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OZET

Clostridium difficile, antibiyotik ile iliskili ishallerin en onemli etkenlerindendir. Toksijenik C.difficile suslar1, asempto-
matik kolonizasyondan, pseudomembranéz kolite kadar degisen farkli klinik semptomlara neden olmaktadir. C.difficile ile
iligkili kolit tanmisinda diski Orneklerinde toksin iivetimini belirleyen testler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calismamizda ishalli hastalara ait digki orneklerinde C.difficile toksin A/B varligimin belirlenmesi amaglanmugtir.
Toksin A/B varlifiin belirlenmesi, enzim immiinoassay yontemi (ELISA) ile yapilmistir. Bu amagla, Serazym Clostridium
difficile Toxin A/B(Seramun, Almanya) ticari kiti kullamilnugtir.

Incelenen 592 adet diski orneginde C.difficile toksin A/B pozitifligi % 24 olarak tespit edilmistir. Kan ve diski [kosit
sayilarimin Toksin A/B pozitif hastalarda toksin negatif hastalara gore anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (p< 0.01,
p=0.012). C.difficile toksin A/B pozitiflik oran: en sik hematoloji-onkoloji, kemik iligi nakil iinitelerindeki hastalara ait digki
drneklerinde tespit edilmistir.

C.difficile infeksiyonunun ishalli hastalardaki digki drneklerinde yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir. Ozellikle
antibiyotiklerin yogun olarak kullanildigi ve immiinsupresif hastalarm bulundugu iinitelerde C.difficile infeksiyonlarinin
daha sik goriildiigii tespit edilmistir. Bu nedenle, C.difficile’nin, ishal ayirict tamisinda mutlaka diisiiniilmesi gereken bir
patojen oldugu ve tanisina yonelik testlerin yapilmasimin uygun olacag diigiiniilmiistiir. C.difficile ile iligkili ishallerde anti-
biyotik kullaniminin yiiksek oranda olmas: nedeniyle, hastanelerin belirli zaman araliklarinda antibiyotik kullanim stratejile-
rini gOzden gecirmeleri gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: Clostridium difficile, ishal, toksin
SUMMARY
The Investigation of Frequency of Clostridium difficile Toxin A/B in Stool Samples of Patients with Diarrhea

Clostridium difficile is one of the most important causes of diarrhea associated with antibiotics. Toxigenic strains of
C.difficile lead to various clinical symptoms, ranging from asymptomatic colonization to pseudomembranous colitis. The most
widely used test for diagnosing C.difficile associated colitis is a test that detects toxins produced by C.difficile in stool samp-
les.

In our study, stool samples of 592 patients with diarrhea were studied for prevalence of C.difficile Toxin A/B. To inves-
tigate the presence of Toxin A/B, the enzyme immunoassay method (ELISA) was carried out using ile Serazym Clostridium
difficile Toxin A/B kit (Seramun, Germany).

In the stool samples examined, 24 % C.difficile toxin A/B positivity was found in total 592 stool examples. The number
of leukocytes in the blood and stool samples was significantly lower in Toxin A/B positive patients than those of Toxin A/B
negative patients (p< 0.01, p=0.012). The rate of C.difficile Toxin A/B positivity was more frequently detected in patients stool
samples the divisions of hematology-oncology and bone marrow transplantation.

C.difficile infection rate in patients stool samples showing symptoms of diarrhea was high. In divisions which antibio-
tics were widely used and patients were immunsuppressed, C.difficile infections were more common. C.difficile should be
considered as a pathogen in the differential diagnosis of diarrhea and diagnostic testing might be appropriate. In addition, since
the use of antibiotics is high in C.difficile associated diarrhea, hospitals should revise their antibiotic strategies periodically.
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GIRIS

