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OZET

Amag: Clostridium difficile nazokomiyal ishalin en sik sebebi olarak
bilinmektedir. Bu ¢alismada C.difficile‘nin gastrointestinal sistemdeki
kolonizasyonu ile ishal olusumu arasindaki muhtemel iliskinin ve tanida
kullanilan yontemlerin degerlerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve metod: Bu c¢alismada ti¢ farkli yontemle 50 diski 6rneginde C.
difficile varlig1 arastirilds. ilk olarak hizli tan1 amaciyla immiinokromotografik
kart test kullanildi. Ornekler selektif besiyerlerine (Cycloserin cefoksitin
fruktoz agar (CCFA) ve chromID) ekilerek anaerop ortamda 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. ELISA ile toksin A ve B varlig1 arastirildi.

Bulgular: Immiinokromatografik yontemle iki (%4) hastada pozitif sonug
elde edildi. Kiiltiir sonuglarina gore ti¢ (%6) hastada chromID besiyerinde, bir
(%2) hastada CCFA’da ve bir (%2) hastada her iki besiyerinde de C. difficile
izole edildi. Iki 6rnekte ELISA ydntemiyle pozitiflik saptandi.

Sonug : Rutin klinik laboratuvarlarda kullanilan immiinokromotografik test
toksin belirlemede yeterli degildir. Kiiltlir zaman alic1 bir islem oldugu igin,
baska yontemlerle toksin varligini tespit etmek giivenilirligi bir adim daha
artirmada alternatif olabilir.

Anahtar kelimeler: C.difficile, toksin A/B, immunokromotografi kart test
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ABSTRACT

Aim: Clostridium difficile is known to be the most common causative agent of
nosocomial diarrhea. In this study, it was aimed to evaluate the possible
relationship between gastrointestinal colonisation of C. difficile and the
development of diarrhae, and to assess the diagnostic value of the methods

used.

Material and method: In the study C. difficile was investigated in 50 stool
specimens by using three different methods. Firstly immunochromotographic
card test was used for rapid detection. Specimens were inoculated on selective
media (CCFA and chromID) and incubated in anaerobic atmosphere at 370C

for 48 hours. ELISA was used for detection of toxin A and B.

Results:  Two  positive  results  were  detected Dby  using
immunochromotographic method. Acoording to culture results, C. difficile
was isolated in three patients on chromiID agar, in one paitent on CCFA and in
one patient on both agars. Two specimens were found to be positive by using
ELISA.

Conclusion: In routine clinical laboratories, immunochromotographic test is
not satisfactory for detection of the toxins. However, since culture is time
consuming, detection the toxins by using different methods can be an

alternative for taking reliability of the results to one step forward.

Key words: C. difficile, toxin A/B, immunochromotographic card test
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Hep-2 : insan epitel hiicresi
VERO : afrika yesil maymun bobrek hiicresi
GDH : glutamat dehidrogenaz

EIA : Enzim imminoassay
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1.GIRIS VE AMAC

Clostridium difficile gram-pozitif, spor olusturan anaerobik bir basildir. Fekal oral yolla
kisiden kisiye veya cevreden kisiye bulasmaktadir. ilk olarak 1935 yilinda saghkli
bebeklerin digki florasindan izole edilmis ve izolasyonun zor olmasindan dolayi
Bacillus difficilis olarak isimlendirilmis; 1978 yilina dek antibiyotikle iliskili diyare ve

psddomembrandz enterokolit i¢in etken olarak gosterilememistir (1).

Gunumizde nozokomiyal diyarenin en sik sebebi olan C. difficile , saglikli erigskinlerin
%S5’inin, bebeklerin  %30-70’inin diskilarinda bulunmaktadir (2). C. difficile,
asemptomatik tasityiciliktan psddomembrandz kolite (PMK) kadar degisen farkli
tablolarla karsimiza ¢ikabilen, agir olgularda septik sok, megakolon, kolon
perforasyonu gibi ciddi komplikasyonlara yol agabilen ve mortalite ile seyredebilen
enfeksiyonlar yapar. Sadece toksijenik suslar yaptiklar1 toksinler ile hastalia sebep
olmaktadirlar. C. difficile ile enfekte yatan hastalarin c¢ogunlugu asemptomatik
tastyicilardir ve hastane kosullarinda C. difficile’nin siirekli mevcudiyetini saglayan

sessiz tagtyict konumundadirlar (3).



Enfeksiyon kontroliindeki gelismelere ve C. difficile enfeksiyonu tedavisindeki yeni
segeneklere ragmen, C. difficile enfeksiyonu insidansinda kararli ve siirekli bir artig s6z
konusudur ve bu durum artmis morbidite ve mortalite ile iliskilidir (4). C. difficile
enfeksiyonu epidemiyolojisindeki bu degisiklikler, diinyada gittik¢e yayginlasan ve acil
bir sorun haline gelen hipervirtilan C. difficile suslarmin yayilimi ve enfeksiyonun tani

yontemlerinin gelismesiyle iliskilidir.

Hipervirulan C. difficile suslari, 2000 yili Oncesine dek Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki (A.B.D) C. difficile kdkenlerinin%]1’inden azini olusturmaktaydi (5).
Toksinotip 111 olarak karakterize edilen bu kokenler, toksin A (TcdA) ve toksin B
(TcdB)’nin iiretimi i¢in negatif diizenleyici olan tcdC geninde 117. pozisyonda 18 baz
citflik bir delesyon ile karakterizedir (6). Bu gergeve kayma mutasyonu prematir bir

stop kodonu olusturmaktadir.

