (44).

Ercis ve ark.’nin yaptigi galismada hastalarin 36’sinda (% 52.9) altta yatan
hastalik varhidi belirlenmigtir. Bu hastalarin 18’'inde kronik obstruktif solunum
yolu hastaligi ve bobrek yetmezligi, 11’inde kanser ve 7’sinde diger hastaliklar

(diyabet, hepatit, transplantasyon ve multiple skleroz) mevcuttur (42).
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Bu c¢alismada C.difficile Uretilen hastalarin 42’sinde (%84) altta yatan
hastalik varligi belirlenmigtir. Bu hastalarin 22’sinde kanser, 3’Unde kronik
obstruktif solunum yolu hastaligi ve bobrek yetmezligi ve 17’sinde diger

hastaliklar (diyabet, pankreatit, Chron, transplantasyon) bulunmustur.

Wroblewska ve ark. yaptiklari galismada, 1998 ve 2002 yillari arasinda
hastanede yatan hastalar iginde en fazla toksin pozitif 6rnek génderilen servis
%51.1 ile hematoloji ve onkoloji servisi olup, bunlari takiben % 8.3'G ndroloji,
%8’i nefroloji, %7’si genel cerrahi, %6.2’si ndrosirurji servislerinden gelmigtir
(45).

Altindis ve ark. yaptiklari galismada antibiyotige bagh gelisen hasta
orneklerinin kliniklere gére dagilimi siklik sirasina goére, dahiliye (41.7),
enfeksiyon hastaliklari (15.3), cerrahi/anestezi/yogun bakim (%12), norosirurji
(%5.4), gogus hastaliklari (4.4), fizik tedavi ve rehabilitasyon klinikleri (3.2) ve
daha az oranda da diger bdlimlerdir. Dahiliye kliniginden kabul edilen
hastalarin fazlaligi diger kliniklere gore istatiksel olarak anlaml bulunmustur (p
0.05) (43).

Bu calismada hastalarin kliniklere gére dagihmi gézden gegirildiginde; 28
hasta ile dahiliye ve 11 hasta ile pediatri servislerinde yogunlastiklari, bunlari

diger Kliniklerin takip ettigi (yogun bakim, cerrahi servisi ve KiT ) saptanmistir.

Dunyada C.difficile’ye bagli ishal hastanelerde yaygin olarak gértlmekte ve
yillarla birlikte artma egilimi gostermektedir. Hastane kaynakli ishal etkenleri

icinde C.difficile saptanma orani %8-10’dur (22).

Barbut ve ark. hastane kaynakl ishali olan 344 hastayla yaptiklari
calismada 35 (%10.2) hastada C.difficile saptamiglardir (46).

Ulkemizde de bu alanda cesitli arastirmalar yapilmistir. Eskitirk A. ve
ark.’nin 1993 yilinda yayinlanan, digkida az rastlanan bakterileri (Aeromonas,
Clostridium difficile, Yersinia enterocolitica ve VETEC) arastirdiklari

calismalarinda C.difficile oranini %12.9 olarak saptamiglardir (47).
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Altindis ve ark. 2007 yilinda yaptiklari ¢calismada 91 hastadan 13’Unun
(%14.3) kulturinden C.difficile izole etmiglerdir (43).

Bizim g¢alismamizda toksin istegi ile gelen 633 diskinin 50’sinde (%7.8)
kulturde C.difficile saptanmistir.

C.difficile kokenlerinde toksin varliginin arastiriimasi amaciyla pek ¢ok
calisma yapilmigtir. Yolken ve ark. ilk kez 1981 yilinda C.difficile toksin varligini
saptama amaci ile EIA testini gelistirmiglerdir (54). Bunu takiben yapilan
caligsmalar sonucunda yalnizca toksin A’yi ve toksin A + B ‘yi beraber saptayan

kitler gelistirilmistir (28).

Schroder ve ark. (49), C.difficile icin EIA yontemiyle Toksin A+B’nin
beraber saptandigi testin en yaygin dogrulama testi oldugunu, 6zgullugunin

%93-100,duyarlihdinin ise %63-99 civarinda oldugunu bildirmigtir.

Cok merkezli bir calismada diski 6rneginde altin standart yontem olan
hdcre kultara ile toksin A+B EIA test karsilastirmasi yapilarak toksin aranmis,

yonteminin duyarhligi %92.2, 6zgullugu ise %100 olarak saptanmistir (50).

