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OZET

Son 20 yilda gerek hastane, gerekse toplum kaynakli Clostridium difficile
enfeksiyon insidans ve mortalitesinde belirgin bir artis goriilmektedir. Bu ¢aligsmada,
hastanede yatanlarda gelisen veya toplum kaynakli ishali olan hastalarda toksijenik
C. difficile insidansinin ve izolatlarin toksin gen profillerinin arastirilmasi
amaglanmustir. Calismaya, Marmara Universitesi Hastanesinden, Agustos 2011-
Agustos 2013 tarihleri arasinda ishali olan 2740 hastanin digki ornekleri dahil
edilmistir. Orneklerden C.difficile toksin varligi, ticari bir enzim bagl floresan
calisma (ELFA- VIDAS, Biomerieux, France) kiti ile arastirilmistir. Digki
orneklerinin ayni1 zamanda segici besiyerinde ve anaerop ortamda kiiltlirii yapilmaistir,
[zole edilen organizmalar MALDI-TOF MS (VITEK MS, BioMerieux, Fransa) ile
tamimlanmus, toksinA, toksin B ve binary toksin genleri "in-house" polimeraz zincir
reaksiyonu ile tespit dilmistir. Seksen dort hastanin digki  Orneginden
C.difficile tiretilmistir. Bu hastalarin 76’sinda toksin A ve toksin B genleri
(tcdA+/tcdB+)  saptanmustir, ancak izolatlar arasinda varyant kokenlere (tcdA-
/tcdB+) veya binary toksin genine sahip olanlara rastlanmamistir. Toksin A/B gen
pozitiflik goriilme orani hastanede yatan hastalarda %6,6, toplum kaynakli ishali
olanlarda ise %1 bulunmustur. Elde ettigimiz verilere gore, su an i¢in varyant
kokenler veya binary toksin genine sahip kokenlerle ilgili bir risk mevcut olmamakla
birlikte, ileride olusabilecek salginlarin Onlenmesinde veya kontroliinde bu tip
aragtirmalarin siirdiiriilmesi ve izolatlarin 6zelliklerinin yakindan izlenmesinin 6nemi

bilyiiktiir.

Anahtar sozciikler: Clostridium difficile; toksin A; toksin B; binary toksin.



ABSTRACT

The incidence and mortality rate of hospital and community-
acquired Clostridium difficile infection have increased remarkably during the last
two decades. This study was designed to investigate the incidence of toxigenic C.
difficile and toxin gene profiles of strains isolated from community and hospitalized
patients with diarrhea. The stool specimens collected from 2740 patients at Marmara
University Hospital, between August 2011- August 2013, were included to the study.
The presence of C.difficile toxins in the samples has been screened by a commercial
enzyme linked flouroscent assay (ELFA- VIDAS, Biomerieux, France). Stool
samples were also cultivated on selective medium at anaerobic conditions, and the
isolates were identified by MALDI-TOF MS (VITEK MS, BioMerieux, Fransa)
system. In-house polymerase chain reaction was performed to investigate the
presence of toxin A, toxin B and binary toxin genes. Stool specimens from 84
patients yielded C.difficile in culture. Clostridium difficile isolates from 76 of these
patients were found positive for toxin A and toxin B genes (tcdA+/tcdB+), however
there were neither variant strains (tcdA-/tcdB+) nor binary toxin gene positive
isolates among tested bacteria. The incidence of toxinA/B gene positivity among
hospitalized and community acquired patients were 6.6% and 1%, respectively. The
current data have indicated that for the time being there were no risk for isolates
producing new toxin variants or binary toxin, however, continuous monitorization of
such C.difficile strains is of crucial importance in order to detect the emergence of

those strains and establish necessary control and preventive measures.

Key Words: Clostridium difficile; toxin A; toxin B; binary toxin.
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1. GIRIS VE AMAC

Gram pozitif, sporlu, zorunlu anaerop bir bakteri olan Clostridium difficile,
saglikli insanlarin %3’{iniin barsak mikrobiotasinda bulunabilir. Hastanede yatan
hastalarin barsaklarinda bulunma oran1 %7-11"e kadar artabilir (1). Normal barsak
mikrobiyotasi C.difficile kolonizasyon ve enfeksiyonunu 6nlemede en 6nemli bariyer
roliinii Gstlenmektedir. Saglikli bireyler, kolon mikrobiyotasinin bu koruyucu
etkisinden dolayr genellikle C.difficile enfeksiyonlarmma (CDE) karsi direnglidir.
Ancak mikrobiotanin, 6zellikle antianeorobik bir ajan olan klindamisin, penisilin ve
sefalosporin gibi genis spekturumlu antibiyotiklere maruziyeti sonucunda C.difficile
kars1 olan bu koruyucu mekanizma ortadan kalkar ve C.difficile gogalip hastaliga

sebep olabilir.

Hastane kaynakli enfeksiyonlar igerisinde 6nemli bir paya sahip C.difficile,
antibiyotik ile iligkili ishal ve kolitin en 6nemli etkenidir. Clostridium difficile bu
durumlarin yaklasik % 15-25’inden, pseudomembrandz kolitlerin (PMK) ise %
99’undan sorumludur. Clostridium difficile enfeksiyonlari, kendini sinirlayan hafif
ishalden PMK, toksik megakolon, intestinal perforasyon, septik sok hatta 6liime
kadar gidebilen klinik durumlara sebep olabilir (2, 3). Yukarida bahsettigimiz iizere
genis spektrumlu antibiyotik kullanrmi C.difficile ile iliskili enfeksiyon (CDIE)
gelismesinde en Onemli predispozan faktorii olusturmaktadir. Ancak antibiyotik
kullaniminin yanisira uzun siire hastanede yatis, ileri yashlik, yogun bakimda yatma,
proton pompa inhibitdrii gibi antitilser ilaglarin, antineoplastik ve immunsiipresiflerin
kullanilmasi, radyasyon, nazogastrik tiipler, barsak temizligi ve karin i¢i cerrahi gibi

gastrointestinal girisimler de CDE olusmasini kolaylastirict faktorlerdir (1, 4).

Sadece toksin tiretebilen C. difficile kokenleri CDE’ye yol agabilirler. Klasik
bilgilere gore C.difficile kromozomu’nun patojenite lokusunda (Paloc) bulunan tcdA

ve tcdB genleri tarafindan kodlanan toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin)



hastaligin patogenezinden sorumludur. Toksijenik C.difficile suslar1 genellikle her
iki toksini birlikte tiretirler. Bununla birlikte ilk kez 1990’11 yillarin baslarinda toksin
A-, toksin B+ (Toksin A-/B+) varyant kokenler tanimlanmustir (5, 6). Alfa ve ark. (7)
bu suslarin hastanelerdeki salginlardan sorumlu olduklar1 hakkinda ikna edici
kanitlar sunmuslardir. Ayrica, bazi iilkelerde hastane salginlarina neden olan,
enzimatik ve baglayici komponentlerinin cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlandigi
toksin A ve B’den farkli, “’binary toksin‘’ tireten kokenler bildirilmistir (8). Diinyada
bu yiizyilin basindan beri CDIE dramatik olarak artmaktadir. Bu artista, yiiksek
relaps oranlariyla birlikte daha ciddi hastaliklara sebep olan, binary toksin iiretimi

bulunan hipervirulan suslarin 6nemli bir paya sahip olduklari diisiiniilmektedir (9).

Calismamizda labaratuvarimiza toksin arastirilmasi istegi ile gonderilen veya
toksin bakilmasi istemi yapilmamis, gerek hastanede yatan gerekse poliklinige
basvurmus ishalli hastalarin 16kositli diski O6rneklerinden izole edilen C.difficile

kokenleri ile ilgili asagidaki amaglar hedeflenmistir;

v" Elde edilen izolatlarda toksin A, toksin B ve binary toksin varligini
arastirmak,
v' Toksijenik C.difficile iiretilen hastane ve toplum kaynakli hastalarin

risk faktorlerini degerlendirmek.

2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Clostridium difficile tanimlanmadan once, 1893 yilinda Finney tarafindan
mide operasyonu sonrasi postmortem olarak difteritik psddomembranlar
gosterilmistir (10). C. difficile ise ilk defa 1935 yilinda Hall ve O’toole tarafindan
“Anaerob gram pozitif basil” olarak tespit edilmistir. Bu bakteri {retilmesi zor

oldugu i¢in “Bacillus difficilis” olarak rapor edilmistir (11). Bu ¢alismada bakterinin



saglikli yenidogan infantlarin %50’sinin kolon mikrobiyotasinda mevcut oldugu

belirtilmistir.

Yine Hall ve O’toole tarafindan 1937 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda,
kemirgenler i¢in ciddi intraperitoneal sorunlara sebep olmakla birlikte yiliksek
derecede Oliimciil bir toksin trettigi gosterilmistir. Ancak, histotoksik klostridial
sendromla iligkisi saptanamadigl i¢in insan patojeni olarak diistiniilmemistir (12).
1950-1970 yillarinda antibiyotik kullaniminin artmasi sonrasi antibiyotik iliskili ishal
ve kolit vakalar1 daha sik gézlemlenmeye baslamistir. 1962 yilinda Smith ve King’in
yaptiklar1 arastirmada c¢esitli anatomik bdolgelerdeki enfeksiyonlarda saptanan
C.difficile nin herhangi bir sira dis1 6zellik gostermedigi belirtilmistir (13). Ancak,
gastrointestinal sistem gz Oniine alinmamistir. Bu yiizden, baska bir histotoksik
klostridial sendrom olan PMK ile iligkisinin saptanmas1 1978’e kadar gecikmistir

(14).

Sebebi saptamak i¢in kemirgen modelleri iizerinde bir ¢cok ¢alisma yapilmis,
antibiyotikle birlikte biitiin kemirgenlerde “islak kuyruk” ve dliimciil ¢ekitis (¢ekum
iltihab1) geligmistir. Yapilan ¢alismalarda 6zellikle hamsterlarin ¢ok zayif olduklari
ve klindamisin verilmesiyle 3-5 giin iginde ¢ogunun 6ldiigii gozlemlenmistir (15,
16). Diski ¢alismalarinda gazli gangren antitoksini tarafindan noétralize edilen bir
toksinin yiiksek titrelerde (10~ 5diliisyonda) varliginin gosterilmesi histotoksik
klostridia roliinii anlamada en 6nemli ipucu olmustur (17, 18). Sonraki ¢aligmalarda
gazli gangren anti-toksininin aktif komponentinin anti-C.sordelli toksini oldugunun
gosterilmesi, C.sordelli’nin etken oldugunun zannedilmesine yol agmustir (18).
Ancak, etkilenen hastalardan veya hamsterlardan alinan Orneklerle yapilan digki
kiltlirlerinde bu ajan saptanamamustir. Etkenin antijenik bir toksin {ireten bagka bir
klostridium tiirii oldugu diislinlilmiis ve arastirmalar sonucu 1978’de bu tiiriin

C.difficile oldugu anlagilmistir (19).

Ik olarak 1978 yilinda PMK ve antibiyotik iligkili ishal tanimlanmus,
vakalarin ¢ogunda C. difficile etken olarak saptanmistir. Klindamisin kullanimi ile
semptomlarin daha erken oOrtaya c¢iktigi gosterilmistir (20). 1979 yilinda C.
difficile’ye bagli PMK’nin ilk basamak tedavisi olan vankomisin uygulanmistir.

Ingiltere Saglik Giivenligi Komitesi, PMK'nmin en sik nedeni olarak belirlenen



klindamisin ve linkomisinin kullanimin1  kisitlamiglardir.  Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) 1980’lerde en onemli nozokomiyal ishal etkeni olarak

tanimlanmustir.

1980’lerin ortasinda, CDE antibiyotiklerin ciddi bir komplikasyonu olarak
modern tipta yerini almistir. En yaygin indiikleyici ajanlarin, genis spektrumlu
sefalosporinler ve klindamisin oldugu, Enzim Immun Assay’in (EIA) standart test
oldugu, oral vankomisin veya metronidazol’un ise standart tedavi oldugu kanisina
varilmigtir. Bunun yani sira vakalarin %90-95°’i nozokomiyal oldugu ve %?20-

25’inde relapslar gozlendigi anlasiimistir (21).