Hipervirulan (epidemik) C. difficile suslar1 birim zamanda daha fazla toksin tiretmek
yerine daha uzun sureler boyunca toksin tretimini sirdirmektedir ve bu durum
fonksiyonel negatif regiilasyon mekanizmasinin yoklugundan kaynaklanmaktadir (7).

Hipervirulan kokenlerin bir diger 6nemli 6zelligi “binary” toksin denilen diger bir
toksini de dretmeleridir. Bu toksinin C. difficile enfeksiyonu patogenezindeki roli
henliz tam olarak anlasilamamistir. Calismalar, “binary” toksinin kolon hiicre
yiizeylerine klostridial yapismay1 artirmak i¢in hiicrelerinin dis yiizeylerinde sitotoksik
etki yaptigimi gostermistir. Bu bulgular “binary” toksinin daha siddetli hastalik
olusturmasinda Onemli bir kolonizasyon faktérii oldugunu ayrica tekrarlayan

hastaliklarda rol oynadig1 diistindiirmiistiir (8).

Calismamizda Clostridium difficile ishali siiphesi ile merkez seroloji laboratuvarina
gonderilen hastalarin digki  6rneklerinde serolojik yOontemlerden ELISA ve
immunokromotografiik kart testi ; bakteriyolojik yontemlerden de kilttr yontemleri ile

toksin varlig1 ve etkenleri arastirildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Psodomembrandz enterokolit (PME) ilk olarak 1893 wyilinda Finney tarafindan
tanimlanmistir. 1935 yilinda Hall ve O"Toole (9) tarafindan saglikli yenidoganlarin
barsak florasinda saptanmis ve barsak hastaligi ile iliskili olabilece§i one siiriilmiistiir.
Kiiltire edilmesi olduk¢a zor oldugundan bu bakteriye giic (difficult) anlaminda
“Clostridium difficile” ad1 verilmistir. Antibiyotikle iligkili barsak hastaliklar1 tizerine
1940 ve 1950“li yillarda hayvan modellerinde ¢alismalar yapilmistir. C. difficile’nin
ekzotoksinleri, 1960 ve 1970“li yillarda yapilan ¢alismalarda belirlenip,
psodomembrandz kolit (PMK) ile iligkisi saptanmis, sonrasinda antibiyotige bagl ishale
yol acan en Oonemli etken olarak tanimlanmistir. Tedesco ve arkadaslari (10), 1974
yilinda klindamisin ile tedavi edilen 200 olgunun 42'sinde (%21) diyare olustugunu,

bunlarin 20'sinde (%10) ise endoskopik olarak PMK bulduklarini bildirmislerdir.

C. difficile kdkenlerinin, antibiyotikle iliskili ishale neden olduklar1 ilk kez 1977 yilinda
gosterilmistir . Larson ve Price (11) 1977'de, Bartlett ve arkadaslar1 (12) 1978'de,
antibiyotige bagli PMK’da etkenin, toksin yapan C. difficile oldugunu saptamiglardir.
CDE’lerin yakindan takip edildigi tilkelerde, 1990’11 yillarda bu enfeksiyonlarin
insidansinda bir artisin basladigi, 2006 ve 2007 yillarinda artis oraninin en {ist seviyeye
ulastigi belirlenmistir . O zamandan beri CDE (Clostridium difficile enfeksiyonu)

nozokomiyal ishal enfeksiyonunun énemli bir sebebi olarak kabul edilmektedir (13).
2.2. Mikrobiyolojik 6zellikler

Clostridium difficile 0,5 um eninde ve 3-5 um boyunda, zorunlu anaerop basillerdir.
Anilin boyalari ile kolay boyanir ve gram pozitiftir. Ancak, eski kiiltiir kolonilerinden
yapilan boyamalarda gram negatif olarak goriilebilmektedir. Kapsiilsiiz ve peritrik

kirpikleri ile zayif hareketlidir. Inaktif spor iiretir, zorlu ¢evre kosullarinda yillarca ve



hatta ylizyil boyunca canli olarak kalabilir. Dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan
sporlar muhtemelen insana bulasta ortak kaynaklardir. Bakteri bedeninden daha genis
olan sporlari, oval ve subterminal yerlesimlidir. Spor nadiren terminal yerlesim
gosterebilmektedir (14,15). Buna bagli olarak mekik, davul tokmag1 ve raket goriiniimii
alirlar. Uremek icin kan, serum, yumurta saris1 ve fruktoz bulunan besiyerlerine ihtiyac
gosterir. En sik kullanilan besiyeri Cycloserine-cefoxitin fructose agar (CCFA)
besiyeridir. Optimal iireme sicakligi 37°C olup pH 7-7,2°de iyi iirer. 37 °C’de, 48
saatlik inkiibasyon sonunda hafif kabarik, kenarlar1 diizensiz, 1-3 mm ¢apli koloniler
meydana gelir (15). Bu besiyerinde 24 saat iginde olusan koloniler 360 nm.’de UV 151k
altinda incelenirse, etrafinin agik yesilden sariya kadar degisen bir hale ile g¢evrili
oldugu goriiliir. Tyrosinli, besiyerinde iirediginde tyrosini kulllanarak L tyrosinden p-

krezol agiga ¢ikararak, kendine 6zgii at pisligi kokusu olusturmaktadir (16).