Aldeen ve arkadaglarinin yaptigi bagka bir calismada ise 1109 ishalli digki
ornedi toksin A+B EIA ile test edilmis ve referans kabul edilen sitotoksik hiicre
kaltura ile karsilastinlmigtir. Testin duyarhligi %94.3,6zgulligdu %99.3 olarak
saptanmistir. Sitotoksik hlcre kultari ile toksin A+B sonugclari arasindaki uyum
%98.5 olarak bulunmustur (51).

Kanada'da 400 gaita oOrneginin, Triage C.difficile test Toxin A (TCT),
TechLab C.difficile Toxin A-B enzim immunassay (EIA) yontemlerinin hlicre
kultaru sitotoksite testi ile karsilastinldigi bir ¢alismada, TCT’nin duyarlihgi
%93, oOzgulligu %89  EIA’in duyarlihdi  %89,6zgulligi. %99  olarak
saptanmistir(52).

Ulkemizde vyapilan C.difficile toksin prevelans c¢alismalarinda degisik
sonuglar saptanmigtir. Ulkemizde Ercis ve ark. tarafindan yapilan bir calismada

antibiyotige bagli ishal veya psédomembrandz enterokolit 6n tanili hastalarin
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digki érneklerinde, C.difficile toksin varligini gdstermek amaci ile yaptiklari
calismada Toksin A ve/veya B varligini EIA ydntemleriyle arastirmiglardir.
incelenen 726 digki érneginin 62’sinde toksin A ve 6’sinda toksin B olmak

uzere toplam 68’inde (% 9.4) pozitiflik saptamiglardir (42).

Buyukbaba’'nin (53) yaptigi bir galismada C.difficile 6n tanisi ile 1998-
2000 yillar arasinda 360 hastanin digki 6rneginde ImmunoCard Toksin A
(Meridian Diagnostic) kiti ile, 2000-2002 yillari arasinda 400 diski érneginde
Premier Toxin A/B (Meridian Diagnostic) kiti kullanilarak toksin varhgi
arastirilmistir. ilk calisma déneminde toksin A varligi hastalarin %4.7’sinde,

ikinci gcalismada ise toksin A/B varligi hastalarin %12’sinde saptanmistir.

Calismamizda Triage Clostridium difficile Panel (Biosite) EIA Kkiti ile
Toksin A ve C.difficile ortak antijeni bakilmig ortak antijen (glutamat
dehidrogenaz) hepsinde saptanirken, Toksin A  28'sinde (%56) pozitif
saptanmigtir. ImmunoCard toksin A+B EIA kiti ile 36 (72%) 6rnekte toksin

pozitif bulunmusgtur.

Toksin istegi ile gelen drneklerin toksin negatif gikan test sonuclarinin ayni
ornedin kulturde dretilen C.difficile kdkeninden cgesitli yontemlerle yeniden
cahsildiginda pozitiflesebildigi bildiriimistir. Bunun nedeni olarak C.difficile
toksinlerinin yapisinin bozulmasi, bu bozulmaya digkinin transportu esnasinda
serbest toksinlerin salinmasi, fekal proteolitik enzimlerin agiga ¢ikmasi, Isi

degisikligi gibi faktorler gosterilmektedir (54).

Bizim calismamizda digkidan EIA yontemi ile toksin A+B arastirma
yontemi ile PZR’'nu sonuglari karsilastirildiginda; diskidan EIA yonteminin
PZR’'una godre duyarhligi %83.3, seciciligi %100 pozitif prediktif degeri %70
negatif prediktif degeri %100 olarak saptanmistir. Duyarhihdinin dusik
olmasinin nedenleri olarak toksin yapisinin transport esnasinda bozulmasi, i1si

degisimi gibi faktdrlerden kaynaklandigi sdylenebilir.

Calismamizda kultirden EIA yontemi ile toksin A+B arastirma yontemi ile

PZR ‘nu sonuglari kargilastirildiginda; kaltirden EIA yontemi ile toksin A+B
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arastirlmasinin duyarlilik, segicilik, pozitif ve negatif prediktif degerinin %100

oldugu gozlenmigtir.