Tedavide, oral vankomisin diistiniilmiistiir. Keighley ve arkadaslarinin
yaptig1 randomize ¢alismada bu ilacin plaseboya agikca iistiin oldugu ispatlanmistir
(22). Bagirsaklarda emildigi ve bu sayede kolon i¢indeki konsantrasyonu C. difficile
icin su ana kadar kaydedilen en yiiksek Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK)
degerinden 100 kattan daha fazla oldugu saptanmistir (22-24). Amerika “’Food and
Drug Administration”” (FDA), vankomisini C.difficile enfeksiyonu (CDE) tedavisi
i¢cin onaylamig ve 2011 yilinda fidaxomisine kadar baska hi¢bir ilag FDA tarafindan
CDE i¢in onaylanmamistir. 1989 ve 1992 wyillar1 arasinda klindamisinin yogun
kullanilmast sonucu klindamisin direngli (J susu) sus, ABD hastanelerinde salginlara
sebep olmustur. 2003-2006 yillar1 arasinda da, standart tedaviye direngli, relapslara
sebep olan, daha siddetli CDE saptanmistir (25).

Klinik olarak ¢ok daha ciddi sekilde seyreden, ¢ogunlukla Avrupa, Kanada
ve ABD’de tespit edilen CDE salgininin ortaya ¢ikmasina kadar CDE ile alakali ¢ok
az yeni bilgi vardir (26-28). Bu salgin genel olarak ‘‘North American pulsotype
1”’(NAP-1) (Diger adiyla ribotip 027 ve B-1) olarak adlandirilan tek bir susa
baglanmistir. ABD’de, hastalik orani 3.5 kat, mortalite 4 kat artmistir (28). Bu durum
patofizyoloji, 6dnlem, saptama ve tedavi ilizerine 6nem veren C.difficile’e yonelik

saglam yeni bir ilginin gelismesine neden olmustur.

Clostridium difficile enfeksiyonu ile ilgili daha giincel gelismelere
baktigimizda, multiple relapslar1 olan hastalar i¢in gayta transplantasyonunun artan

bir sekilde kullanimini, altin standart tani testinin olmayisiyla birlikte toksijenik



C.difficile tasiyiciligmmin Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testiyle tespitinin
basladigin1 ve CDE’yi daha iyi 6nleyebilmek i¢in gelismis yontemlere olan ihtiyacin

devam ettigini gormekteyiz (29, 30).

2.2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Clostridium difficile 0,5 um eninde ve 3-5 pum boyunda, gram pozitif
zorunlu anaerop basillerdir. Ancak, eski kiiltiir kolonilerinden yapilan boyamalarda
gram negatif olarak goriilebilmektedir. Kapsiilsiiz ve peritrik kirpikleri ile zayif
hareketlidir. Inaktif spor iiretir, zorlu cevre kosullarinda yillarca ve hatta yiizyil
boyunca canli olarak kalabilir. Dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan sporlar
muhtemelen insana bulasta ortak kaynaklardir (31). Bakteri bedeninden daha genis
olan sporlari, oval ve subterminal yerlesimlidir. Spor nadiren terminal yerlesim
gosterebilmektedir (31, 32). Buna bagli olarak mekik, davul tokmagi ve raket
goriiniimii alirlar. Uremek icin kan, serum, yumurta saris1 ve fruktoz bulunan
besiyerlerine ihtiya¢ gosterir. En sik kullanilan besiyeri Cycloserine-cefoxitin
fructose agar (CCFA) besiyeridir. 35 °C’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda hafif
kabarik, kenarlar1 diizensiz, 1-3 mm ¢apli koloniler meydana gelir (32), (Sekil 1). Bu
besiyerinde 24 saat i¢cinde olusan koloniler 360 nm. ultraviole 151k altinda incelenirse,
etrafinin agik yesilden sariya kadar degisen bir hale ile cevrili oldugu goriiliir.
Icerdigi p-hidroksifenilasetik asitten p-krezol agi3a gikararak, kendine 6zgii at pisligi

kokusu olusturmaktadir (33).



Sekil 1. Clostrodium difficile kolonileri

2.3. Virulans ve Toksinler

Clostridium difficile enfeksiyonu, bakterinin {rettigi eksotoksinlerle
olmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen C. difficile izolatlarmin %751 toksin
tretir (32). C. difficile toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) denilen iki
farkli toksin tiretmektedir. Toksin A, 308 kDa molekiil agirliginda bir enterotoksin
lup ana patojenik komponenti olusturur. Toksin B ise 270 kDa agirliginda, sitotoksik
etkiye sahip kisimdir. Toksin A da sitotoksik etkilidir, ancak toksin B’nin sitotoksik
ozelligi, toksin A’ya gore 100 ile 1000 kat daha fazla bulunmustur. Her iki toksinde

protein yapisinda olup asitlere, proteolitik enzimlere ve 1s1ya duyarhdir (32, 34, 35).

Bu toksinler, endositozla bagirsak epitel hiicresine girdikten sonra hiicrenin
aktin iskeletini etkileyip hiicre 6liimiine neden olurlar (35). Toksinler, ayn1 zamanda
bazi sitokinlerin salgilanmasina, bunun sonucunda inflamatuar yanitin gelismesine
ve psddomembranlarin olugmasina yol agarlar (35, 36). Her ne kadar toksin
tiretmeyen suslar hastaliga neden olmasa da, toksijenik her sus da hastalik
yapmamaktadir. Bu durumun, suslar arasindaki farklardan, konaktaki toksin
reseptorlerinin ve immun yanit farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir

(32).



Enterosit  yiizeyindeki reseptdrler dogumda heniiz yapisal olarak
olgunlagmamis olup toksin baglama kapasiteleri ¢cok diisiiktiir. Bu durum saglikli
yenidoganlarda toksijenik C.difficile suslarinin, sik olarak (%60-70) izole edilmesine

ragmen hastaligin gériilmemesini agiklamaktadir (24).

2.3.1. Toksin A

Toksin A, enterotoksin ve  noétrofiller igin kemotaktik O6zellikte olup,
sitokinlerin salinimi ile ileuma polimorfoniiklear nétrofillerin infiltrasyonunu uyarir.
Ayrica hiicreler arasi siki baglantinin bozulmasina neden olarak sitopatik etki yapar

ve bu bagirsak duvarinda permeabilite artis1 ve arkasindan da ishale neden olur (34).

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

kolaylastirir (32).

Toksin A, enterositler disindaki diger hiicreler {izerine de etki
gosterebilmektedir. Makrofaj ve mast hicrelerini aktive edip, notrofillerin
mobilizasyonuna yol agar. Sonucta mukoza hasari ile birlikte etkilenen bagirsak
segmenti i¢ine notrofiller hiicum eder. Bu nedenle toksin A, kolera toksininin aksine
monosit, ndtrofil ve dokiilmiis enterositler igeren proteinden zengin bir digkilamaya

sebep olur. Hemorojiye bagli olarak diskida bazen kanda bulunabilmektedir (32).

2.3.2. Toksin B

Toksin B, toksin A’nin inflamasyona ugrattigi dokulara penetre olarak



mukozada ¢ok ciddi lezyonlarin gelismesine neden olur. Toksin B’nin sitotoksik
etkisi toksin A’ya gore 100-1000 kat daha fazladir. Bagirsak mukoza hiicrelerinde

toksin B i¢in spesifik reseptor bulunmamaktadir.

2.3.3. Binary toksin

Ilk kez Popoff ve ark. tarafindan 1988 yilinda PMK’l1 bir hastadan izole
edilmistir (37). Yapilan calismalarda bu kokenin (CD 196), aktin spesifik ADP-
ribozil transferaz irettigi ve C.perfringens’in I-toksin’ine yapi ve aktivite olarak
benzerlik gosterdigi saptanmistir (38, 39). Aktin spesifik ADP ribozil transferaz
(CDT), iki birbirinden bagimsiz protein birimden olugmustur, bunlar enzimatik
komponent CDT a (48 kDa) ve baglanma komponenti CDT b (99 kDa) olarak
adlandirilmigtir. Baglanma komponenti, bir hiicre yiizey reseptoriine sahiptir.
Enzimatik komponent, hiicre iginde aktinin ADP’sinin ribozillenmesini
katalizliyerek hiicre iskeletinin bozulmasina neden olmaktadir (39, 40). Toksinin
sitotoksik etkisi, Vero hiicrelerinde yuvarlaklagsma, aktin flamaninda depolarizasyon
varhigiyla gosterilebilir. Binary toksin geninin tanimlanmasi, semptomatik
hastalardan izole edilen bazi nontoksijenik A-/B- kokenlerin olusturdugu ciddi
klinigi agiklamaya yardim etmistir. Bu toksine sahip kdkenlerin prevalansi cesitli
caligmalarda %1.6’den %5.5’e kadar degismektedir ve patogenezdeki rolii hala
arastiritlmaktadir (40).

2.4. Patogenez

Normal kolonik mikrobiyotanin bozulmasina sebep olan antimikrobiyal
tedavi, CDE olugmasina zemin olusturur (41). Endojen ve egzojen C. difficile
sporlar1 ile kontaminasyondan sonra, sporlar normal vejetatif formlara doniisiir ve bu

formlar katlanarak hizlica tirerler. C. difficile, daha sonra barsak hiicrelerini kaplayan



mukus tabakasina yapisir, kamgilar1 ve proteazlari yardimi ile hiicrelere dogru
penetre olur. Bu adimdan sonra C. difficile, bir¢ok adezini vasitasiyla barsak

hiicrelerine yapisir. Bu sonuglar, patojenik siiregte kolonizasyon igin ilk fazdir (42).

Patojenik siirecin ikinci asamasi toksinlerin iiretimidir. Ana virulans faktorler
toksin A ve toksin B (tcdA ve tcdB)’dir. Bu iki toksin, insan kolon mukozasina zarar
veren giiclii sitotoksik enzimlerdir. Hiicre iskeletinin 6nemli proteinleri olan Ras ve
Rho proteinlerini glikozilasyon ile inaktive ederler. Bu proteinlerin glikozilasyonu
hiicre iskeletinin bozulmasina, hiicre i¢indeki baglarin kopmasina ve permeabilite

artisi ile birlikte sekretuvar ishal olugmasina neden olmaktadir (44, 45), (Sekil 2).

C. difficile sporlarinin oral yolla alimim
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Sekil 2. Clostridium difficile enfeksiyonu patogenezinde toksinler ve inflamasyon (43.

kaynaktan yararlamlmistir)

Toksin A ve B’nin sentez ve salinmasini diizenleyen genler, patojenite lokusu
olarak adlandirilan 6zel bir yerde kiimelenirler (Sekil 3). Buras: bes genin kodlandigi
yerdir: IKi toksini kodlayan tcdA ve tcdB genleri, tam fonksiyonlar1 bilinmeyen ama
toksin tiretimini arttirdig1 diistiniilen tcdE ve diizenleyici proteinleri kodlayan tcdR ve
tcdC genleri (45, 46). TcdR'nin toksin gen ekspresyonunda sigma faktor grup 5’e ait
olan onemli bir alternatif RNA polimeraz sigma faktor, tcdC'nin ise negatif bir
diizenleyici oldugunu géstermistir. TcdC, gen ekspresyonu i¢in gerekli olan kor RNA

polimeraz ile tcdR arasindaki iliskiyi engelleyerek etkisini gdstermektedir. Bu



yiizden tcdC anti-sigma faktor olarak bilinmektedir (46-49). Viriilans 6zelligi yiiksek
izolatlar, toksin A ve B haricinde aktine 6zgiil ADP ribozil transferaz olan binary
toksin veya CDT isimli li¢iincii bir toksin iiretmektedirler. Patojenik lokus disindaki
CDT lokus olarak adlandirilan bolgede, bu toksinin genleri olan cdtA ve cdtB genleri

ve bir diizenleyici proteinin geni bulunmaktadir. (49) (Sekil 3).