C. difficile katalaz , iireaz , lesitinaz ve lipaz aktivitesi gostermez. Bazi suslar jelatini ve
eskiilini hidrolize eder. Hidrojen siilfiir (H2S) ve indol olusturmaz. Cogu koken glukoz,
mannitol, mellibioz ve melesitozu asit olusturarak fermente ederken, bazi suslar salisin,
ksiloz, sorbitol ve trehaloza da etki edebilir (17). Laktoz, sukroz,galaktoz,iniilin,nisasta ve
gliserole etki etmez. Lipaz ve lesitinaz aktiviteleri yoktur. Katalaz negatif , (ireaz negatif,
proteaz, kollagenaz, heparinaz ve kondrotin -4-silfataz gibi hidrolitik enzimleri var olup

bu enzimler viriilansla iliskilidir (3,5,9,11).
2.3. Virulans ozellikleri
2.3.1. Spor olusturma

C. difficile uygun olmayan kosullar altinda spor olusturmaktadir. C. difficile’nin
vejetatif sekilleri 1s1, eter ve alkol gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere dayaniksiz
olduklar1 halde sporlar1 olduk¢a direnglidir ve oda sicakliginda tutulan kontamine
materyalde enfeksiy6z 6zelligini yaklasik olarak 5 ay korumaktadir. Sporlar enfeksiydz

olup hastaligin gegisinde 6nemli role sahiptir (18).
2.3.2. Flajella

Flajella konak invazyonu ve kolonizasyon igin gerekli olan 6nemli bir virulans
faktoradar. En iyi karakterize edilen iki C. difficile flajellar proteini, major flajellin
yapisal monomer olan FliC ve FliD’dir. Flajella olusumu ayrica biyofilm iiretimi ile de

iliskilendirilmektedir (18).



2.3.3. Fibronektin Baglayici Protein

C. difficile, 68 kDa’luk manganez baglayici bir protein olan fibronektin baglayici
protein (Fbp68) iiretir. In-vitro olarak yapilan calismalar Fbp68’in fibronektin,
fibrinojen ve vitronektini iceren ekstraseliiler hiicre matriks proteinlerine baglanmakta

rol oynadiginmi gostermistir (19).
2.3.4. Fimbria (Pilus)

Baz1 C. difficile suslar1 fimbriaya sahipken digerleri degildir. Saptandiklarinda 4-9 nm
capinda ve 6 pm uzunlukta olup polar orijinlidirler. Yapilan bir ¢aliymaya gore fimbria
icermeyen suslarin  da C. difficile enfeksiyonu olusturmasi nedeniyle bu
mikroorganizmanin patogenezinde fimbria olusumunun Onemli olamayabilecegi

diisiiniilmiistiir (20).

Tip IV pili hicre yizeyinde Uretilmekte ve konak kolonizasyonu ile C. difficile hastalik
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. T4P genlerinin (pilAl ve pilB1) inaktivasyonu
pilus formasyonunu bozmakta ve hiicre agregasyonunu énemli Olcide azaltmaktadir
(22).

2.3.5. Toksinler

Clostridium difficile enfeksiyonu, bakterinin iirettigi ekzotoksinlerle olmaktadir. Klinik
orneklerden izole edilen C. difficile izolatlarinin %751 toksin iiretir (15). C. difficile
toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) denilen iki farkli toksin iiretmektedir.
Toksin A, 308 kDa molekiil agirliginda bir enterotoksin olup ana patojenik komponenti
olusturur. Toksin B ise 270 kDa agirliginda, sitotoksik etkiye sahip kisimdir. Toksin A
da sitotoksik etkilidir, ancak toksin B’nin sitotoksik 6zelligi, toksin A’ya gore 100 ile
1000 kat daha fazla bulunmustur. Her iki toksinde protein yapisinda olup asitlere,

proteolitik enzimlere ve 1siya duyarhdir (15,22,23).

Bu toksinler, endositozla bagirsak epitel hiicresine girdikten sonra hiicrenin aktin
iskeletini etkileyip hiicre oliimiine neden olurlar. Toksinler, ayni zamanda bazi
sitokinlerin salgilanmasina, bunun sonucunda inflamatuar yanitin gelismesine ve
psddomembranlarin olusmasina yol agarlar (23,24). Her ne kadar toksin iiretmeyen
suslar hastalia neden olmasa da, toksijenik her sus da hastalik yapmamaktadir. Bu
durumun, suslar arasindaki farklardan, konaktaki toksin reseptorlerinin ve immiin yanit

farkliligindan kaynaklanabilecegi diislintilmektedir (15).



Enterosit yiizeyindeki reseptorler dogumda heniiz yapisal olarak olgunlasmamis olup
toksin baglama kapasiteleri ¢ok diistiktiir. Bu durum saglikli yenidoganlarda toksijenik
C.difficile suslarinin, sik olarak (%60-70) izole edilmesine ragmen hastaligin

goriilmemesini agiklamaktadir (25).
2.3.5.1. Toksin A (tcdA)

Toksin A, enterotoksin ve notrofiller icin kemotaktik Ozellikte olup, sitokinlerin
salimmmi 1ile 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 (22).

Toksin A, enterosit membrani iizerinde bulunan glikoprotein reseptdrlerine baglanarak,
hiicre igine girer. Fibriler aktini degistirerek konak hiicrede yuvarlaklagsmaya neden olur.
Kolon mukoza hcreleri arasindaki baglantilar kopar ve yaygin harabiyet gelisir.
Sonucta, bagirsaktan liimene proteinden zengin bir iltthap sizar. Olusan harabiyet

toksin B’nin mukoza hiicrelerine penetre olmasini daha da kolaylastirir (15).