Bouza ve ark. 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada 1992-1999 yillari
arasinda gelen 8241 digki ornegine hucre kulturu ile sitotoksite testi yapiimig
ve bunlar ayni zamanda CCFA besiyerine ekilmis ve burada uretilen kdkenler
yeniden hulcre sitotoksite testi ile g¢alisiimis ve pozitif bulunan 1691 (% 20.5)
ornegin 1437’si (%85) digki ¢caligilarak tesbit edilirken, 254 (%15) pozitif sonug
kokenden calisilan sitotoksite testi ile tesbit edilmigtir (54).

Bizim galismamizda diskida EIA yontemi ile toksin aranmasi ile
30’'unda pozitif sonu¢g saptanirken, toksin istegi ile gelen digkilardan Uretilen
C.difficile kdkenleri yeniden kultirden Immunocard EIA ile ¢alisiimig ve 6 (%12)

kokende negatif olan sonug pozitiflesmistir.

C.difficile’nin ana virulans faktorl olarak bilinen toksin A (TcdA) ve toksin
B (TcdB) disinda Uguncu toksin olarak (binary toksin CDT) bazi kdkenlerde
saptanmigtir (3,18). Binary toksin varliginin saptanmasi i¢in bu gune kadar
gelistirilmig bir kit mevcut degildir. Bunun yaninda bazi kdkenlerde toksin A-/
B+ olarak saptanmigtir. Binary toksin geni tasiyan C.difficile kokenlerinin
tanimlanmasi ¢ogu tani laboratuvarinda mimkin olmamaktadir. Toksin A-/B+
kokenlerin ayni zamanda binary toksin geni tagiyan kokenlerin PZR yontemi ile
toksin genlerinin arastiriimasi ile ancak varyant kokenler

saptanabilinmektedir.(3)

Pituch H. ve ark.2005 yilinda Polanya’da 58 ornek ile yaptiklari bir
calismada kokenlerinde binary toksin gen varligini arastirmiglar 41 toksin
A+/B+ hastanin 5’'inde binary toksin gen varhgir saptanmis 17 toksin A-/B+
kOkenlerinin higbirinde binary toksin genine rastlanmamistir. Binary toksin

prevalansi bu galismada %8-6 (5/58) olarak tesbit edilmistir (55).

Gongalves ve ark. 2004 vyilinda yaptiklari ¢alismada 369 kodkenin 22
(%6)’'sinde binary toksin saptamiglardir. Bu 22 kdken TcdA ve TcdB yoninden

incelendiginde hepsinde bu iki toksinin Uretimi oldugu saptanmistir (26).
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Barbut ve ark. 2007°de yaptiklari Turkiye'nin farkh hastanelerinden izole
edilen kokenleri de i¢ine alan ¢ok merkezli bir ¢galismada 411 kokenin 86’si
toksin varyant olarak tesbit edilmis,66’sinda binary toksin pozitif saptamis,
Turkiye’den gonderilen kokenler igerisinde ise varyant koken ve binary toksin

iceren kdkene rastlanmamistir (56).

Aragtirma kriterlerine uygun olarak calismaya alinan 50 izolatin PZR
yontemi ile toksin genlerine bakilmig, kdkenlerin 36’sinda tcdA ve tcdB geni
pozitif bulunmustur. Hastanemizde izole edilen C.difficile kdkenlerinde PZR
yontemi ile varyant toksin Uretimi ve binary toksin gen varligi arastiriimis higbir
kokende binary toksin geni saptanmamigs ve toksin genlerinde herhangi bir

varyasyona rastlanmamistir.

Bizim c¢alismamizin sonuglari incelendiginde ise C.difficile kodkenlerinin
sadece toksin A'y1 saptayan kit ile yapilan analiz ve ayni anda toksin A ve
toksin B‘nin birlikte saptandigi kit ile elde edilen pozitif sonuglar
kargilastirildiginda toksin A+B’nin birlikte saptandigi kit'in sonuglarinin daha
anlaml oldugu goérulmasgtur. C.difficile enfeksiyonlarinin tedavisinde her iki

toksini birlikte saptayan kitlerin kullaniimasinin uygun oldugu gosterilmigtir.

Toksin istegi ile gelen drneklerin toksin negatif ¢ikan test sonuglarinin
bizi yaniltabilecegi g6z o©onune alindiginda gelen oOrneklerin kalttrdnun
yapillmasi bu acgidan 6nem kazanmaktadir. Calismamizin sonuglarina goére
laboratuvarlarda kultirden EIA yontemi ile toksin aranmasinin  yalanci
negatifligin dnlne gecilebilecegi saptanmis ve olanagi olan laboratuarlarda

C.difficile i¢in kultirun rutin olarak yapilmasinin gerektigi dusunualmektedir.