Patojenite lokusu

patajenite lokusu

tcdR tcdB tedE tcdA tcdC

C. difficile kromozom

Cdt lokusu

Cdt lokusu C———== | R caa cdtB

Binary toksin

Sekil 3. Clostridium difficile toksinlerinin gen regiilasyonu (42. kaynaktan yararlanilmistir)

2.5. Epidemiyoloji

Antibiyotik ile iligkili diyare ve kolitler, antibiyotiklerin yaygin bir sekilde
kullanilmasindan hemen sonra ortaya c¢ikmaya baslamistir (41). 1978 yilinda,
vakalarin ¢ogunda C. difficile etken patojen olarak tammlanmustir. ilk C. difficile
vakalar1 genis olarak klindamisine atfedilmektedir (41, 50). Klindamisin 6énemli bir
su¢lu ajan olarak etkisini devam ettiriyorken, penisilin ve sefalosporinlerin fazlaca
kullanim1 vakalarda bu antibiyotik siniflarinin 6n plana ¢ikmasina yol agti. 1989 ve
1992 yillar arasinda ABD’de, dort hastanede genis salginlara yol acan klindamisine
oldukea direncli bir sus (“‘J susu’’) gosterildi (25).

Clostridium difficile enfeksiyonu, 2000°1i yillarin bagindan bu yana daha sik
goriilmeye baslamis ve bu donemde gelisen enfeksiyonlarin, 6nceleri tanimlanmis

olanlara gore daha ciddi seyretmis oldugu ve standart tedaviye daha fazla direng



gosterdikleri, ayn1 zamanda relaps olasiliklarinin da daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Bu enfeksiyon oranlarindaki ve enfeksiyon ciddiyetindeki artig, kuzey Amerika ve
Avrupa’nin tamaminda meydana gelmistir ve bu durumun olusmasinda florokinolon
direncine sahip, daha fazla toksin treten hipervirulan ‘“NAP1/BI/027°° olarak
adlandirilan susun etkili oldugu bildirilmistir (26, 27).

Kanada’da 2000’li yillarin baslarinda CDE’nin siddetinde ve sikliginda bir
artis gozlemlenmistir (26, 28). 2003 yilinda yayimlanan retrospektif bir ¢caligmada
1991°den beri 6zellikle 65 yas tstii vakalarda 100.000°de bir insidansin 4 kat arttig1
gosterilmistir (51). Bu salginla es zamanli olarak, ABD’de alt1 eyalette bulunan sekiz
hastanedeki salginlara isareten, hastalik kontrol ve 6nleme merkezleri C. difficile’nin
ciddiyetine ve sikligina dikkat ¢ekmistir (52, 53). 1997 ve 2007 yillar1 arasinda,
ABD’de, gastroenterit ile iligkili Olimlerin ana sebebinin C. difficile oldugu

savunulmustur (54).

Kanada ve ABD’deki bu salginlardan sonra, ayni ribotip 027 susu Avrupada
da saptanmistir (55, 56). Hollanda da 2005°den beri ribotip 078’e bagl gelisen
CDE’ler ortaya ¢ikmistir. Bu sugsa bagli olarak gelismis olan enfeksiyonlar, ribotip
027 ile benzer siddette hastaliga yol agmis olmakla birlikte, daha gen¢ populasyonda
gelismis ve daha fazla toplum kaynakli oldugu saptanmistir (57). 2006 ve 2009
yillar1 arasinda, hastanede yatan 1366 Hollandali hasta arasinda CDE’nin 30 giinliik
mortalitede 2.5 kat artis ile iliskili  oldugu  gosterilmistir  (58).
Avrupa C.difficile Calisma Grubu tarafindan 2005 yilinda 14 iilke ve 38 hastanenin
katilimi ile, ishal olan ve toksijenik kiiltlir sonucu pozitif olan hastalarin dahil
edildigi bir ¢calismada CDE insidansinin, 10.000 hastada 0.13 ile 7.1 olgu arasinda
degistigi gosterilmistir. Ortalama insidansin her 10.000 hastada 2.45 olgu oldugu
bildirilmistir. Calismada 354 toksijenik C.difficile izolat1 tanimlanmis, bu izolatlarin
66 farkli ribotipe sahip oldugu ve %6'sin1 ribotip 027’nin olusturdugu sdylenmistir.

Ayni ¢alismada, Tiirkiye'de izole edilen sekiz izolatin ribotip 001 oldugu belirlenmis

(59).

Clostridium difficile sporlarmin yenmesi ile fekal-oral yol araciligiyla

olduk¢a tasimabilir bir organizmadir. C difficile odalar, saglik ¢alisanlarinin



kiyafetleri ve elleri gibi hastane ortamlarindan kolay bir sekilde iiretilebilir (60, 61).
Enfeksiyonlar ayrica, hastanedeki oda arkadaglarindan birbirlerine kolayca
tagmabilir. Ancak salgin olmadigi donem, hastanedeki semptomatik hastalarin
biitiiniinden C. difficile tasmmmasi araciligiyla olan enfeksiyonlarin yol agtigi
sOylenemez (62, 63). Saglikli kisilerde C. difficile tasiyicilik oranlart % 3 iken,
hastanede yatan erigskin hastalarin %20-50’sinde meydana gelebilir (64, 65).
Hastanede yatan ishali olmayan, 259 hastanin bulundugu bir ¢alismada % 15’nin
toksijenik bir C. difficile susu ile kolonize oldugu % 6’siin da non-toksijenik bir sus
ile kolonize oldugu saptanmis, sasirtici olarak toksijenik C. difficile ile kolonize
hastalar ve kolonize olmayanlar arasinda hastane yatisi ve antibiyotik maruziyeti

acisindan fark goriilmemistir (66).

Toplum ile iliskili enfeksiyonlar, tanidan 1 yil Once hastane yatiginin
olmamasi olarak tanimlanir. Toplum kaynakli CDE’ler sik goriilen enfeksiyonlardir
ve yillar igerisnde bu enfeksiyonlarda kayda deger bir artisin oldugu goze
carpmaktadir (67-69). Minesotada 1991 ve 2005 yillari arasinda CDE’ ye neden olan
vakalari inceleyen bir ¢aligmada, hem hastane kaynakli, hem de toplum kaynakl
enfeksiyon insidansinda dramatik olarak bir artis oldugu goriilmistiir. Tespit edilen

385 hastanin %41’ nin toplum kaynakli oldugu belirlenmistir (68).

Antibiyotik maruziyeti olmadan ve son zamanlarda hastane yatisi olmadan
da CDE gelisebilir. CDE’nin meydana gelmesinde kaynak olarak parekende gida
tirlinleri ve evcil hayvanlarinin rol aldigi 6ne siriilir (70). Ancak, C. difficile

tasinmasinda onlarin rolii tam olarak bilimemektedir.

2.6. Risk Faktorleri

Clostridium difficile enfeksiyonlu hastalarin taninmasi ve acil tedavisi igin
yiiksek risk populasyonunun belirlenmesi faydalidir. CDE gelismesinde etkili olan
risk faktorleri, birincil ve ikincil risk faktorleri olarak siniflandirilir (71). En 6nemli
birincil risk faktorleri; erkek cinsiyet, 65 istii yas ve antimikrobiyal tedavi olarak

sayilabilir. Ikincil risk faktorleri ise komorbidite ve altta yatan kronik hastaliklar:



icerir. Inflamatuvar barsak hastaligi, immun yetersizlik ve HIV enfeksiyonlari, kétii
beslenme, diisiik albumin seviyesi (<2.5 g/dL), neoplastik hastaliklar, kistik fibrozis
ve diyabet, CDE’nin gelismesinde rol alabilecek olan ¢esitli durumlardir (71).

En yaygin olarak taninmlanan risk faktorii olan genis spektrumlu antibiyotik
kullanilmasi, normal mikrobiyotanin gelismesini bozar ve toksijenik C. difficile
kokenlerinin iiremesine neden olur. Bundan dolayi, antimikrobiyal tedavi CDE
gelismesinde merkezi rol oynar. Antibiyotiklerin herhangi bir ¢esidi CDE’ye neden
olabilir, ancak temel olarak klindamisin, sefalosporinler, florokinolonlar, penisilin
grubu antibiyotikler, makrolidler, ko-trimaksazol ve tetrasiklinler gibi antibiyotikler
CDE gelisiminde rol oynamaktadir. CDE tedavisinde, ilk se¢enek olarak kullanilan

metranidazol ve vankomisinin kendileri de CDE’ye sebep olabilirler (71, 72).

Kanser kemoterapi ilaglari, antimikrobiyal aktivite gostermesinden dolayi
artmis CDE riski ile iligkili olabilir (71-73). Yayimlanan celigkili sonuglara ve
antibiyotiklerden daha az 6nemli olmalarina ragmen, proton pompo inhbitdrleri ve
H2 reseptor blokorleri de CDE gelismesinde risk faktorii olarak disiiniiliir (71, 72).
Ayrica, bu risk faktorlerinin haricinde, Nasogastrik (NG) tiip ile beslenme,
endoskopi, barsaklarin mekanik temizligi gibi nedenler de risk olusturabilmektedirler
(74). Kontamine yiyeceklerin yenmesi de CDE i¢in énemli bir risk faktoriidiir (73).

Tablo 1, C. difficile’ ye bagl ishal gelismesinde etkili olan ¢esitli risk faktorlerini

gostermektedir.

Bireysel Faktorler Girisimsel ve Cevresel Faktorler

o lleriyas e  Endoskopi gibi gastrointestinal iglemler
e  Altta yatan hastalik e  Nazogastrik tiip uygulamasi

e  Uzun siire antibiyotik kullanim1 e  Yogun bakim iinitesinde izlem

e  (Coklu antibiyotik tedavisi e Uzun siire hastanede yatis

e  Antiiilser tedavi e  Karin i¢i cerrahi tedavi

e  Antineoplatik ajan kullanimi e  Barsaklarin mekanik temizligi

Tablo 1. Clostridium difficile’ ye bagh ishal olusmasinda risk faktorleri



2.7. Klinik

Clostridium difficile enfeksiyonu asemptomatik tastyicilik, kendini siirlayan
ishal, ciddi ishal, PMK, toksik megakolon, hatta 6liime kadar giden birgok klinik
seyir ile iligkilendirilebilmektedir. Klinik seyirdeki bu farklillik, suslar arasindaki
farklardan, konaktaki toksin reseptorlerinin farkliligindan yada kisinin bakteriye

gosterdigi immiin yanit fakliliklarindan kaynaklandig diistiniilmektedir (75).

2.7.1. Asemptomatik tasiyicihik

Sagliklt yenidoganlarin yarist veya daha fazlasi, erigkinlerin %1’den azi,
asemptomatik tasiyicidir. Ancak bazi durumlarda antibiyotik tedavisi goérenlerde
kolonizasyon oranit %25’e kadar ¢ikmaktadir. Hastanede enfekte olmus hastalarin

bliyiik kism1 asemptomatik olup ¢evreyi kontamine ederler.

2.7.2. Psodomembranéz olmayan kolit

Hastalarda hafiften orta dereceye kadar degisen bir ishal vardir (32). Giinde
10’dan fazla diskilama ve diski incelemesinde 16kosit ve eritrosit varli§i mevcuttur.
Bulanti, kusma, ates, dehidratasyon, l6kositoz goriilmektedir (76). Antibakteriyel

ajanin kesilmesi ile ishal siklikla son bulur.