Toksin A, enterositler disindaki diger hiicreler {izerine de etki gosterebilmektedir.
Makrofaj ve mast hicrelerini aktive edip, noétrofillerin mobilizasyonuna yol acar.
Sonucta mukoza hasari ile birlikte etkilenen bagirsak segmenti i¢cine ndtrofiller hiicum
eder. Bu nedenle toksin A, kolera toksininin aksine monosit, notrofil ve dokiilmiis
enterositler igeren proteinden zengin bir digkilamaya sebep olur. Hemorojiye baglh

olarak diskida bazen kanda bulunabilmektedir (15).
2.3.5.2. Toksin B (tcdB)

Molekiiler agirligi 250-270 k.da olan bu toksin oldukga potent bir toksindir .tek basina
toksik olmayip, toksin A’ ile birlikte sitotoksik etki gostermektedir . Toksin B’nin
sitotoksik etkisi toksin A’ya gore 100-1000 kat daha fazladir. Bagirsak mukoza

hicrelerinde toksin B igin spesifik reseptor bulunmamaktadir(26).
2.3.5.3.“Binary” Toksin (CdtA ve CdtB):

1987 yilinda baz1 C. difficile suslar1 tarafindan iiglincii bir toksin olan “binary” toksinin
dretildigi bildirilmistir (27). 2000°1i yillardan itibaren bu toksini salgilayan suslar
ozellikle yaygin hale gelmistir (5). Toksinin baglanma aktivitesinden sorumlu olan
CdtB ve enzimatik aktiviteden sorumlu olan CdtA’y1 kodlayan genlerin 1997 yilinda
dizi analizi gerceklestirilmistir (28). Ardindan geni barindiran 6,2 kb’lik bir bolge



identifiye edilmistir ve “cdt lokus” veya “CdtLoc” olarak adlandirilmistir (29). Bu bdlge
her iki toksin genini de icermektedir ve ayn1 zamanda adenozin difosfat (ADP) ribozile
edici toksin ailesine ait regiilator proteini de kodlamaktadir. Bu toksin ailesinin diger
uyeleri Clostridium botulinum C2 toksin, Clostridium perfiringens iyota toksin,
Clostridium spiroforme toksin ve Bacillus cereus vejetatif proteinleridir. CdtA
biyolojik olarak aktif ve “ADP ribozil transferaz” aktivitesine sahipken CdtB konak
hiicrelere baglanmaktan ve sitozole enzimatik komponentin translokasyonundan
sorumludur. Calismalar, “binary” toksinin kolon hiicre yiizeylerine klostridial
yapismay1 artirmak icin hiicrelerinin dis ylizeylerinde sitotoksik etki yaptigin
gostermistir. Bu bulgular “binary” toksinin daha siddetli hastalik olusturmasinda 6nemli
bir kolonizasyon faktorii oldugunu ayrica tekrarlayan hastaliklarda rol oynadigi
distindiirmiistiir.  Cesitli klinik c¢alismalar, artmis mortalite ile iliskisini ortaya

cikarmistir ancak daha ileri analizlere gereksinim vardir (30).
2.4. Patogenez

C.difficile ’nin hastaliga neden olabilmesi igin barsakta yerlesmesi ve mukozal hasar ,
siv1 sekresyonu ve enflamasyona neden olarak toksin iiretmesi gerekir. Bu kolonizasyon
2 asamadan olugmaktadir (16,22). Patojenik siirecin ilk admmi barsak hcrelerine

yapismasiyla baslar (31).

Patojenik siirecin ikinci agsamasi toksinlerin iiretimidir. Ana virulans faktorler toksin A
ve toksin B (tcdA ve tcdB)’dir. Bu iki toksin, insan kolon mukozasina zarar veren giiglii
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 kopmasma ve permeabilite artis1 ile

birlikte sekretuvar ishal olugsmasina neden olmaktadir (32,33) (Sekil 1).
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Sekil 1. Clostridium difficile enfeksiyonu patogenezinde toksinler ve inflamasyon (34)

Toksin A ve B’nin sentez ve salinmasini diizenleyen genler, patojenite lokusu olarak
adlandirilan 6zel bir yerde kiimelenirler (Sekil 2). Burasi bes genin kodlandig: yerdir:
Iki toksini kodlayan tcdA ve tcdB genleri, tam fonksiyonlar1 bilinmeyen ama toksin
tretimini arttirdig1 disiiniilen tcdE ve dizenleyici proteinleri kodlayan tcdR ve tcdC
genleri (33,36). TcdR 'nin toksin gen ekspresyonunda sigma faktor grup 5’e ait olan
onemli bir alternatif RNA polimeraz sigma faktor, tcdC'nin ise negatif bir dizenleyici
oldugunu gostermistir. TcdC, gen ekspresyonu i¢in gerekli olan kor RNA polimeraz ile
tcdR arasindaki iliskiyi engelleyerek etkisini gostermektedir. Bu yuzden tcdC anti-
sigma faktor olarak bilinmektedir (35,36). Viriilans 6zelligi yiiksek izolatlar, toksin A
ve B haricinde aktine 6zgll ADP ribozil transferaz olan binary toksin veya CDT isimli
uclincu bir toksin uretmektedirler. Patojenik lokus disindaki CDT lokus olarak
adlandirilan boélgede, bu toksinin genleri olan cdtA ve cdtB genleri ve bir diizenleyici

proteinin geni bulunmaktadir (36) (Sekil 2).
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Sekil 2. Clostridium difficile toksinlerinin gen regiilasyonu (31)

2.5. EPIDEMiYOLOJi

C. difficile toprakta ve sularda (nehir, gol, yiizme havuzu gibi) yaygin olarak
bulunmaktadir. Hayvanlarin ve insanlarin barsaklarinda asemptomatik olarak
bulunabilir. Bebeklerin %30-50'sinde barsak florasmin bir liyesidir ve hastaliga nadiren
neden olur. Yenidoganlarda bakteri ve toksin varligi yiiksek oranlarda saptanirken,
hastalik bulgularinin olmayisi; reseptorlerin yeterince gelismemesi, kolostrumun olasi
koruyucu etkisi ya da reseptorleri orten ince bir tabaka varligi ile agiklanmaktadir.
Yillar igerisinde tasiyicilik orani giderek azalir. Saglikli erigkinlerde hastaliga neden
olmadan diskida bulunma olasilig1 %3-5’e diiser. Asemptomatik tasiyicilik orani saglik
caliganlarinda ve saglik hizmeti alanlarda ve hastanede yatmakta olan hastalarda
%30'lara ulasir (14). Hastalarin hastanede kalis siiresi boyunca kolonizasyon riski de

artmaktadir (15).