Clostridium difficile, Gram pozitif, anaerop,
sporlu bir basildir. Ilk olarak 1935 yilinda saglik-
I1 bebeklerin diskilarindan izole edilmis ve sito-
toksin tireten bir bakteri oldugu belirlenmis-
tir®. C.difficile, klinik olarak asemptomatik tasi-
yiciliktan oliimle sonlanabilen tabloya kadar
¢ok genis bir yelpazede infeksiyon yapabilmek-
tedir. Hafif ishal, psédomembranéz kolit, toksik
megakolon veya sepsis ile giden klinik tablolar
olusturabilmektedir®. Normal kisilerde yakla-
stk % 1-2, hastanede yatanlarda % 20 oraninda
asemptomatik bagirsak kolonizasyonu bulun-
maktadir®. Urettigi toksin A (Enterotoksin) ve
toksin B (Sitotoksin) araciligiyla enterokolit
olusturmaktadir®®. Etki mekanizmalar1 benzer
olan bu toksinler, endositozla bagirsak epitel
hiicresine girmekte ve hiicrede aktin iskeletini
etkileyerek hiicre oliimiine neden olmaktadir.
Toksinlerin, ayn1 zamanda birtakim sitokinlerin
salgilanmasina, bdylece inflamatuvar yanitin
gelismesine ve psddomembranlarin olusmasina
yol actiklar1 da belirlenmistir. Onceleri, toksin
A’nin bagirsak epitelinde zedelenme olusturdu-
gu, ardindan toksin B'nin etkisini gosterdigi,
dolayisiyla toksin B'nin tek bagina aktif olama-
yacag1 diistiniilmekte iken, molekiiler teknikle-
rin gelismesiyle, toksin B'nin, toksin A olmaksi-
zn sitotoksik etki gosterdigi anlagilmigtir®?.

C.difficile, antibiyotikle iligkili ishallerin en
stk nedenlerinden olup, yaklasik % 15-25'inden
sorumludur®. Antibiyotikle iligkili ishal tanimi;
bagka bir nedenle agiklanamayan ve antibiyotik
kullanimindan 2 saat ile 2 ay arasindaki siireler-
de ortaya ¢ikan, giinde ikiden fazla ve iki giin-
diir devam eden sekilsiz digkilama igin kullanil-
maktadir®.

C.difficile infeksiyonu siklikla sefalosporin,
florokinolon, klindamisin, penisilin gibi antibi-
yotik kullanimu ile birlikte goriilmektedir. Genis
spektrumlu antibiyotiklerin yaygin ve uygun-
suz bigimde kullanildig: glintimtiizde gerek has-
tane diginda, gerekse hastanede yatan hastalar-
da antibiyotikle iligkili ishallerde 6nemli bir
etken olarak karsimiza c¢ikmaktadir. C.difficile,
hastaneye yatirilan hastalarda ortaya c¢ikan
ishallerde en 6nemli ve en sik goriilen etkendir.
Salgiladig1 enterotoksin (toksin A) ve sitotoksin
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(toksin B) hastaligin patogenezinde sinerjistik
etkiler gostermektedirler. Antibiyotik kullanimi
C.difficile infeksiyonlarinda degistirilebilen bir
risk faktorii olup, diger risk faktorleri ileri yas,
hastanede yatis siiresi, altta yatan hastaligin sid-
detidir. Ayrica, mide asit supresyonu, enteral
beslenme, gastrointestinal cerrahi, kanser kemo-
terapisi ve hematopoetik kok hiicre transplan-
tasyonu olas1 ek risk faktorleridir. C.difficile
infeksiyonu esas olarak ileri yastaki kisileri etki-
lemesine ragmen, giiniimiizde hastanede orta-
miyla karsilasmamis saglikli genglerin veya
antibiyotik tedavisi almayan bireylerin de risk
altinda oldugu kabul edilmektedir®?®.

C.difficile infeksiyonun tanis1 amaciyla,
antijen aranmasi, kiiltiir, sitotoksisite testleri ve
polimeraz zincir reaksiyonu kullanilmaktadir.
Ayrica diskida toksin varliginin ELISA ve lateks
agliitinasyon gibi yontemlerle gosterilmesi sik-
likla kullanilan yéntemlerdir.