2.7.3. Psodomembranoz kolit

Klinik olarak daha belirgin ishal, karinda duyarlilik ve sistemik bulgularla
karakterize olan bu formda, bagirsaklarda 2-10 mm arasinda degisen beyazimsi-sari
renkli plaklar bulunur. Plaklar fibrin, mukus, nekrotik mukozal hiicreler ve
notrofillerden ibaret eritematdz bir yapi gosterir. Lezyonlu bdlgelerin yanindaki doku
normal veya hafif eritemlidir. Psddomembranlar tipik olarak rektum ve sigmoid
kolona lokalizedir. Sistemik bulgularda, diskida eritrosit ve 16kosit saptanabilir (77).
PMK genelde altta yatan hastaligi olan, immunsupresif olgularda ve yasllarda
goriiliir. Siklikla PMK olgulari, tedavinin ilk glinlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Siddetli
karin agrisi, ates, l6kositoz uyarici olmalidir. Digkida bol 16kosit ve eritrosit goriiliir.
Tan1 2-10 mm ¢ok sayida psédomembranlarin goériilmesiyle konulur (77). Tedavi

edilmeyen olgularda 6liim goriilebilir.

2.7.4. Fulminant psodomembranoz Kolit

Daha nadir goriilen bir formdur. Hastalarda letarji, ates, tasikardi, siddetli
karin agrist mevcuttur. Toksik megakolon gelisirse digkilama sayis1 azalir veya hasta
hi¢ diski1 ¢ikaramaz (32). Hastanin fizik muayenesinde akut karin bulgulari

mevcuttur. Kolon perforasyonu, peritonit tablosu hatta 6liimle sonuglanabilir (32)

2.8. Tanisal Testler

Clostridium difficile, hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik nedenleri
arasinda yer almaktadir. CDE tanis1 hastanin dykiisii, klinik 6zellikleri ve laboratuvar
testleri ile konulmaktadir. Dogru, giivenilir ve hizli tam1 6zellikle hastane kaynakli

CDE’lerin kontrol altina alinmas1 ve hasta takibi acisindan 6nemlidir. Sadece toksin



pozitif izolatlarin hastalik yapma yeteneginin olmasindan dolayi, diski dérneklerinden
toksinlerin tespit edilmesi tanida 6nemli bir kriterdir. Toksijenik kiiltiir ve sitotoksik
yontem, C.difficile saptamada en duyarli yontemdir. Ancak, her iki yontem de uzun
zaman almakta, uzman teknik personel ve 6zel laboratuvar ortami gerektirmektedir.
Bu yiizden de ¢ogu laboratuvar, duyarliligi diisiik olmasina ragmen bunlarin yerine
glutamat dehidrogenaz (GDH) ve toksinleri tespit eden enzim temelli immiinolojik
yontemleri tercih etmektedir. Son donemlerde ise direkt olarak digki 6rneginden,

C.difficile saptayan ger¢ek zamanli PZR yontemleri gelistirilmistir (78).

Is1 degisikligiyle veya enzim etkisiyle toksin yapisindaki bozulma
ihtimalinden dolay1 digki Ornekleri alinir alinmaz laboratuvara gonderilmelidir.
Ornek, steril kuru kapta ve herhangi bir transport sivisi eklenmeden génderilmelidir.
Rektal siiriintii 6rnekleri toksin testi igin tavsiye edilmemesine ragmen, ishalsiz
ileuslu hastalarda 6rnek olarak kullanilabilmektedir. Semptomlarin baslangicinda

alinan bir veya iki drnek, genellikle tan1 i¢in yeterlidir.

2.8.1. Toksin Aramaya Yonelik Testler

Clostridium difficile enfeksiyonu tanisi, klinik semptomlart ile uyumlu
hastalarin  diski  Orneklerinde enterotoksin ve sitotoksinin = gosterilmesi ile
dogrulanmaktadir. Bu amacgla doku kiiltiirii, lateks agliitinasyon testleri, Enzim

Linked immunoassay (ELISA) ve molekiiler yontemler kullanilmaktadir (34).

2.8.1.1. Doku Kkiiltiirii

Diski Orneklerinde 10 pg’lik sitotoksin miktarlarini saptayabilen doku
kiiltiirleri, toksin varligini aragtirmada altin standart olarak kabul edilir. Bu
yontemde, Hep2, CHO, HelLa ve Vero gibi hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Sivi
diski Ornekleri santrifiije edildikten sonra elde edilen siipernatan, filtrelerden
gecirilerek bakteriden arindirilir. Elde edilen filtrattan bir miktar hiicre kiiltiirii

kaplarma eklenir. Inkiibasyon sonrasi, 151k mikroskobunda sitopatik etki



(yuvarlaklagsma) aranir. Nétralizan antikor (anti-C.sordelli antiserum) eklendiginde
bu sitopatik etki ortadan kalkmasi ile tan1 konulur. Ozgiilliigii ve duyarliligi ¢ok
yiiksek bir yontemdir ancak uzun slirede sonug¢ alinmasi, uygulanmasimin zor,

zahmetli ve pahali olmasi dezavantajidir (79).

2.8.1.2. Enzim Temelli iImmiinolojik Yéntemler

Diski1 drneklerinde, toksin aramaya yonelik gelistirilmis yontemlerdir. Ilk
kez 1984 yilinda C.difficile toksin A veya toksin A ve B'yi tespit etmek igin
kullanilmistir (35). Bu amagla gelistirilen birgok ticari kit mevcuttur. EIA ile yapilan
calismalarda, duyarliligin %63-99, Ozgiilliigiin ise %75-100 arasinda oldugu
saptanmistir (80). Diskir orneklerindeki 100-1000 pg oranindaki toksin miktarini
Saptayabildigi icin yalanci negatiflik orami yiiksektir. Bunun yani sira referans
yontem ile karsilastirildiklarinda kisa siirede sonug¢ vermesi, teknik olarak kolay ve
diisiik maliyetli olduklar1 i¢in giliniimiizde bir¢ok klinik laboratuvarda kullanilan

alternatif bir yontemdir.

2.8.2. Lateks Agliitinasyon Testleri

Toksin A ve Toksin B arastiran ticari, hizli lateks agliitinasyon testleri
bulunmaktadir. Clostridium difficile toksinleri disinda, hem toksin olusturan hem de
olugturmayan C.difficile suslarnin bir yiizey protein olan GDH'y1 tespit eden, EIA
testleri de vardir (81). Bu yontem ile diskida GDH varligi gosterilebilir. Testin
pozitif olmasi ile, susun toksin {iretimini saptayabilen ikinci yonteme ihtiya¢ duyulur.
Bu nedenle bazi laboratuvarlar ilk basamakta GDH testi olan iki basamakli algoritma
kullanmaktadir. Ancak su an piyasada hem GDH, hem de toksini tespit eden ve 30

dakikada sonug veren kitler mevcuttur.



2.8.3. Molekiiler Yontemler

Bu yontem bir enzim (polimeraz) aracilifiyla amplifikasyon sonucunda hasta
orneklerindeki az miktardaki C. difficile DNA’sinin amplifiye ederek saptanabilir
hale getirilmesi esasina dayanmaktadir. Bu amagla DNA problart gelistirilmistir.
Toksijenik gene yoneltilmis primerlerle yapilan farkli PZR temelli uygulamalar ile
duyarl sonuglar alindig1 bildirilmistir (76). Uygun ¢ift primer seti kullanildiginda
toksin A+/B+, toksin A-/B+, toksin A-/B- ve binary + suslar birbirinden
ayrilabilmektedir. Direkt disk1 6rneginden calisilir. DNA ektraksiyonu amplifikasyon
ve PCR islemlerinin hepsi kartus icerisinde gergeklesir. 30 dk-2 saat gibi ¢ok kisa bir
siirede sonu¢ vermesi en biiylik avantajidir. Bunun yani sira, duyarlilik ve 6zgiilligii
yiiksek olan tan1 yontemleridir. Ancak maliyetinin yiiksek ve kompleks olusu ile

birlikte uygun altyap1 ve teknik deneyime ihtiyacin olmasi en biiyiik dezavantajidir
(82).

2.8.4. Kiiltiir

Clostridium difficile enfeksiyonu tanisinda kullanilan 6nemli yontemlerden
birisi kiiltiirdiir. Laboratuvarlarda genellikle C.difficile kiiltiirii  i¢in sikloserin,
sefoksitin ve fruktoz iceren ve secici bir agar olan CCFA kullanilmaktadir. Bu
besiyerine sporlarin iiremelerini artirmak i¢in taurakolat ve lizozim ilave
edilebilmektedir. Kullanmadan once agar plaklarini anaerobik ortamda tutmak
bakterinin tiremesini artirmaktadir. Clostridium difficile 24-48 saatlik anaerop
ortamdaki inkiibasyon sonunda agar ylizeyinde diiz yiizeyli, sar1, buzlu cam
goriimiinde ve etrafinda sar1 hale olan koloniler olusturur (Sekil 1). Bu kolonilerin
Wood 15181 altinda incelendiginde sari-yesil floresan verdigi gézlemlenmektedir.
Kolonilerin P-krezol, volatil yag asitleri ve ozellikle izokaproik asitlerden dolay1
kendilerine has at ahir1 kokusuna benzer bir kokusu vardir. Gram boyamada

koloniler tipik olarak gram-pozitif veya degisken ve bazen de sporlu basil olarak



goriilmektedir (Sekil 4). CCFA haricinde sikloserin mannitol kanli agar (CMBA) ve
cesitli kan triinlerinin ilavesi ile hazirlanmis CCFA’lar da C.difficile izolasyonunda
kullanilmaktadir (60). Kiiltlirtin duyarlilig: yiiksektir, ancak kiiltiir islemlerinin uzun
zaman almasi, islemin pahali olmasi ve iireyen kokenin toksijenik olup olmamasinin
ayirt edilememesi kullanimi kisitlayan dezavantajlart arasinda sayilmaktadir. Bundan
dolay1, 6zgiilliigii %90'n lizerinde olmasina ragmen ¢ogu laboratuvar rutinde kiiltiirii
tercih etmemektedir (83). Izole edilen C.difficile kokenlerinin toksin {iretip
tiretmediginin hiicre kiiltiiri sitotoksisite yontemi veya PCR ile tespit edilmesi

islemine toksijenik kiiltiir yontemi ad1 verilmektedir (84).

Sekil 4. Clostridium difficile basillerinin mikroskobik goriiniimii
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2.9. Tedavi

Clostridium difficile’ye bagl ishal ve PMK tedavisinde ilk adim, miimkiinse
antibiyotik tedavisinin kesilmesi veya antibiyotik devami kesinlikle gerekli ise diistik

riskli antibiyotiklerle degistirilmesi, hastanin dehidrate kalmasini1 onleyecek sekilde



stv1 elektrolit replasmanidir. Bu durumda antiperistaltik tedavi, toksin birikimi ile

mukoza harabiyetini artirabileceginden kullanilmamalidir (32,85).

Clostridium difficile kommensal bir bakteri oldugundan biiyiik bir konak
savunmasi ile karsilasmaz. Normal flora dengesini yeniden saglama ve devam
ettirme ile iyi bir konak savunmasi saglamak, eger miimkiinse siirekli akim halinde

antibiyotik tedavisi yapilmalidir (86).

Hafif olgularda ¢ogu zaman siv1 ve elektrolit replasmani yeterli olurken, agir
olgular tedavi gerektirebilmektedir. Antibiyotik tedavisinde ilk secilecek ilag
metronidazol’diir (Oral, 4x250 mg/giin). Metronidazol tedavisine cevap vermeyen
veya ilaci tolere edemeyen hastalarda, vankomisine (oral, 4x250 mg/giin)
gecilmelidir (32). C. difficile’ye bagh ishal vakalarinda metronidazol veya
vankomisin ile tedavi igin endikasyonlar; C. difficile toksin testinin pozitif
sonuclandigi, kolit kliniginin oldugu, ates, l6kositoz ve endoskopide karakteristik
bulgularin saptandigi, ciddi ishalin goriildiigii ve sebep olan ajanin kesilmesine
ragmen ishalin devam ettigi veya esas enfeksiyonun tedavisi i¢in antibiyotik

tedavisinin devam etmesinin gerekli oldugu vakalardir (85).