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin yani sira toplum kaynakli C. difficile tim diinyada
izole edilmeye baglanmistir. ABD’de her y1l 100.000 kiside 6,9 ile 46 arasinda degisen
toplum kaynakli C. difficile olgusu tespit edilmektedir. Retrospektif bir ¢alismada
Kuzey Carolina’da toplum kaynakli C. difficile oraninin 2005 yilinda %20 olarak

tahmin edildigi ve bu oranin Avrupa ve Kanada’da benzer oldugu bildirilmistir (37).
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Turkiye’de CDE ile iligkili durumun halen bir sorun olup olmadigi konusunda yeterli
bilgi yoktur. Ciinkii iyi planlanmis ¢ok merkezli bir calisma heniiz yapilmamaistir.
Tiirkiye’de yapilan bir ¢calismada hastane kokenli ishallerin %43’{inde etken olarak C.
difficile’yi saptanirken, C.difficile enfeksiyonu insidansi 1000 hasta giiniinde 0,6 olarak
bildirilmistir (38). Cerrahpasa Universitesinde 16 aylik periyodda nozokomiyal ishalli
226 hastanin incelenmesinde C. difficile TcdA veya B pozitiflik oranint %5,5 olarak

tespit edilmistir (39).

Son yillarda yapilan c¢aligmalara CDE  antibiyotik maruziyeti olmadan ve son
zamanlarda hastane yatis1 olmadan da gelisebilir. CDE’nin meydana gelmesinde kaynak
olarak parekende gida iiriinleri ve evcil hayvanlarmin rol aldigi 6ne siiriiliir (40). Ancak

C. difficile tasinmasinda onlarin rolii tam olarak bilinmektedir.
2.6. Tam
2.6.1. Kulttr ve Toksijenik Kaltur

C. difficile i¢in digki kiiltiirii; 6zel segici sikloserin sefoksitin fruktozlu agarda (CCFA)
ve anaerop ortamda yapilir. Ekim yapilmadan 6nce diskiya alkol sok islemi yapilmasi
normal barsak florasini baskilayarak, taurokolat veya lizozim ilavesi sporlarin
germinasyonunu arttirarak C. difficile’ nin izolasyon sansini arttirabilir (41). Anaerobik
ortamda en az 48 saat inkube edilir. Koloniler diiz, 4-6 mm c¢apinda, sar1 renkte,
diizensiz kenarli, sar1 halo ile gevrili ve buzlu cam goriiniimiindedir . Kiiltiir, 2—-3 glin
alan, nisbeten pahali bir incelemedir. Ozel deneyim gerektiginden, her laboratuarda
bakterinin izolasyonu kolayca yapilamayabilir. Kiiltiirde iireyen kolonilerden yapilan
Gram boyamalarinda genellikle Gram pozitif basiller goriiliir. Gram boyamada
subterminal sporlar gorilebilir. Tipik koloni morfolojisinin gérilmesi ve gram boyama
¢ogu zaman identifikasyon i¢in yeterli olur, ancak tanimlanamayan Kkulturler

biyokimyasal yontemlerle veya gaz kramatografi ile identifiye edilebilir (16).

Bebeklerde, ¢ocuklarda ve saglikli eriskinlerde toksijenik olmayan C. difficile suslar1
bulunabilmektedir. Toksin yapan ve yapmayan suslarin kiiltiirle ayirt edilmesi mimkiin
degildir. Bu nedenle, tek bagina kiiltiir CDE tanisi i¢in yeterli degildir. Kiiltiir ile birlikte
toksin arastirilmasi gereklidir. Kiiltiirle birlikte toksin pozitifligi ya da tek basina toksin
pozitifligi tanida degerlidir. Kiiltiir yapilmasi, antibiyogram olanagini saglayacagi i¢in
yararli olacaktir. Kiiltiirii takiben, izole edilen suslarda in vitro olarak EIA, sitotoksisite

testi ile toksin arastirilmasina toksijenik kiiltiir ad1 verilmektedir. Toksijenik kiiltiir ve
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hiicre kiltirinde sitotoksisite testi CDE tanis1 icin referans testlerdir. izole edilen
suslarda toksin arastirilmasmin klinik olarak anlami tam olarak netlesmemis olmasina

ragmen toksijenik kiiltiiriin hiicre kiiltliriinde sitotoksisite arastirilmasindan daha duyarh

bir yontem oldugu kabul edilmektedir (34,43,44,45).
2.6.2.Hicre Kultirinde Sitotoksisite Testi

Toksin B'ye ait karakteristik sitopatik etkiyi arastiran bir testtir. Bugiin i¢in C. difficile
toksinini saptamada en degerli test olarak kabul edilmektedir. Sitoksisite testi i¢in diski
filtrat1 tek katli hiicre kiiltiirline inokiile edilir ve 24 ile 48. saatlerde toksin B“nin
sitopatik etkisi arastirilir. Hiicre kiiltiiriinde Vero hiicreleri, HeLA hiicreleri, insan
prepisyum derisi fibroblast hiicreleri ve Hep-2 hiicreleri kullanilabilir. Diisiik
titrelerdeki toksin diizeylerine de duyarli oldugu i¢in ¢ogunlukla insan prepisyum derisi
fibroblast hiicreleri tercih edilir. Sitopatik etki saptanan durumlarda tanmnin
dogrulanmasi i¢in antiserum (C. sordelli antitoksini veya C. difficile antitoksini) ile
notralizasyon testi yapilmalidir. Sonug alabilmek igin en az 2-3 gin gerekir. Doku
kiiltirti  teknolojisi olan laboratuarlarda yapilabilir, pahali bir yontemdir. Ayrica
degerlendirilmesi i¢in deneyimli elemanlara gerek duyulan bir incelemedir. C. difficile
ishalli olgularin saptanmasinda ¢ok duyarli bir yontemdir. Ancak bu toksin sicaga ve
aside dayanikli olmadigindan, diski Orneginin saklanma ve tasmmmasina veya
uygulamaya bagli olarak test yanlis negatif sonu¢ verebilir. Duyarlilik %94-100,
Ozgullik %99'dur (43,44,46,47).