Calismamizda, ishalli ve klinik 6zellikleri
C.difficile infeksiyonu ile uyumlu hastalarin diski
orneklerinde C.difficile toksin A ve toksin B sikli-
ginin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Ocak-Agustos 2010 tarihleri arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'na gonderilen, ishalli hastalara ait
yumusak kivamli veya sulu mukuslu diski
ornekleri ¢alisma kapsamina almmuistir. Diski
orneklerinin 131’1 (% 22) pediatri, 123"t (% 21)
gastroenteroloji, 78'i (% 13) onkoloji-hematoloji,
49'u (% 8) yogun bakim, 47’si (% 8) pediatrik
enfeksiyon, 44'ti (% 7) enfeksiyon hastaliklari,
351 (% 6) dahiliye, 34"1i (% 6) pediatrik gastroen-
teroloji, 281 (% 5) pediatrik onkoloji-hematoloji
ve 23’11 (% 4) diger birimlerden gonderilmistir.

Diski orneklerinde C.difficile toksin A/B
siklig1 Enzim immiinoassay yontemi ile, C.diffi-
cile toksin A'nin ve toksin B'nin ayni anda kali-
tatif olarak belirlenmesini saglayan ticari kit
(Serazym Clostridium difficile Toxin A/B,
Seramun, Almanya) kullanilarak {iretici firma-
nin Onerileri dogrultusunda galisilmistir. Disk:
ornekleri toplandiktan sonra makroskopik ve
mikroskopik incelemeleri yapilmistir. Diski
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ornekleri; 10kosit, eritrosit ve parazit varligi agi-
sindan nativ-lugol inceleme, trikrom ve asit-fast
boyama yontemleri ile 1s1tk mikroskobunda
degerlendirilmistir. Daha sonra, disk1 6rnekleri-
nin kiiltiirleri yapilarak patojen bakteri varligi
arastirllmistir. Diski 6rnekleri C.difficile toksin
A/B ELISA calisilincaya kadar -20°C’de saklan-
mustir. Ornekler, C.difficile toksin A/B yoniinden
en ge¢ bir hafta iginde calismaya alinmistir.
Calisma yapildiktan sonra, 6rnegin absorbansi
esik degerinden yiiksek ise pozitif, esik degeri-
nin % 10 altindaysa negatif, esik degerinin % 10
sinirlar1 arasinda tespit edildiyse smirda kabul
edilmistir. Absorbans degerleri smir degerde
¢ikan Ornekler iiretici firmanimn onerileri dogrul-
tusunda tekrar calisilmistir.

C.difficile toksin A /B pozitif ve negatif has-
talar arasindaki istatistiksel karsilastirmada
Fisher ki-kare testi uygulanmistir. p<0.05 deger-
leri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Calismamizda incelenen 592 diski 6rnegi-
nin alindig1 hasta grubunda yas arahg: 1-81
(29.3+24.68) ve kadin/erkek orani 268 /324 olarak
tespit edilmistir. Diski drneklerinin mikroskopik
incelemesinde, 4 Ornekte Giardia intestinalis, bir
Ornekte Entamoeba coli tespit edilmistir. Digki
orneklerinin kiltliriinde 581 6rnekte normal
bagirsak florasy, iki drnekte diskida patojen bak-
teri tiremesi (Shigella sonnei ve Shigella flexneri),
dokuz &rnekte Candida spp. tespit edilmistir.

Incelenen 592 hastaya ait disk1 &rneginin
135’inde (% 23) ELISA yontemi ile C.difficile tok-
sin A /B pozitif, 50’sinde (% 8) sinir deger olarak
bulunmustur. Smir deger veren 50 diski drnegi
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Sekil 1. Diski orneklerinde C.difficile toksin A/B pozitiflik orani (%).
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ayni yontemle tekrar calisildiginda 6rneklerin
yedisinde C.difficile toksin A/B pozitif olarak
saptanirken, 43’tinde negatif bulunmustur.
Boylece calisilan 592 diski 6rneginin toplam
142’sinde (% 24) C.difficile toksin A/B pozitif
olarak saptanmistir (Sekil 1). Calismamizda,
digski Orneklerinde pozitiflik oranmin en sik
Haziran ayinda oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

C.difficile toksin A /B pozitifligi (%)

Ocak Subat Mart Nisan Mayis Hazi. Tem. Agus.
Sekil 2. Aylara gore C.difficile toksin A/B pozitiflik orani (%).