Clostridium difficile’ye bagli ishal klinigi ¢ogu durumda vankomisin veya
metronidazole yanit vermektedir. Ancak tedaviye uyumdaki sikintilar, alternatif tani
gibi durumlar ile birlikte ileus veya toksik megakolon gelismesi durumunda ilacin
hedef alana ulasmasinda sorun olabileceginden, yetersiz tedavi cevabi gdzlenebilir.
Ileus gelisen hastalar igin antibiyotigin kolon liimenine transport, oral vankomisinin
daha yiiksek dozlar (giinde 4 kere 500 mg) veya vankomisin ya da metronidazoliin
oral veya anal yolla uygulanmasi ile artirilabilir. Tedaviye cevapsiz bazi ciddi

vakalarda nadiren kolektomiye gidilebilir.

Ideal olarak C. difficile kolon liimenine smirli oldugundan, antibiyotik
tedavisi oral olarak verilmelidir. Eger intravenoz tedavi gerekli ise kolonda ilacin
ulagilan konsantrasyonlari goz oOniine alindiginda, sadece metronidazoliin etkin
oldugu bulunmustur. Tedaviden beklenen cevap, atesin bir giin icerisinde, ishalin
dort-bes giinde diizelmesidir. Metronidazol gerek maliyetinin diisiik olmasi, gerekse

vankomisin kullaniminin hastane kaynakli vakalarda enterokoklarda vankomisin



direncini potansiyel olarak indiikleme riski nedeni ile 6n planda tercih edilen
tedavidir (85). Semptomatik iyilesme, 72 saat i¢inde goriilmeye baslar, lishal ve
enterokolit tablosu 10. giinden sonra olgularin %95’inde tamamen ortadan kalkar
(32).

2.10. Relaps

Tedavinin tamamlanmasindan sonra, hastalarin %20-30 kadarinda relapslar
meydana gelebilmektedir, ¢iinkii antibiyotikler C. difficile’nin sadece vejetatif
formlarin1 6ldiirmektedir, sporlar ise antibiyotiklere direnglidir. Ayn1 antibiyotik ile
ikinci kez tedavi siklikla basarilidir, ancak birden fazla relapslar bazi hastalarda
bildirilmistir. Organizma, hastanelerde ozellikle enfekte hastalara yakin alanlarda
(6rn; yataklar, banyolar vb.) olduk¢a yaygin bulundugu i¢in hastaligi engellemek
olduk¢a zordur. Bu sebeple organizma g¢evreyi aylarca kontamine edebilmekte ve

nozokomiyal C. difficile salginlarinin baslica kaynagi olabilmektedir (34).

Caligmalar ve metaanalizler, o6zellikle son yillarda klasik antibiyotik
tedavilerinin yeterince etkin olmadigim ortaya koymaktadir. Ik 6neri olarak sunulan
oral metronidazol kullanimi ile yeterli sonu¢ alinamadigi belirtilmekte ve yeni
alternatif yaklagimlar aranmasi giindeme getirilmektedir. Oral teikoplanin, bu konuda
etkili goriilmektedir fakat glikopeptid direnci yoniinden dikkatli olunmasi gereken

bir antibiyotik oldugu unutulmamalidir (77).

2.11. Korunma

Clostridium difficile hastane ortaminda sorun yaratacak &nemli bir ishal
etkenidir. C. difficile’ye bagli ishalin gelisiminin Onlenmesi amaci ile bagirsak

florasinin bozulmasina sebep olan antibiyotiklerin kullaniminin kisitlanmasi ve yatan



bir hastada C. difficile vakas1 saptandig1 zaman, ¢apraz enfeksiyonu dnlemek amaci

ile enfeksiyon kontrol 6nlemlerine uyumun artirtlmasi gereklidir (85).

Hastanelerde, C. difficile kaynakli ishal olgularina bagli olarak
enfeksiyonun yayilmasi; temas izolasyonu Onerileri, uygun cevre temizligi ve el
yikamaya uyum ile Onlenebilmektedir. Hastanede klindamisin ve {igiincii kusak
sefalosporinlerin  kullaniminin  kisitlanmas1 ile birlikte piperasilin-tazobaktam
degisimi C. difficile ishallerini ve PMK olgularin1 6nlemekte etkili bulunmustur.
Antibiyotik tedavisi ile birlikte probiyotik uygulamasinin, (6zellikle S. boulardii)
antibiyotige bagli ishal olusumunu Onledigi bircok calisma ve metaanalizlerde
gosterilmis olmasina ragmen, rutin kullanim i¢in yeni ¢aligmalara gereksinim oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle riskli, immunsupresif, yogun bakim {initesinde yatan
hastalarda S. boulardii kullanimi sonrasi fungemiler gelisebilme riski oldugu
hatirlanmalidir (77).

3. GEREC VE YONTEM

3.1.Geregler

3.1.1. Standart kokenler

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

* HU 10010 C. dificile, binary toksin (+) kontrol kékeni; Prof. Dr. Elizabeth Nagii

(Macaristan) tarafindan temin edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

1. Clostridium difficile Agar (Biomerieux)



2. %S5 koyun kanl1 agar (Biomerieux)
3. Skim milk (Oxoid, Birlesik Krallik)
4, Kiymali besiyeri (Oxoid)

3.1.3. Kimyasal Maddeler

NaOH ( Merck )
HCI ( Merck)
EDTA ( Sigma)
Tris-HCI ( Sigma)
Agaroz ( Sigma)
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Etidyum bromid ( Sigma)

3.1.4. PCR Malzemeleri

2X PCR Master karisimi (Fermentas)

A DNA ( MBI Fermentas )

Agaroz (Prona)

10xTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)

A w0 np e

5. 1xTBE tampon ( Tris, EDTA, Borik asit)
6. DNaz ve RNaz igermeyen Beyaz pipet ucu (2 ul ) (USA-Scientific)

7. DNaz ve RNaz icermeyen Sar1 ve mavi pipet uclari (500,200,100 pl)
(Axygen)

8. PCR tiipii, DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen, 0.2 ml (Axygen)
9. Mikrotiip, DNaz, RNaz ve pirojen igermeyen 1.5 ml (Axygen)
10. Lambda DNA (Fermentas)

11. Trizma Base (Sigma)

12. DNaz - RNaz igermeyen distile su ( MBI Fermentas )



13. tcdA, tcdB, cdtA, cdtB revers ve forward primerleri (IDT)
14. Eldiven ( Beybi )
15. Tek kullanimlik steril 6zeler (Peel here)

3.1.5. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

1. Tek kanall1 otomatik pipetler (Pipetmen, Isotherm, Thermo)
2. Etiiv (Memert)

Pasteur firin1 (Memert)
Otoklav (Hirayama)
Buzdolab1 (Argelik)

20 °C Dondurucu (Argelik )
-80 °C Dondurucu (iShin)
Hassas terazi (Sartorius)
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Kaba terazi (Scaltec)

10. Vorteks (Yellow line)

11. Su banyolar1 (Memert)

12. Termal Dongii Cihazi (Techne, BIO RAD)
13. pH metre cihazi (Hana Instruments)
14. Mikrodalga firin (Beko)

15. Elektoforez cihazi (Biometra)

16. UV goriintiileyici (Vilber Lourmant)
17. Santrifiij (Hettich)

18. Kurutma kagidi

19. Steril ekiivyon

20. Cam balonlar

21. Cam tiipler

22. Siiporlar

23. Pastor pipeti



24. Deney tiipli
25. Mikroskop

26. Anaerop jarlar

3.2. Yontemler

3.2.1. Cahsma Kokenleri

Agustos 2011 - Agustos 2013 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji  Laboratuvari’na gonderilen diski  Orneklerinden izole edilen
Clostridium difficile kokenleri (n=84) g¢alismaya dahil edilmistir. Hasta kaynakli
kokenlerin kullanilmasi nedeniyle ¢alismamiz, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Etik Kurulu’'ndan onay alinarak gerceklestirilmistir. Kdokenlerin
tanimlanmasinda geleneksel yontemler ve Malditof Mass Spektrometri (MS)
(bioMérieux) otomatize sistemleri kullanilmistir. Kokenlere ait hastalarin bilgileri
(0rnegin gonderildigi birim, yas, cinsiyet, 6rnegin alindig tarih gibi) hastanemizin

bilgisayar sistemi (HYBS) kullanilarak elde edilmistir.

Calisma kokenleri ve kontrol kokenleri gliserollii skim milk stok besiyeri
iceren tiiplerde, -80°C’de saklanmustir. Genotipik ve fenotipik karakterlerinin

arastirilmasi igin kokenler -80 C’den alinarak, %5 koyun kanli agar’a pasajlanmustir.

Laboratuvarimiza toksin istegi ile gelen digki 6rnekleri, ayrica poliklinikten
gelen ve 16kosit saptanan tiim digsk1 6rnekleri ayni sekilde isleme alinmigtir. Toksin
sonucu ne olursa olsun izole edilen herbir C. difficile kokenleri igin klinik
semptomlar, biyolojik parametreler, risk faktorleri, (antimikrobiyal tedavi,
gastrointestinal prosediirler, onceki hastane yatislari) endoskopik ve radyolojik

tetkik, tedavi ve sonuglarmni igeren klinik data formlar1 doldurulmustur.



3.2.1.1. Dabhil edilme kriterleri:

e Diyare nedeniyle poliklinige basvuran, klinik semptomlarindan dolay1
enteropatojenik mikroorganizmalar i¢in digki kiiltiiri istenen, 6rneklerinden

16kosit saptanan ve C.difficile izole edilen tiim hastalar.

e Hastanede yatan veya poliklinige basvuran, klinik semptomlarindan dolay1 C.
difficile infeksiyonlarindan siiphelenilen ve diski drneklerinden C. difficile
toksin A (tcdA) ve/veya B (tcdB) pozitif saptanan tiim hastalar.

e Hasta basina sadece 1 6rnek kabul edilmistir.

3.2.1.2. Dislama Kriterleri:

2 yasin altindaki hastalar ¢alismaya alinmamastir.

3.2.2. Diskr 6rneklerinden toksin A ve toksin B saptanmasi

Isleme alinan diski 6rneklerindeki Clostridium difficile kokenlerine ait toksin
A ve toksin B otomotize edilmis bir serolojik test kullanilarak saptanmistir (VIDAS,
Biomerieux, France). Digk1 6rnekleri tiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda ilk once
testin soliisyonunda homojenize edilerek, 12.000 rpm’de en az 5 dakika santrifiij
edilmistir. Daha sonra test kitine santrifiij edilen ornekten 300 pl siipernatant

yerlestirilerek test ¢alisilmis, toksin A ve toksin B varligi tespit edilmistir.

3.2.3. Diski 6rneklerinden C. difficile’nin izolasyonu ve tanimlanmasi

Diski ornekleri 6nce C.difficile igin segici bir besiyeri olan Clostridium

difficile agara (CLO, Biomerieux, France) ve se¢ici olmayan besiyeri olan Hektoen



Enterik agara, (Biomerieux, France) ekilmistir. Ardindan alkol sok uygulamasi i¢in
orneklerden 1:1 diski-alkol karisimi hazirlanip, 30-60 dk oda 1sisnda bekletildikten
sonra bu karisimdan Clostridium difficile agara (CLO, Biomerieux, France) ekimi
yapilmustir. Plaklar aneorobik ortamda 24-48 saat inkube edilip, inkiibasyon sonunda
Clostridium difficile’den siiphelenilen koloniler saflastirmak igin segici olmayan
%5’lik koyun kanli besiyerine ekilmistir. Ureyen C.difficile kolonilerine 365 nm
ultraviole 15181 altinda bakilmis ve sari-yesil floresans yaptigi gozlemlenmistir.
Kolonilerinden preparat hazirlanmis ve subterminal sporlu gram pozitif basiller
goriilmistiir. Kiitle spektrometre teknolojisi olan VITEK MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight - MALDI-TOF) (Biomerieux, France) ile
dogrulamasi yapilmis ve %99.9 giivenilirlik oraniyla Clostridium difficile olarak

tanimlanmustir.