2.6.3.Enzim immunoassay(EIA) Yontemler

Hasta 6rneginde antijen ve toksin arayan serolojik testlerdir. Yukarida da belirtildigi
gibi kiiltiir, toksijenik kiiltiir ve hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite testinin zaman alici,
pahali, 6zel deneyim ve donanim gerektiren laboratuarlarda yapilabilen tetkikler olmasi
sebebiyle bir¢cok saglik kurulusu CDE’lerin tanisinda EIA ydntemlerini tercih
etmektedir. Bu testler nispeten ucuz, hizli sonu¢ alinabilen, uygulamasi kolay testlerdir.
Bu yontemle bakterinin {iirettigi toksin A, toksin B ve GDH enziminin saptanmasi
mimkiindiir. Yalniz toksin A veya GDH, toksin A+B ve toksin A+B+GDH saptayan
kitler mevcuttur. EIA testler kuyu-tip EIA ve membran-tip EIA testler olarak ikiye
ayrilir. Membran-tip EIA testler 6rneklerin tek tek c¢alisilabildigi testlerdir. Kuyu-tip
EIA testler ise ¢ok sayida drnegin toplu olarak calisilabildigi testlerdir. Kuyu-tip EIA ve

membran-tip EIA testler arasinda duyarlilik ve Ozgiillik agisindan anlamli fark
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bulunmamaktadir (48). GDH toksijenik olmayan suslar tarafindan da sentezlenmektedir.
Diskida glutamat dehidrogenazi saptayan EIA testleri diskida C. difficile mevcudiyetini
gosterir, bu testle toksijenik ve non-toksijenik suslari ayirmak miimkiin degildir. Bu
nedenle toksin testleri ile karsilagtirildiginda 6zgiilligii diisiik bir testtir ve tanmidaki
degeri kiiltiir kadardir, tek basina anlamli degildir (48,49). EIA yontemiyle toksin A ve
B saptayan testler, C. difficile tanisinda en sik kullanilan testlerdir. Toksinlerden birini
sentezleyip digerini sentezlemeyen suslarin oldugu bilindiginden, her iki toksinin
birlikte arastirilmasi onerilmektedir. Bu nedenle, bir¢ok laboratuarda toksin A ve B'nin
her ikisini birden saptayan kitler kullanilmaktadir (50,51). Toksin arastirmalarinda
unutulmamasi1 gereken nokta bu toksinlerin 1siya hassas olmalaridir. Uygunsuz
kosullarda saklama ve transport yanlis sonuglarin alinmasina neden olabilir. EIA
yontemlerin toksijenik kiltdr ve hiicre kiltirinde sitotoksisite testi gibi referans testlere
gore duyarlilik ve ozgiilliikleri diigiiktiir. Kullanilan test kitine gore toksin A ve B
saptayan testlerin duyarliligi %63-94; o6zgilligli %75-100 arasinda degismektedir.
GDH saptayan EIA testlerin duyarliligi, %85-95; ozgilligd %89-99 arasinda
degismektedir (16). Bu testlerin negatif prediktif degerinin yliksek oldugu ve CDE
prevalansinin diiGiik oldugu durumlarda EIA yontemlerle alinan negatif sonuglarin
hastaligin dislanmasi i¢in yeterli oldugu, sadece epidemi gibi prevalansin yiiksek oldugu
durumlarda testlerin negatif prediktif degerinde diisme oldugu ve bu durumlarda
testlerin tekrarlanmasinda fayda olabilecegi belirtilmektedir (48,52,53). Hastalik
prevalansi ¢ok yiliksek olmadikca, EIA testlerinin bir¢ogunun pozitif prediktif degeri
disiik saptanmistir. Bu nedenle mevcut EIA kitleri CDE tanisinda tek basina
kullanilmamalidir. EIA testler ile alinan tiim pozitif sonu¢lar mutlaka dogrulanmalidir.
Dogrulama; toksijenik kiiltiir veya hiicre kiiltiiriinde sitotoksisite testi ile yapilmalidir.
Eger toksijenik kiiltiir veya hiicre kiiltlirlinde sitotoksisite testi imkani yoksa 6zgiilligii
daha ytiksek bir EIA kiti veya PZR yontemi ile dogrulama yapilabilir. Ancak ilk sonug
pozitif, dogrulama testi negatif sonuglanirsa, toksijenik kiiltiir veya hiicre kiiltiiriinde

sitotoksisite testi ile tekrar dogrulama yapilmalidir (48,54,55).
2.6.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Niikleik asit amplifikasyon teknigidir. PZR ile digkida toksin A ve B iiretiminden
sorumlu tcdA ile tcdB ve binary toksin tretiminden sorumlu cdtA ile cdtB genlerinin

varlig1 arastirilabilir. Ayrica toksin liretimi lizerine negatif-diizenleyici etkisi oldugu