Ulkemizde toksin varli§i EIA ve ELISA yéntemleri ile calisiimakta, fakat
genotipik olarak toksin A/B ve binary toksin varligini arastiran yayinlanmis bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu galismada laboratuvarimiza toksin
istegi ile gelen ve diskisinda C.difficile izole edilen kdkenlerde toksin varliginin
genotipik yontemlerle arastirimasi bu kdkenlerdeki varyant toksin Uretiminin
ve yurtdisinda epidemilere yol agtigi saptanmig olan binary toksinin, hastane

kokenlerimizde ki varhidina bakilarak hastanemizdeki prevelansi arastiriimistir.
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C.difficile izolatlari icin yeni ortaya cikabilecek epidemik izolatlarin
saptanmasi adina suglarin karakterizasyon degisikligi agisindan bu tdr
genotipik arastirmalarla kontrol edilmesi Onerilmekte ve c¢okmerkezli
calismalarla bu dizenli olarak yapilmaktadir. Bizim g¢alismamizin 1si1ginda
yapilacak diger calismalarin da Ulkemizde gelecekte C.difficile izolatlarinda
olabilecek genotipik degisikliklerin anlasilabilmesi adina yarar saglayacagini

dusunmekteyiz.

52



KAYNAKLAR

1. Sdyletir G, Topgu AW, Doganay M. Infeksiyon hastaliklari ve
Mikrobiyolojisi. Antibiyotige bagli kolitler (Clostridium difficile Koliti)
S:762.

2. Kiyam M, Ustagelebi $.(ed)(1999). Temel ve Klinik Mikrobiyoloji.
Anaerob, sporlu,gram pozitif basiller.s:645-648

3. Rupnik M. How to detect Clostridium difficile variant strains in a routine
laboratory. Clin Microbio infect. 2001 Aug; 7(8):417-20.

4. Julian Rood (ed) Enterotoxins. The Clostridia: Moleculer Biology and
pathogenesis. 1997; s:369

5. Brazier JS. The diagnosis of Clostridium difficile-associated disease. J.
Antimicrob Chemother. 1998 May;41(suppl)C:29-40.

6. Snyder M. L. Further studies on Bacilius difficilis. J. Inf. Dis.
1937;60:223-231.

7. Mc Bee, R.H. Intestinal flora of some antarctic birds and mammals. J.
Bacteriol. 1960;79:311-12.

8. Tedesco FJ, Barton RW and Alpers DH. Clindamycin-associated colitis.
A prospective study. Annals of internal Medicine. 1974. 81,429-433

9. Larson HE, Parry JV, Price AB, Davies DR, Dolby J and Tyrell DAJ.
Undescribed toxin in pseudomembranaus colitis. British Medical
Journal.1977. 1246-8

10.Barlett JG, Onderdonk AB, Cisneros RL and Kasper DL. Clindamycin-
associated colitis due to a toxin-producing species of clostridium in
hamsters. J Infect Dis. 1977 Jul 1;190(1):202-9.

11.Poxton |.R.,McCoubrey J.,Blair G.The Pathogenicity of Clostridium
difficile.Clin.Microbiol infect 2001:7:421-427

12.Collins, M. D., P. A. Lawson, A. Willems, J.J. Cordoba, J. Fernandez-
Garayzabal, P. Garcia, J. Cai, H. Hippe, and J.A. Farrow. 1994. The
phylogeny of the genus Clostridium: proposal of five new genera and

eleven new species combinations. Int J Syst Bacteriol. 44:812-826.

53



13.Koneman EW. (1997). The Anaerobic Bacteria. In: Koneman E W, Allen
S D, Janda M, Schreckenberger P C, Winn W C(eds). Color Atlas and
Text Book of Diagnostic Microbiology. Fifth edition, Philadelphia:
Lippincott Company, 709-784

14.1senberg HD.(ed) (2004) Anaerobic Gram Pozitive Bacilli. Clinical
Microbiology Procedures Handbook. American Society for Microbiology,
Washington DC, Vol 1, pp 4.11.1-4.11.9.

15.Summanen P, Baron EJ, Citron DM, et al. (1993). Laboratory Tests for
Diagnosis of Clostridium difficile Enteric Disease. Wadsworth Anaerobic
Bacteriology Manuel. Star Publishing Company, California, 5.Ed, pp 95-
101.