Ureyen C.difficile kolonilerinden siv1 besiyeri olan beyin kalp infiizyon (BHI)
agara besiyerine ekimi yapilmis ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda bu karigimdan
Enzim Linked Fluorescent Assay (ELFA) (VIDAS, Biomerieux, France) yontemiyle

toksin varlig1 aragtirilmastir.

3.2.4. Clostridium difficile kokenlerinden DNA izolasyonu

Clostridium difficile DNA izolasyonu i¢in saflastirilmis Clostridium difficile
kolonileri kullanilmigtir. Bu kolonilerden DNAaz ve RNAaz igermeyen 200 ul suda
1-2 Mc-farland bulanikliginda bir siispansiyon olusturulmus ve 95°C’de 20 dk
kaynatilarak hiicre duvarlarinin pargalanmasi saglanmistir. 10.000 devirde 5 dakika

santrifiij edilip siipernatant kisim bakteri DNA’s1 olarak kullanilmistir.

3.2.5. PZR kullanilarak toksin genlerinin saptanmasi



Toksin A (tcdA), toksin B (tcdB), ve binary toksin (cdtA,cdtB) genleri

spesifik primerler kullanilarak PZR metoduyla arastirilmistir. PZR i¢in kullanilan

primerler (Tablo 2) ve reaksiyon kosullar1 asagida belirtilmistir.

Tablo 2.Toksin genlerine 6zgii primerler

Primer Sequence 5°-3°

Toxin A tcdA-F | 5>-GGACATGGTAAAGATGAATTC -3’ Kato N (87)
tcdA-R |5’- CCCAATAGAAGATTCAATATTAAGCTT -3’
Toxin B tcdB-R |5-CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCACCT

tcdB-F  |5-GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTTTACGC

Binary toxin |CdtA-R |5’-AGGATTATTTACTGGACCATTTG-3’ Stubbs S (38)

CdtA-F |5-TGAACCTGGAAAAGGTGATG-3’

CdtB-R |5-AACGGATCTCTTGCTTCAGTC-3’

CdtB-F |5’- CTTAATGCAAGTAAATACTGAG-3’

tcdA genleri icin PZR reaksiyon kosullar :

Reaksiyon karigimu:

PCR Master karigimi 25 pl
TcdA-F 1 ul

TcdA-R 1 ul

Distile su 18 pl

DNA 5 ul

Toplam hacim: 50 pl

tcdB genleri i¢in PZR reaksiyon kosullar::

Reaksiyon karigima:

Reaksiyon kosullari:

95°C’de 20 sn

55°C’de 2 dk 35 dongi
72°C’de 1 dk

74°C’de 5dak

Reaksiyon kosullart:



PCR Master karigimi 25 pl

TcdB-F 1 ul 95°C’de 20 sn

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

DNA 5 ul 74°C’de 5 dk

Toplam hacim: 50 pl

Binary toksin cdtA geni icin PZR reaksiyon kosullart:

Reaksiyon karigimi: Reaksiyon kosullari:

PCR Master karisimi 25 pl

CtdA-F 1 pl 94°C’de 45 sn

CtdA -R 1 pul 52°C’de 1 dk }35 dongii
Distile su 18 pl 75°C’de 80 sn

DNA 5 ul

Toplam hacim: 50 pl

Binary toksin cdtB geni icin PZR reaksiyon kosullari :

Reaksiyon karigimai: Reaksiyon kosullar:

PCR Master karigimi 25 pl

CtdB -F 1 pl 94°C’de 45 sn

CtdB-R 1 ul 52°C’de 1 dk 35 dongii
Distile su 18 pl 75°C’de 80 sn

DNA 5l

Toplam hacim: 50 pl .

3.2.6.Veri analizi ve raporlama

Veriler SPSS Windows version 15.0 yazilimi ile analiz edilecektir. Pearson

Ki-kare, Fisher’s exact, Kolmogorov-Smirnov, Student-t testi, ANOVA, Kruskal



Wallis veya Mann-Whitney U testleri uygun olarak kullanilmis ve p< 0.05 olan

durumlar istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.2.7. Etik Kurul Onay1

09.2012.0065 protokol no’lu ¢alismamiz, Arastirma Etik Kurulu tarafindan
incelenerek, B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/120118649 sayil1 yazis1 ile onaylanmistir.

4. BULGULAR

Iki yillik zaman diliminde 2740 farkli hastadan gelen toplam 4880 diski
ornegi ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalarin 84’tinde ( %3.1) C. difficile kokeni
izole edilmistir. Clostridium difficile izole edilen bu hastalarin 40’1 (% 47. 6) erkek,
44’1 (%52.4) kadindir. Yas ortalamasi 30.45 (+standart sapma, +27.94) olarak
saptanmigstir, hastalarin 40’1 (%47.6) 2-18 yas grubunda, 30’u (35.7) 19-65 yas
grubunda, 14’1 (%16.7) ise 65 yas Ustli grubunda yer almaktadir.

Ornekleri isleme alman hastalarin boliimlere gore dagilimlart sdyledir:
1747°si (%63.8) polikliniklerden, 473 (%17.2) dahili bilimlerden, 280’1 (%10.2)
pediatri kliniginden, 140’1 (%5.1) yogun bakim iinitesinden, 100’i (%3.6) ise cerrahi
bilimlerden gelmistir (Tablo 3).

Boliimlere gore C.difficile kokeni izole edilen hastalarin sayisi ise soyledir;
24’1 pediatri, 22’si dahili bilimler, 9*u cerrahi bilimler servislerinden, 11°i ise yogun
bakim iinitesinde yatan hastalardir. Poliklinik hastalarinin ise 18’inde C.difficile
izole edilmistir (Tablo 3). Clostridium difficile izole edilme sikligi
degerlendirildiginde poliklinik hastalarinin %1’inde (18/1747), hastanede yatan
hastalarin ise %6.6’sinda (66/993) bakteri izole edilmistir.



Tablo 3. Béliimlere gore diski 6rnegi gonderilen hastalarin dagilimi ve Clostridium difficile izole
edilen drnek sayisi

Orneklerin geldigi Orneklerin boliimlere gore Boéliimlere gore C.difficile

béliimler dagihimi izole edilen hasta sayisi
hasta sayisi ve orani (%)

Poliklinik 1747 (63.8) 18

. Dahili Bilimler 473 (17.2) 22

w | Pediatri 280 (10.2) 24 66

'é’ Cerrrahi Bilimler 100 (3.6) 9

W | Yogun Bakim 140 (5.1) 11

TOPLAM 2740 (100) 84

Olgularin  39’unda (%46.4) ishal disinda herhangi bir semptom
bulunmamistir. Geri kalan hastalarin ise ishalle birlikte 12’sinde (%14,3) ates,
21’inde (%25.0) karin agrisi, 12’sinde (%14.3) ise her iki semptom da
bulunmaktadir. Ishal siireleri acisindan incelendiklerinde ise hastalarin 14’iinde
(%16.7) ishal 2 giinden daha az, 43’iinde (%51.2) 2-7 giin ve 27’sinde (%32.1) ise 7
giinden daha uzun seyretmistir. Digki Orneklerinin mikroskobik incelemesinde;
hastanede yatan hastalardan gelen 6rneklerin 30’unda (%35.7) 16kosit saptanmazken,
14’tinde (%16.7) nadir, 22’sinde (%26.2) orta yogunlukta, 18’inde (%?21.4) ise
yogun olarak 16kosit saptanmistir. Bir hastanin digki 6rneginde yogun, 7 hastada
nadir eritrositler goriilmiis, diger 76 (%90.5) Ornekte ise eritrosit saptanmamustir.
Clostridium difficile izole edilen 84 hastanin diski 6rneklerinin hi¢birinde baska bir

enteropatojen lirememistir.

Clostridium difficile izole edilen hastalarin antibiyotik kullanimlar
sorgulandiginda; hastalarin 46’sinda antibiyotik kullanma o6ykdiisii bulunmaktadir.
Hastalarin 16’sinda (%34,7) tekli, 18’inde (%39,1) ikili ve 12’sinde (%26,0) ise {i¢
ve lizeri antibiyotik kullanimi s6z konusudur. Kullanilan antibiyotikler igerisinde en
sik olarak 23’iinde (%27.4) sefalosporinler, 19’unda (% 22.6) penisilin grubu
antibiyotikler ve 16’sinda (%19.0) karbapenemler gibi betalaktam grubu
antibiyotiklerin kullanildig1 goze g¢arpmaktadir. Bunun disinda florokinolonlar 9,

aminoglikozidler 8 ve glikopeptidler ise 7 hastada kullanilmistir (sirasiyla; % 10.7,




% 9.5 ve % 8.3). Ikili antibiyotik olarak 3 hasta penisilin-kinolon, 2 hasta penisilin-
aminoglikozid ve 2 hasta sefalosporin-aminoglikozid olmak tiizere en sik
kombinasyonun beta laktam grubu antibiyotiklerle kinolon veya aminoglikozidler
arasindan secildigi goriilmektedir. Ug ve iizeri antibiyotik kullanan hastalar igin ise
siklikla betalaktam-karbapenem-glikopeptid, karbapenem-glikopeptid-
aminoglikozid, kolistin-karbapenem-linezolid veya glikopeptid-karbapenem-kinolon

gibi kombinasyonlarin se¢ildigi goriilmektedir.

Calismaya alinan klinik oOrneklerden izole edilen 66 C.difficile kokenin
61’inde toksin varlig1 saptanmistir. Polikliniklerden gelen 6rneklerden izole edilen

18 C.difficile kokeninin ise 15’inde toksin pozitifligi saptanmistir.

Toksin pozitif C.difficile kokenlerinin izole edildigi 6rneklerin 51°nde
(%67.1) 1okosit varligr goriilmiisken, toksin negatif drneklerin 3’iinde (%37.5)
16kosit varligi saptanmistir. Ancak toksin pozitifligiyle lokosit varligi arasinda

herhangi bir baglant1 saptanmamustir.

Calismaya alinan toksin pozitif poliklinik ve Kklinik kaynakli hastalarin ayri
ayr risk faktorleri incelenmistir. Digkilarindan toksin pozitif C.difficile tretilen 15
poliklinik hastasinin daha geng¢ bir hasta grubundan (yas ortalamasi 21) oldugu
gozlenmistir. Toksin pozitif C.difficile izole edilen 61 klinik hastasinin ise yas
ortalamasi 34 olarak hesaplanmigtir. Poliklinik hastalarindan 2-18 yas grubuna ait
hasta sayis1 10 (%66.6), 18-65 yas grubuna ait hasta sayis1 ise 5 (%33.3)’dir. Ileri yas
olarak hesaplanan >65 yas grubuna sahip hasta ise bulunmamaktadir. Klinik
hastalarindan ise 2-18 yas grubuna ait hasta sayis1 26 (%42.6), 18-65 yas grubuna ait
hasta sayis1 21 (%34.4), 65 yas Ustii hasta sayist ise 14 (%22.9) olarak saptanmistir
(Tablo 4).

Hastanede yatan, toksijenik C.difficile izole edilen hastalarda en fazla
gortlen risk faktori 57 (%93.4) hastada goriilmesiyle hastanede uzun siire yatis
oldugu goriilmektedir. Kronik hastalik varligit 47 (%77), uzun siire antibiyotik
kullanim1 39 (%63.9), ¢oklu antibiyotik kullanimi 28 (%45.9), antineoplastik ilag
kullanimi 16 (%26.2), ileri yashilik 14 (%22.9), NG tiip veya endoskopi uygulanmasi
19 (%31.1) diger sik goriilen risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Tablo 4).