13

diistiniilen tcdC genindeki toksin iiretiminde artisla sonuglanan baz ¢ifti delesyonlari
saptanabilir (48). C. difficile tanisinda PZR yontemine dayali ticari Kitler mevcuttur.
PZR yontemi, EIA yontemlere gore daha duyarli ve 0Ozgiil olabilir, ancak rutin

kullaniminin 6nerilmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir (16).
2.6.5.Diski Laktoferrin Testi

Lokosit urtinlerini gosterir, cabuk sonug veren ama tanida degeri olmayan bir testtir.
2.6.6. Endoskopi

Her hastaya yapilmasi miimkiin olamayan bir tan1 yontemidir. Acil taninin gerekli
oldugu ve toksin sonuglarinin gecikecegi, ileus varlig1 nedeni ile digkinin alinamadigi
veya diger kolon hastaliklarindan siiphe edildigi durumlarda yapilir. Hastalarin
%90'inda rektum ve sigmoid tutulumu séz konusu oldugundan rektosigmoidoskopik
inceleme ile baslamalidir. Ancak lezyon saptanamazsa tiim kolon incelenmelidir
(44,49,56). Endoskopik olarak ¢aplari 2-10 mm arasinda degisen, normal goriiniimli
mukozaya serpilmis, kolay kopan sarimsi beyaz nodiiller veya plaklar ve membranlar
PMK"in karakteristik bulgusudur. Bu bulgularin varliginda bazen biyopsiye bile gerek
duyulmadan tani1 konabilir ama histopatolojik olarak taniyr desteklemek gerekir
ilerlemis olgularda sayilar1 artar, genisler, plak ve membranlara doniisiirler veya
soyulmus goriinlimii verebilirler.Aradaki mukoza normal veya hiperemik ve 6demli
olabilir. Nodiil ve kii¢ciik membranlar biyopsi sirasinda kolaylikla koparlar. Lezyonlar
yer yer de bulunabilir (34,44,49,57). PMK tiim CDE’larinin bir bliimiinii olusturur.
Endoskopik olarak sadece hiperemi, 6dem ve frajilite de bulunabilir. Hatta normal
mukozaya rastlanabilir. Bunlar, nonspesifik ishal olgular1 olup pek ¢ok nedeni
olabileceginden,nodiil ve psddomembranlar gibi tani igin karakteristik bulgular

degildirler (57).
2.6.7. Histopatoloji

Histolojik olarak epitel nekrozu, mukusla sismis goblet hiicreleri, yiizeyel iilserden
yayilan psddomembranlar (fibrin, miisin ve akut iltihap htcreleri) bulunur ve bu
goriinim volkan lezyon olarak adlandirilir. Lamina propriada akut ve kronik iltihap
hiicreleri birliktedir. Baslangicta inflamasyon lamina proprianin yiizeyel bdliimiinde

siirlanmigken, ilerlemis olgularda tiim lamina propriaya yayilir (49,56).
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2.6.8. Radyoloji

Diiz karin grafisinde gergin ve ddemli kolon saptanabilir. Komplikasyonlardan toksik
megakolon ve perforasyon konusunda bilgi verir. 20 Kontrastli kolon grafisi ileri
derecede agir hastalarda tehlikelidir ve uygulanmamalidir. Erken evrede diger nedenleri
ekarte etmek i¢in yapilabilir. Bilgisayarli tomografi, 6zellikle sag tutulumlu, diyaresi

olmayan kolon duvar kalinlasmasi olan olgularda yararli olabilir (56,58).
2.7. Tam Algoritmasi

Ishal olan her olguda, CDE akla gelmelidir. Ozellikle ileri yas, altta yatan hastalik
varligi, antibiyotik kullanimi, saglik hizmeti almig olmasi ve hastanede yatis gibi risk
faktorleri CDE ihtimalini arttrmaktadir. Ancak ishalli hastalarda C. difficile
arastirtlmasini risk gruplar1 ile simirlandirmak C. difficile hastalarmin bir kisminin
atlanmasina sebep olabilir. Ciinkii C. difficile toplum kaynakli ve/veya risk grubunda
olmayanlarda da enfeksiyolara neden olabilmektedir. Ustelik bu durum son yillarda
daha da artmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda C. difficile saptanan hastalarin
yaklasik %25"inde herhangi bir risk faktorii s6z konusu degildir. Bu nedenle enfeksiy6z
ishal diigtiniilen tiim hastalarda C. difficile arastirilabilir (59,60). Bu durumda ilk
yapilacak islem C. difficile toksinleri ve/veya kiiltiirii i¢in digski incelenmesinin
yapilmasidir. Hastalarin ayni ishal ataginda tekrarlayan orneklerle test edilmesinde ilave
fayda bulunmamaktadir (16). Mevcut tam1 yontemlerinin duyarlilik, 6zgillik ve
uygulanabilirlikleri géz oniline alindiginda CDE tanis1 i¢in iki veya {i¢ testten olusan tani
algoritmalarinin  kullanilmas: &nerilmektedir. Ozellikle prevalansin diisiik oldugu
yerlerde negatif prediktif degeri yiiksek olan EIA testlerle tarama yapilmasi, negatif
sonuglarin kesin sonug olarak raporlanmasi; pozitif sonuglarin ise PZR, toksijenik kiiltiir
veya sitotoksisite testi ile dogrulanmasi Onerilmektedir . Onerilen tani algoritmasi
sekilde verilmistir (48). Eger hastanin durumu c¢ok acil ise, hemen karar vermek
gerekiyorsa veya ileus nedeni ile digski alinamiyorsa veya bir bagka kolon hastalig1 s6z

konusu ise endoskopik inceleme ilk siraya alinabilir.