Incelenen digki 6rneklerinde 18 yas tistii
yetiskin hasta grubunda en yiiksek C.difficile
toksin A/B pozitiflik orani, % 38 ile hematoloji-
onkoloji ve kemik iligi nakil tinitelerinde tespit
edilmistir.

C.difficile toksin A/B pozitif olarak bulu-
nan hastalarda % 22 oraninda kan I6kosit diizey-
lerinde diistikliik (16kopeni) tespit edilirken,
C.difficile toksin A /B negatif bulunan hastalarda
bu oran % 9 olarak bulunmustur. C.difficile tok-
sin A/B pozitif ve negatif hastalar arasinda
l6kopeni agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark belirlenmistir (p<0.001).

C.difficile toksin A/B pozitif hastalarda
diski mikroskopisinde 16kosit, % 17 hastada
yliksek olarak bulunurken; toksin negatif hasta
grubunda bu oran % 9 olarak tespit edilmis ve
C.difficile toksin A/B pozitif ve negatif hastalar
arasinda digki mikroskopisinde 16kosit varlig:
agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulun-
mustur (p=0.012) (Tablo).

Tablo. C.difficile toksin A/B pozitif ve negatif orneklerde lokopeni
ve digkida lokosit oranlart.

Cdifficile toksin A/B  C.difficile toksin A/B p degeri

pozitif negatif

(n=142) (n=450)
Lokopeni n (%) 31(22) 40 (9) <0.001
Digkida I6kosit n (%) 24 (17) 42 (9) 0.012
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TARTISMA

Saglikl kisilerde C.difficile tastyicilik orani
% 3 iken hastanede yatan, antibiyotik kullanan
kisilerde tastyiciik orani % 40lara ¢ikmakta-
dir®. Toksin belirlemede altin standart olarak
kabul edilen sitotoksik testlerle karsilastirildi-
ginda, C.difficile toksin A/B saptanmasinda
ELISA yoénteminin duyarliligs % 95.3, 6zgiilligi
ise % 100 olarak belirlenmistir. Sitotoksik testle-
re gore toksin belirlenmesinde ELISA yontemi
daha pratik bir yontemdir®>1%. Hizli sonug alin-
mast ve uygulama kolaylig1 nedeniyle pek ¢ok
laboratuvarda toksin A ve B varhigmi belirleyen
ELISA yontemi kullanilmaktadir®. Toksin A
negatif, toksin B pozitif suglarin da ishal ve kolit
nedeni olarak izole edilmesi ve toksin A /B belir-
lenen olgularda toksin A'nin sadece % 30.7 ora-
ninda pozitif olarak tespiti, C.difficile kaynakl
ishal olgularinin saptanmasinda toksin A ve B
tespitinin bir arada yapilmasimin énemini ortaya
koymakta ve ayn1 zamanda patogenezde toksin
B’nin 6nemine dikkat ¢ekmektedir®51. Bu
nedenle, tan1 amactyla toksin varliginin arastiril-
dig1 testlerin hem toksin A, hem de toksin B’yi
icermesi gerekmektedir. Bu nedenle ¢calismamiz-
da her iki toksini bir arada tespit eden ELISA kiti
kullanilmistir.