Son bir yilda hastaneye yatis Oykiisii olmayan ve toplum kaynakli CDE
olabilecegi diigtiniilen 15 poliklinik hastasinin risk faktorleri irdelendiginde: ensik
goriilen risk faktorleri, 4’er hastada goriilmesiyle antibiyotik kullanimi ve kronik
hastalik varligidir. Kronik hastaliklarin ikisi inflamatuvar barsak hastaligi (n:2),
digerleri ise kronik bobrek yetmezligi (n:1), HSP (n:1)’dir. Antiiilser tedavi,

malignite ve kemoteropatik tedavi diger goriilen risk faktorlerindendir (Tablo 4).

Tablo 4. Toksijenik Clostridium difficile izole edilen hastane ve poliklinik hastalarimin gesitli risk

faktorlerinin degerlendirilmesi

Klinik 6rnekler (n:61) | Poliklinik k. 6rnekler (n:15)
Hasta sayisi- Oran (%) Hasta sayisi- Oran (%)
Risk faktorleri
Yas ortalamasi 34.1 21.0
2-18 26 (42.6) 10 (66.6)
5 18-65 21 (34.4) 5(33.3)
_ >65 14 (22.9) 0
é;:, E‘ Uzun siire ab. kullanimi 39 (63.9) 4 (26.6)
_ Q Coklu ab. kullanimi 28 (45.9) 1(6.6)
gz ’;:_"’ K. inflamatuvar barsak hast. 2 (3.3) 2 (13.3)
]
G- Diger 45 (73.7) 2 (13.3)
Uzun siire hastane yatisi 57 (93.4)
Yogun bakim iinitesinde yatis 12 (19.7)
Antineoplastik ila¢ kullanim 16 (26.2) 2 (13.3)
Antiiilser tedavi 13 (21.3) 1(6.7)
Malignite 15 (24.6) 2 (13.3)
KBY 4 (6.6) 1(6.7)
Antiiilser tedavi 13 (21.3) 1(6.7)
NG tiip, endoskopi 19 (31.1) 0
NSAII kullanimi 3(4.9) 0
Karin i¢i cerrahi 12 (19.7) 0
HIV 2(3.3 0




Clostridium difficile izole edilen 84 hastanin 8’inin toksin bakilmasi istemi
bulunmadigr ve digkilarinda 16kosit saptandigr icin kiiltlir islemine alindig:
goriilmiistiir. Toksin ¢alisilmasi istegi olan 76 hastanin digkisindan ELFA yontemiyle
toksin varlig1 arastirildiginda 38’inde toksin saptanmistir. Toksijenik kiiltiir islemi
sonras1 Kkiiltiir filtratlar1 toksin varligi yoniinden ELFA yontemiyle yeniden
arastirlldiginda, 84 C.difficile izolatinin 74’inde (%88.1) toksin pozitifligi
saptanmistir. Toksin bakilmasi istemi bulunmayan 5’1 poliklinik, 3’ii hastanede yatan

toplamda 8 hastanin tamaminda toksin pozitifligi saptanmistir (Tablo 5).

Tablo S. Diskidan ve Kkiiltiir filtratindan ELFA yontemiyle toksin saptanmasinin PZR ile
karsilastiriimasi

toksin (+) toksin(-) Toksin istegi olmayan
ELFA (digki) 38 38
ELFA (kx filtrati) 74 10 8
PZR 76 8 8

Seksen dort C. difficile kokeninde PZR yontemiyle toksin genleri
arastirildiginda, 76 hasta izolatinda (%90.5) Toksin A ve Toksin B genleri pozitif
bulunmustur. Bu sonuglardan da anlasilacag lizere, ¢alismamizda toksin A-/B+ olan

varyant bir susa saptanmamuistir (Sekil 5).



Sekil 5. Toksin A+/B+ baz1 hastalarin gen durumunun agaroz jeldeki goriiniimii

1-4: tcdA geni (+) hastalar

8-12: tcd B geni (+) hastalar

5,13: (+) kontroller (NCTC 11223 C.difficile toksin A/B + kontrol koken)
6,14: (-) Kontroller

7: DNA ladder

[zolatlarin higbirisinde binary toksin geni saptanmamistir (Sekil 6).

Sekil 6. Ornek kékenlerin cdt A ve cdt B gen durumunun agaroz jeldeki goriiniimii

1,6: cdt A ve cdt B (+) kontrol kokenleri (HU 10010 C.difficile, binary toksin (+) kontrol kdkeni)

2-3,7-8: cdt A ve cdt B geni (-) 6rnek hastalar
5: DNA ladder

4,9: (-) kontrol



Diskidan toksini belirlemek i¢in kullanilan ELFA yonteminin, kokenlerden

direkt caligilarak toksin A ve toksin B genini saptayan PZR’ ye gore duyarliligt %
55.8, ozgiilliik %100, PPD % 100 ve NPD de % 21 olarak tespit edilmistir (Sekil 7)

(Tablo 6).

Calismamizda toksijenik Kkiiltiir ile toksin varhigimi saptamada ELFA

yonteminin PZR yontemine gore duyarliligt % 97.3, ozgilligi % 100, pozitif

prediktif degeri (PPD) % 100 ve negatif prediktif degeri (NPD) %80 dir (Sekil 7)

(Tablo 6), Bu degerler direkt diski 6rneginden toksin saptamada kullanilan ayni

yonteme gore daha yliksek ve PZR’ye daha yakin bulunmustur.

Tablo 6. Toksini diskidan veya Kkiiltiir filtratinda saptamada ELFA yonteminin duyarhlik ve

ozgiilliikklerinin PZR sonuglariyla karsilastirilmasi

Pozitiflik | Negatiflik Duyarhlik (%) | Ozgiilliik (%) | PPD NPD
ELFA Diski (76) 38 38 55.8 100 100 21
ELFA Kx filtrati (84) | 74 10 97.3 100 100 80
PZR (84) 76 8 100 100 100 100
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Sekil 7. Farkhh durumlarda ELFA ile toksin saptanmasi ve toksin gen varh@min PZR ile
belirlenmesi; yontemlerin duyarhhik ve ézgiilliiklerinin karsilastirilmasi



5. TARTISMA

Bu calismada hastanede yatan hastalardan, C. difficile toksin varliginin
aragtirtlmasi istegiyle laboratuvara gonderilen ve polikliniklerden ishal etkeni
patojenlerin belirlenmesi i¢in kiiltiir isteminde bulunulan, direk bakisinda 16kosit
tespit edilen diski 6rnekleri ele almmistir. iki yillik zaman diliminde 2740 hastadan
toplam 4880 diski 6rnegi ¢alisilmis, 84 hastadan (% 3.1) C. difficile kokeni izole
edilmis ve bu kdkenlerin de 76’sinda toksin A ve toksin B genleri saptanmis, ancak

binary toksin genlerine rastlanmamustir.

Clostridium difficile enfeksiyonu tiim diinyada hem hastane hem de toplum
kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen ciddi bir saglik sorunudur. Bu bakteriye bagl
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinde belirgin bir artis gozlenmektedir (88-
90). Kanada, ABD ve Avrupa iilkelerinde son on yilda CDE insidansinda 2-4 misli
artts oldugu bildirlmistir (90- 92). Birlesik Kirallik’tan yayimlanan verilere gore,
CDE’ye bagh oliimlerde belirgin artis oldugu, 6liim oraninin metisiline direngli
Staphilococcus aerus’ a bagli 6liim oranina gore 5 misli daha fazla oldugu tespit
edilmistir (9, 92).

Ulkemizde yapilan, C. difficile toksin varligmi arastiran bazi ¢aligmalar farkli
oranlarda toksin pozitifligi belirlemislerdir. Biiyiikbaba ve ark. (93), ImmunoCard
Toksin A (Meridian Diagnostic) yontemiyle yaptiklar bir caligmada 360 hastanin
disk1 6rneginde toksin A varligin1 % 4.7, daha sonraki dsnemde ELISA ydntemiyle
yaptiklar1 bagka bir caligmada ise 400 hastada Toksin A/B varligint %12 olarak
saptamiglardir. Aygiin ve ark. (94) ise hastalarmin diski1 orneklerinde, ELISA
yontemiyle toksin A/B pozitiflik oranint % 3.2 bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda
oldugu gibi hem poliklinik hem de hastanede yatan hastalarin ele alindigi bir
calismada; Altindis ve ark. (95) toplam 91 hastanin 13’iinde (%14.3) toksin A/B’yi

pozitif olarak belirlemislerdir.

Hastanemizde 1996 yilinda, Soyletir ve ark.’nin (96) yapmis olduklari bir



calismada, C.difficile kolonizasyon orant % 6.9 (14/202) bulunmustur. Daha sonra
2006-2008 yillar1 arasinda Deniz ve ark.’nin (35) gerceklestirdikleri ¢alismada ise
633 hastaya ait diski 6rneginin 30’unda (%4.7) “ImmunoCard Toxins A&B EIA” kiti
ile toksin A/B tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ¢alismaya alinan tiim digsk1 6rneklerine
toksijenik kiiltiir uygulanmig, hastalarin 50’sinden C.difficile {dretilmis, ve bu
kokenlerin 36’sinda (%5.7) toksin A ve toksin B genleri tespit edilmis, binary toksin

geni bulunmamastir.

Bizim galismamizda, 2740 hastanin 84’nde (%3.1) C.difficile kdkeni izole
edilmis kokenlerin 76’sinda (%2,8)  toksinA/B gen pozitifligi saptanmistir.
Hastanemizde daha once yapilan ¢aligmalarla kiyaslandiginda toksijenik C.difficile
oraninda belirgin bir azalma varmis gibi goriilmektedir. Ancak hasta grubumuz goz
Ontine alindiginda, 6rneklerin % 63.8’inin  poliklinik hastalarindan ishal etkeni
patojen bakterilerin arastirilmasi amaciyla gonderildigi, bu hastalarin ise sadece
%1’inde (18/1747) C. difficile tretildigi, dolayisiyla genel ortalamanin diisiik olmasi
poliklinikten gelen 6rnek sayisinin fazla olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir.
Nitekim, hastanede yatan ve toksin calisilmas: istegiyle gonderilen diski
orneklerinde, C.difficile izole edilme oran1 % 6,6 (66/993) bulunmustur. Hastanede
yatan hastalarda C.difficile bulunma oranimiz, farkli yontemler kullanildigi igin
tilkemizin diger merkezlerindeki verileriyle kiyaslama pek saglikli olmayacaktir,
ancak hastanemizin daha onceki verileriyle kiyaslandiginda sonuglarimizda belirgin
bir farkliligin olmadig1 goriilmektedir. Dolayisiyla bu durum hastanemizde CDE

oraninda énemli bir artisin olmadigina isaret etmektedir.

Son yillarda pek ¢ok diinya iilkesinde CDE artisina paralel olarak
hastanelerde, C.difficile ribotip 027 NAP1/BI ve tcdA-/tcdB+ gibi birtakim varyant
izolatlara bagl salginlar da yiiksek oranda goriilmiistiir. Yiiksek mortaliteye neden
olan bu viriilan kokenlerin, iilkeler arasinda yayginligi degiskenlik gostermektedir
(52, 97, 98). Bizim bilgimize gore, su ana kadar ilkemizden varyant kdkenlerin ve
binary toksin pozitif kokenlerin varligmi bildiren herhangi bir ¢alismaya
rastlanmaistir. Tirkiye’nin de aralarinda bulundugu 14 Avrupa iilkesinin yer aldig:
cok merkezli bir ¢alismada, toksijenik 354 susun % 24.3’{i varyant gene sahip ve bu
toksijenik kokenlerin %17.2’si de binary toksin gen ekspresyonu sergileyen suslar



oldugu gosterilmistir. Ancak, tilkemizden gonderilen izolatlarin hi¢birinde bu genlere
rastlanmamistir (99). Uludag Universitesi'nden Ergen ve ark. (100) tarafindan
gerceklestirilen, hastane kaynakli ishallerde ve CDE’de binary toksin pozitifligi
saptanmamustir Ayni sekilde, hastanemizde daha 6nce Deniz ve ark.’in (35) yaptigi
calismada, C.difficile izolatlarinin higbirinde binary toksin veya varyant genine

rastlanmamustir.