16.Fekety R. Antibiotic-Associated colitis. In: Mandell GL, Douglas RG,
Bennet JE. (ed.). Principles and Practice of Infectious Disease. Third
edition, New York: Churchill Livingstone, 1995; 978-986.

17.Engelkirk G.P.,Engelkirk D.J.Anaerobes of Clinical Importance.
In:Mahon R.C.,Lehman C.D.,Manuselis G.(ed.)Diagnostic Microbiology.
Third edition,2000;587-641

18. Popoff, MR, EJ Rubin, DM Gill and P Boquet. Actin-specific ADP-
ribosyltransferase produced by a Clostridium difficile strain. Infect
Immun 1988; 56:2299-2306.

19.Dupuy B.,Govind R,Antunes A. and Matamouros S.Clostridium difficile
toxin synthesis is negatively regulated by TcdC.JMM 2008;57,685-689.

20.Fekety R. Guidlines fort he diagnosis and management of Clostridium
difficile associated diarhea and colitis American Collage of
Gastroenterolgy, Practice parameters comitee. Am J Gastroenterol
1997;92:739-750.

21.Bartlett JG. Antibiotic associated diarrhoea. N Engl J Med. 2002;
346:334-339.

22.Barbut F, Petit JC. Epidemiology of Clostridium difficile associated
infections. Clin Microbiol infect. 2001; 7:405-410.

23.Worsley MA. Infection control and prevention of Clostridium difficile
Infection JAC. 1998;41 suppl. C:59-66.

54



24.Cerquetti M, Luzzi |, Caprioli A, Sebastianelli A, et al. Role of Clostridium
difficile in childhood diarrhea. Pediatr Infect Dis J 1995;14(7):598-603.

25.Stubbs S.Rubnik M.Gibert M.Brazier J.Duerden B.Popoff M.Production
of actin-spesific ADP- ribosyltrasferase (binary toxin) by strains of
Clostridium difficile 2000 March:307-312

26.Gongalves C, Derce D, Barbut F, Burghoffer B and Petit JC. Prevalence
and Characterization of a Binary Toxin (Actin-Specific ADP-
Ribozyltransferase) from Clostridium difficile. J Clinic Microbiol. 2004
May; p. 1933-1939.

27.Rupnik M, Grabner M, Geric B. Binary toxin producing Clostridium
difficile strains. Anaerobe 9. 2003; 289-294.

28.Yucesoy M.,McCoubrey J.,Brown R.,Poxton.R.l.(2007)Detection of toxin
production in Clostridium difficile strains by three different metods.Clin
Microbiol Infect 8:413-418

29.Brito GAC, Sullivan GW, Ciesla WP, Carper HT, Mandell GL and
Guerrant RL. Clostridium difficile Toxin A Alters In Vitro-Adherent
Neutrophil Morphology and Function. J Infect Dis. 2002; 185:1297-306.

30.Borriello SP. Pathogenesis of Clostridium difficile Infection. JAC.
1998;41:13-19

31.Pothoulakis C and LaMont JT. Clostridium difficile Colitis and Diarrhea.
Gasttrenteol Clin N Am 1993; 22:623-637.

32.Brazier JS. The epidemiology and typing of Clostridium difficile. J.
Antimicrob Chemother. 1998;41:47-57.

33.Borriello SP and Wilcox HM. Clostridium difficile infections of the gut:the
unanswered questions.. JAC. 1998;41:67-69.

34.Wilcox M.H.(1998)Treatment of Clostridium difficile infection.JAC 41:41-
46

35.DN.Gerding,CA Muto,RC Owens.(2008)Clin Infect Dis.Jan 15;46 Suppl
1:532-42

36.immunoCard:Toxin A-B Test Card prosediirii.Meridyen

37.Triage C.difficile Panel :C.difficle common antigen or glutamate

dehydrogenase procedure.Biosite

55



38.Kato H.,Kato N.,Watanabe K.,Iwai N.,NakamuraH.,Yamamoto,Suzuki
K.,Kim S,Chong Y.,Wasito B.E.(1998)Identification of Toxin A-
Negative, Toxin B-pozitive Clostridium difficile by PCR. . J Clinic
Microbiol.,.p.2178-2182

39.Pepin J.,Valiquette L.,Alary ME.,Villemure P.,Pelletier A.,Forget
K.,Pepin K.,Chouinard D.(2004) Clostridium difficile-associated diarrhea
in a reagion of Quebec from 1991 to 2003:a changing pattern of disease
severity. CMAJ.31;171(5):466-472.