Calismamizda ELISA yontemi ile ¢alisilan
592 diski 6rneginin 142’sinde (% 24) C.difficile
toksin A/B pozitifligi saptanmistir. Garcia ve
ark.”), yaptiklar1 ¢alismada nozokomiyal ishalli
hastalarin % 35.2’sinde C.difficile ile iligkili ishal
tespit etmigler ve C.difficile infeksiyonlarinda
hastane ortaminda gecisin sik olarak goriildii-
guni bildirmislerdir. Deniz ve ark.”, Marmara
Universitesi Hastanesi’'nde yatan, ishali olan 633
hastanin digki o6rneklerinde enzim immunoas-
say testi ile toksin pozitiflik oranini % 4.7 olarak
bildirmislerdir. Aygiin ve ark.®), antibiyotik ile
iliskili ishal olgularinda C.difficile toksin A/B
pozitifligini % 4.3 olarak belirlemisler ve bu
diisik orant kullamilan kitlerin farkliigindan
veya C.difficile tamisiin daha erken yapilip,
ampirik tedaviye baslanmasindan kaynaklana-
bilecegini bildirmislerdir. Biiyiikbaba Boral®,
C.difficile 6n tanisi ile laboratuvara gonderilen
360 digki orneginde sadece toksin A’y belirle-
yen kit ile toksin A varligini % 4.7 olarak belir-
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lerken, laboratuvara daha sonraki yillarda gon-
derilen 400 diski 6rneginde toksin A /B varligin
% 12 olarak belirlemistir. Bu durum, C.difficile
tanisinda toksin varliginin arastirilirken her iki
toksini de igeren kitlerin kullaniminin 6nemini
bir kez daha gostermektedir.

Giizel-Tungcan ve ark.™, Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde 74’i nétropenik ve
75’1 non-nétropenik toplam 149 olguda toksin
A/B sikligin sirasiyla % 24.3 ve % 21.3 olarak
belirlemislerdir. Calismamiza dahil edilen 592
olguda toksin A/B sikligi, hastanemizde yapi-
lan bu ¢alisma ile uyumlu diizeylerde belirlen-
mistir. Calismamizda, hematoloji-onkoloji,
kemik iligi nakil iinitelerinden gelen hasta digki
orneklerinde toksin A/B pozitiflik oran1 % 38
gibi yiiksek degerlerde bulunmustur. C.difficile'nin
bu derece yiiksek oranlarda ¢ikmasi, antibiyo-
tiklerin bu birimlerde yogun olarak kullanilmasi
ve hastalarin biiyiik oranda immiinosupresif
olmasi ile aciklanabilmektedir.

Calismamizda, C.difficile toksin A/B pozi-
tif ve negatif hastalar arasinda 16kopeni ve digki
mikroskopisinde 16kosit varlig1 agisindan ista-
tistiksel olarak anlaml fark belirlenmistir. Giizel-
Tungcan ve ark.nin® yaptiklari ¢alismada ise,
nétropenik ve nétropenik olmayan hasta 6rnek-
leri arasinda toksin A /B varlig1 agisindan istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Belirledigimiz istatistiksel farkin anlamliligimin,
calismamizdaki hasta Ornegi sayisinin, Glizel-
Tungcan ve ark.min™ yaptiklar1 ¢alismadaki
sayinin yaklasik dort kati olmasindan kaynak-
landigini diisiinmekteyiz.

Calismamizin, hasta sayisinin fazla olmasi
acisindan elde edilen verilerin hastanemizde
C.difficile epidemiyolojisi konusuna dikkat ¢eke-
cegi ve literatiire katki saglamasi agisindan
6nemli oldugu kanaatine varilmigtir.

Sonug olarak, C.difficile infeksiyonlarmnin
ishalli hastalara ait diski 6rneklerinde ytiiksek
oranlarda oldugu tespit edilmistir. C.difficile tok-
sin A/B sikligmin ishalli hastalarda yiiksek
oranda bulunmasi, antibiyotik kullanim politi-
kalarinin tekrar goézden gegirilmesi geregini
diistindiirmektedir. Ayrica, ishali olan hastalar-
da C.difficile toksin A/B saptama oranlarmin
yliksek diizeylerde olmasi, antibiyotikle iligkili
ishal ve nozokomiyal ishallerde 6nemli bir etken
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olan C.difficile’'nin ayirici tanuda gozard: edilme-
mesi gereken 6nemli bir patojen oldugunu gos-
termektedir.
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