Klasik bilgilere gore Clostridium difficile enfeksiyonlar1 hastane kaynaklidir.
Ancak toplumdan kazanilmis CDE oraninda da belirgin bir artis oldugu ve
sanilandan daha yaygin hale geldigi vurgulanmaktadir (101). Farkli ilkelerden,
toplumdan kazanilmis % 11-28 oranlarinda CDE bildirilmistir (102, 103). ABD’de
yapilmis giincel c¢alismalarda toplum kaynakli CDE insidans1 100.000 vaka yili
basina 6.9-46 olarak belirlenmistir (9). Toplum kaynakli CDE olgularin1 gézden
kacirmamak adina ESCMID tarafindan Onerilen algoritmanin  uygulanmasi
onemlidir (78). ESCMID’in onerisine gore; infektif ishalli olan ve herhangi bir
enteropatojen bakteri liretilemeyen olgularda, hastanin yasina, daha dnce antibiyotik
alip almadi@ina, altta yatan 6liimciil bir hastaliginin bulunup bulunmadigina, baska
bir tedavi uygulanip uygulanmadigina, hastane veya toplum kaynakli olup
olmadigina bakilmaksizin sekilsiz diskilarin CDE yoniinden incelenmesi gerekir.
Laboratuvarimizda yapilan uygulamaya gore direk bakisinda 16kosit bulunan diski
ornekleri, klinisyen istegi gozetilmeksizin diger enterik patojenlerin yanisira
toksijenik C. difficile yoniinden de aragtirilmaktadir. Toksijenik C.difficile yoniinden
pozitif sonu¢ alindiginda klinisyen bilgilendirilir, bdylece klinik 6neme sahip
olabilecek olgularin gézden kagmamasi saglanir. Yaptifimiz bu c¢alismada, 1747
poliklinik hastasinin 15’inde (yaklasik %1) toksijenik C.difficile tespit edilmistir. Her
nekadar toplum kaynakli CDE oranimiz kiiciik gibi goriilse de Oliimle
sonuclanabilecek bu enfeksiyonun atlanmamasi yoniinden 6nemli bir uygulama

olduguna inaniyoruz.

Son yillarda pediatri hastalarinda CDE goriilme sikliginda belirgin artislar
kaydedilmistir. Normalde saglikli yenidoganlarin yarist veya daha fazlasinda
asemptomatik C. difficile tasiyiciligi bulunmaktadir, bu oran iki yasini tamamlayan

cocuklarda %4’e kadar azalmaktadir. Diski analizinde toksijenik C.difficile varlig



her zaman CDE oldugunu gostermez, 6zellikle bir yasin altindaki bebeklerde toksin
pozitifliginin klinik bulgularla destekleniyor olmasi gerekir (104). Ulkemizde Oguz
ve ark.’in gergeklestirdikleri calismada, pediatri hastalarinda hastane kaynakli ishal
gelismesinde C. difficile 6nemli bir role sahip bulunmustur (105). Bizim g¢alismada
iki yagin1 tamamlamis ve daha ileri yasa sahip olanlar degerlendirmeye alinmistir.
Gerek hastanede yatan gerekse poliklinikten gelen orneklerin ¢ogunlugu 2 ila 18

yasindaki hastalardan alinmistir.

Antibiyotik kullaniminin, CDE olusumunda en 6nemli risk faktorii oldugu
bilinmektedir (85). Calismamizda gerek hastane gerekse poliklinik hastalarindan
toksijenik C. difficile izole edilenlerde, risk faktorlerinden antibiyotik kullanimi ilk
siralarda  gelmektedir. Clostridium difficile’ye bagli ishal gelismis hastalarin
kullandiklar1 antibiyotikler, iilkeden iilkeye hatta ayni iilkede hastaneler arasinda
farkliliklar gostermektedir. Hastanemizde daha 6nce yapilan ¢alismada, en sik beta-
laktam grubu antibiyotiklerin kullanildigi gosterilmistir (35). Bu ¢alismada
antibiyotik kullanim orani %63.9 bulunmustur ve betalaktam antibiyotikler (C.
difficile kokeni izole edilmis hastalarin %27.4’iiniin sefalosporinler, %22.6’sinin
penisilin grubu ve %19 karbapenemler) birinci sirada yer almaktadir. Ayrica, ¢oklu

antibiyotik kullanim oran1 %45.9 tespit edilmistir.

Clostridium difficile enfeksiyonunu kolaylastiran risk faktorlerinden bir
digeri uzun siire hastanede yatis dykiistidiir (91, 97). Bu ¢alismada hastanede yatan
hastalarda uzun siireli hastanede yatmanin yanisira, yogun bakim iinitesinde
bulunma, malignite varlig1, nazogastrik tiip, endoskopi ve batin i¢i cerrahi girigimi,
antineoplastik, antiiilser tedavisi diger oOnemli viriilans faktorleri de
bulunabilmektedir. Toksijenik C. difficile tespit edilen poliklinik hastalarinda
bulunan risk faktorleri arasinda kronik barsak hastaliklari, malignite ve

antineoplastik ila¢ kullanim1 6nemli yere sahiptir (Tablo 4).

Toksijenik C. difficile’yi saptamak ig¢in izole edilen suslardan veya diski
orneklerinden yapilan sitotoksik analizler, toksin A/B’nin saptanmasinda altin
standart olarak kabul edilir (106). Ancak, sitotoksik analizler igin doku kiiltiirii
laboratuvarina gereksinimin duyulmasi, yontemin zor, zahmetli, zaman alic1 ve

pahali olmas1 nedeniyle, diinyada pek ¢ok laboratuvarda, 6zgiilliigii ve duyarlilig:



daha diisiik ancak kullanimi kolay, daha hizli sonug¢ veren EIA tercih edilmektedir
(117). Hastanemiz rutin laboratuvarinda da digskida C. difficile toksini varligi EIA ile
arastirtlmis, yillar i¢inde ¢esitli EIA kitleri denenmistir. Deniz ve ark. (35) 2008
yilinda. “ImmunoCard Toxins A&B EIA” Kkiti ile yaptigi c¢alismada, diski
orneklerinden toksini belirleme agisindan testin duyarligi %85.7, 6zgilligi %100,
PPD’si %100, NPD’si ise %99 olarak hesaplanmistir. Bizim galismamizda, gerek
diskidan gerekse toksijenik kiiltiiriin, kiiltiir filtratindan toksin varligir giintimiizde

rutinde uygulanan ELFA (VIDAS, Biomerieux) yontemi ile arastirilmistir.

Caligmamizda, toksin varliginin arastirilmasi istegiyle gelen diski 6rnekleri
degerlendirildiginde, diskida toksin pozitif bulunup, C. difficile izole edilemeyen
ornek olmamistir. Izolatlarmdan PZR ile toksin geni saptanan 76 &rnegin 38’inde
(%50) toksin A/B pozitif saptanmistir. Buna gore testin diskida toksini belirleme
duyarliligi % 55,8, ozgilligi %100, PPD % 100 ve NPD ise % 21 olarak tespit
edilmistir. Ancak toksin geni bulunan izolatlarin kiiltiir filtratlarindan toksin varlig
arastirildiginda, PZR yontemine gore ayni testin duyarliligt % 97.3, ozgiilliigii %
100, PPD’si % 100 ve NPD’si %80 olarak belirlenmistir. Calismamizdaki ELFA
(VIDAS, Biomerieux) yonteminin 0Ozgiilliik ve duyarlilik oranlar1 Eastwood ve
ark.’nin (107) yaptig1 c¢alismadaki oranlarla benzerlik gostermektedir. Ancak,
diskidan toksin varliginin belirlemede buldugumuz oranlar, Deniz ve ark.’nin (35)
sonuclartyla farklilik gostermektedir ve bu durum ¢aligmalarda farkli kitlerin

kullan1lmis olmasina baglanmaktadir.

Sonuglarimiza gore digski orneklerinden toksin varligini belirlemede ELFA
(VIDAS, Biomerieux) yonteminin diisiik duyarliliga sahip oldugu goriilmektedir.
Rutinde digki  Orneginden toksin saptanamayip, izole edilmis C.difficile
kokenlerinden ise toksin pozitifliginin saptanabildigini gosteren c¢aligmalar
bildirilmistir. Bu durumun diski Orneginin uygun kosullarda ve zamaninda
labaratuvara tasinmamasindan kaynaklanabilecegi, 1s1 degisikligiyle veya diskidaki
enzimlerin etkisiyle toksin yapisindaki bozulmaya bagli testlerin negatif sonug
verebilecegi kabul edilmektedir (8, 108). Laboratuvarimizda toksin varligi aranan
disk1 ornekleri ayn1 zamada toksijenik kiiltiir yoniinden isleme alinmakla yalanci

negatif (¢alismamizda 38 hasta) sonuglarin 6niine gecilmis olunmaktadir.



Bu c¢alismamizda ESCMID kriterlerini esas alarak, hekimin toksin
aragtirtlmas1 istemi olmaksizin, laboratuvarimiza Kkiiltiir istegi ile gonderilen
hastanede yatan hastalarin ve poliklinik hastalarinin 16kositli digski 6rneklerini
toksijenik C. difficile yoniinden arastirmakla, hekimin goziinden kacan veya aklina
gelmeyen ya da toplum kaynakli CDE tanisinda klinisyene 6nemli 6l¢iide yardimci
oldugumuzu diisiiniiyoruz. Ornegin C. difficile izole edilen 84 hastanin 8’inde toksin
arastirilmasi istegi yapilmamistir ancak, ESCMID kriterleri 6l¢ti alindigr i¢in digki
ornekleri ¢alisilmistir. Toksijenik C. difficile iiretilen 8 hastanin klinik bulgulart
degerledirildiginde 3’linde hastane kaynakli, 5’inde ise toplum kaynakli CDE varlig1
tespit edilmis, klinisyen ile siirdiiriilen iyi iletisim sayesinde bu hastalarin uygun

sekilde tedavi edilmesine yardimci olunmustur.

Laboratuvar kosullarinda binary toksini saptayabilen herhangi bir EIA testi
heniiz gelistirilmemistir. Toksin A ve B gibi binary toksin de hiicre kiiltiirlerinde
sitotoksik aktiviteye sahiptir (40). Hastanemizde hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etki
calisilmamaktadir. Ancak 06zgiin primerler kullanarak PZR ile binary toksinini
cogaltarak taniya gidebilmekteyiz. izolatlarimiz toksin genleri ydniinden yakindan
izlenmektedir, son alt1 yildir izole ettigimiz C. difficile kdkenlerinde binary toksin

genine rastlanmamustir.

6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, hastanede yatan hastalardan C. difficile toksini bakilmasi
istemiyle gelen, poliklinik hastalarindan patojenik enterik bakteri varliginin
arastiritlmasi i¢in gonderilen ve direk bakisinda 16kosit bulunan diski ornekleri
incelemeye alinmistir. Hastanede yatan hastalardan toksijenik C.difficile goriilme
orant %6.6, poliklinik hastalarinda ise yaklasik %1 bulunmustur. Hastalarin hig
birinde binary toksin geni veya A-/B+ varyant izolatina rastlanmaistir. Elde
ettigimiz  sonuclar, daha oOnce yaptigimiz c¢alisma verileriyle benzerlik
gostermektedir. Bu durum simdilik hastanemizde 6nemli bir C.difficile salgini
olmadigint gostermektedir. ESCMID kriterlerini 6l¢ii alarak uyguladigimiz tani

yontemlerinin ve klinisyenlerle saglanan iyi iletisimin bu olumlu sonugta payinin



oldugunu diisiiniiyoruz. Ancak g¢alismamizin birtakim eksiklikleri bulunmaktadir.
Izolatlarimizin antibiyotik duyarlilik durumlarmnin ve genotiplerinin belirlenmesi,
hastanemizin epidemiyolojik verilerinin ¢ikarilmasi ile bu eksik yonlerin giderilmis

olacagina inaniyoruz.
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