40.Urban E.,Tusnadi A, Terhes G,Nagy E(2002) .Prevalence of
gastrointestinal disease caused by Clostridium difficile in a university
hospital in Hungary.J Hospital Infect ,51:175-178.

41.Wistrom J,Norrby SR,Myhre EB, et al(2001)Frequency of antibiyotic-
associated diarrhoea in 2462 antibiyotic-treated hospitalized patients:A
prospective study.J Antimicrob Chemother,47:43-50.

42.Ercis S.,Ergin A.,Hascelik G.(2004)Clostridium difficile’ye baglh ishal
olgularinin 6 yilhk degerlendiriimesi.Mirobiyol Bult 38:45-50.

43. Altindis M.,Usluer S.,Cift¢i H.i.,Tung N.,Cetinkaya Z.,Aktepe
C.O.Antibiyotige bagli ishal olgularinda Clostridium difficile varliginin
kaltur ve toksin saptama yontemleriyle arastiriimasi.Mikrobiyol Bult
(2007)41:29-37.

44.Buchner AM,Sonnenberg A:Medical diagnosis and procedures
associated with Clostridium difficile colits.Am J Gastroenterol
2001,96:766-772.

45.Wroblewska MM.,Swoboda-Kopec E.,r,Rokosz A.,et al.(2005)Detection
of Clostridium difficile and toxin A(Tcd A) in stool specimens from
hospitalized patients.Pol J Microbiol ;54:111-115

46.Barbut F.,Lelvan P.,Antoniotti G.,Collignon A.,Sedallian A.,Petit
J.C.(1995)Value of Routine Stool Cultures in Hospitalized Patients with
Diarrhea.Eur.J.Clin Microbiol infect .Dis.14:346-349.

47 .Eskitlrk A.,Soyletir G.(1994)lsolation rate of unusual bacterial
pathogens from stool cultures.Marmara Med.J;7:27.

56



48.Yolken RH,Whitcomb LS,Marien G.(1981)Enzyme immunoassay for the
detection of Clostridium difficile antigens.J.Infect Dis ;144:378.

49.Schroeder MS.(2005)Clostridium difficile associated diarrhea.AM.Fam
Physician.1;17(5):921-928.

50.Lyerly DM.,Neville LM.,Evans DT et al.(1998)Multicenter evaluation of
the Clostridium difficile TOX A/B Test.J Clin Microbiol.36:184-90.

51.Aldeen WE.,Binham M.,Aiderzada A,Kucera J.,Jense S.,Carroll
KC.,(2000)Comparation of the TOX A/B test to a cell culture cytotoksin
assay for the detection of Clostridium difficile in stools.Diagn Microbiol
Infect Dis.36:211-213.

52.Alfa MJ, Swan B, VanDekerhove B, Pang P, Harding GK. (2002). The
diagnosis of Clostridium difficile-associated diarrhea: comparison of
Triage C.difficile panel, EIA for Tox A/B and cytotoxin assays. Diagn
Microbiol Infect Dis, 43: 257-263.

53.Buyukbaba B. C.difficile enfeksiyonu 6n tanili hastalarin digki
orneklerinde Toksin A ve B’nin belirlenme sikhgi. Turk Mikrobiyol Cem
Derg. 2003;32:220-224.

54.Bouza E.,Pelaez T.,Alonso R.,Catalan P.,Munoz P.,Creixems
R.M.(2001) ‘Second —look’ cytotoxicity :an evaluation of culture plus
cytotoxin assay of Clostridium difficile isolates in the laboratory
diagnosis of CDAD 48:233-237.

55. Pituch H.,Rupnik M.,Woszczatynski P., Grubesic A.,Mikolajczyk
F.,Luczak M.(2005)Detection of binary-toxin genes(cdt A and cdt
B)among Clostridium difficile strains isolated from patients with
C.difficile-associated diarrhoea(CDAD) in Poland.Journal of Medical
Microbiology 54.143-147

56.Barbut F.,Mastrantonio P.,Delme M.,Brazier J.,Kuijper E.,Poxton
1.(2007)Prospective study of Clostridium difficile infections in Europe
with phenotypic and genotypic characterisation of the isolates. Clin
Microbiol Infect .13:1048-1057

57