Toksin saptanmasi
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Toksin A/B EIA

Pozitif * Negatif *
GDHEIA veva, |
TcdB PZR vevya, CDEYOK

Pozitif 4| CDE var,
Negatif — CDEyok

GDHEIA veyaTcdB PZR

Negatif *

Pozitif *

CDE YOK Toksin A/'B EIA
VEeva,

CDE wvar

CDE olabilir

SitotoksisiteT.

Pozitif

Negatif

* Yiiksek klinik siiphe varsa kiiltiir yapilabilir. Toksijenik kiiltiir pozitifligi C. difficile
varligini gosterir ve baska test yapilmasi gereksizdir(48).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz  C.difficile ishali siiphesi ile merkez seroloji laboratuvarina gonderilen
orneklerde C.difficile ve toxin varligi, toksin A/B ELISA testi (DRG diagnostic,
Almanya) , immunkromotografi kart testi (TECHLAB, Hollanda), bakteriyolojik kilttr
yontemleri ile arastirildi. Hastanemiz klinik ve polikliniklerinden gonderilen diski
ornekleri temiz , sizintiya dayanakli kapakli kaplara alimarak merkez laboratuvarina

gonderildi.
Laboratuvara gelen bu érnekler ;

1) Immiinkromotografi kart testi ile direk toksin varligina bakilds.

2) Ornekler -80 °C de muhafaza edildi.

3) Oda sisina getirilen orneklerden selektif besiyerlerine ekim yapilarak anaerop
ortamda 37 °C de 48-72 saat inkube edildi.

4) Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen siipheli koloniler makroskobik ve

mikroskobik yoniinden incelenip daha sonra ileri identifikasyonlar1 yapildi .
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3.1. Immiinokromotografik kart testi
3.1.1.Geregler

1. Test kasetleri ve reaktifler (Pozitif kontrol solusyonu, dillent ve konjugat
soliisyonlari, yikama solUsyonu, substrat) (C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®,
TECHLAB, Hollanda)

2. Test thpleri

3. Mikropipetler (25uL, 300pL, 500puL ve 750uL seklinde derecelendirilmis)
4. Vorteks cihazi

5. Buzdolab1

6. Derin dondurucu (-80°C)

3.1.2.Test prosediri

1. Tum reaktifler ve test kasetleri oda sicakligina getirildi.
2. Her bir test tiiptine 750 pL Diluent aktarildi.

3. Her bir test tiipiine 1’er damla Konjugat damlatild:.

4. Transfer pipeti yardimiyla 25uL gaita 6rnegi daha once hazirlanan Diluent/Konjugat

karisimi i¢ine ilave edildi.

5. Hazirlanan 6rnek/diliisyon tiipleri vorteks ile karistirildi.

6. Hazirlanan 6rnekten 500“er uLL karigim test kasetlerinin 6rnek kuyucuguna aktarildi.
7. Test kasetleri oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

8. inkiibasyondan sonra reaksiyon penceresine 300uLlL yikama soliisyonu ilave edildi.
9. Reaksiyon penceresine 2 damla substrat ilave edildi.

10. On dakikalik inkiibasyondan sonra sonuglar okundu.

GDH ve toksin A+B serolojik belirteglerini arastirmak amaciyla membran yontemi
prensibiyle ¢alisan C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® kitleri iiretici firmanin
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onerileri dogrultusunda kullanild1 ve sonuglar iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

yorumland1.
3-2) ELISA
3.2.1.Geregler

1. Test kuyucuklar1 ve reaktifler ( Pozitif kontrol solisyonu, diliient ve konjugat
soliisyonlari, ytkama soliisyonu, substrat) (C.difficile toxin A+B Ag ELISA ,DRG
diagnostic, Almanya )

2. Testtlpleri

3. Otomatik Mikropipetler (25ulL, 300uL, 500ulL ve 750uL seklinde

derecelendirilmis)

4. Vorteks cihazi
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3.2.2.Test prosediri

1. Tum reaktifler ve plate oda sicakligina getirildi.

2. Ornekler 1000 ml diliientle sulandirilip vortekslendi. (siv1 érneklerden 100 pl,
kat1 6rneklerden ise 0.1 mg eklendi)

Ik kuyucuga pozitif kontrol , 2. kuyucuga negatif kontrol 100 er ml pipetlendi
700 devirde 30 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

Yikama solusyonu ile yikandi.

Kuyucuklara 120 ml biotin-konjugat pipetlendi.

700 devirde 15 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

Yikama solusyonu ile yikandi.

© © N o 0 B~ W

Her kuyucuga 120 ml streptavidin-HRP-konjugat pipetlendi.

10. 700 devirde 15 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

11. Yikama solusyonu ile yikandi.

12.120 ml substrat pipetlendikten sonra 15 dk oda isisnda karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi.

13. Inkiibasyon sonucunda 120 ml stop solusyonu ilave edilip 30 dk sonunda
450nm/> 620nm de sonuclar okundu.

Sonuglar, cut off’a gore belirlendi. Cut off > degerler pozitif , cut off < degerler

negatif kabul edildi. C.difficile toxin A+B Ag ELISA testi iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda kullanild1 ve yorumlandi.
3-3) Kultur

Laboratuvara gelen diski ornekleri C.difficile’nin izolasyonuna imkan veren selektif
besiyerlerinden hazir olarak temin ettigimiz CCFA ( Concord Circle, CA ) ve chromID
C.difficile agar kullamlarak izolasyon yapildi. Ornekler tek koloni diisecek sekilde
besiyerlerine ekim yapildi. Besiyerleri anaerop ortam saglamak i¢in anaerogan (Oxoid ,
Ingiltere) Kiti ile 37°C de 48 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler
makroskobik degerlendirmeye tabi tutuldu.

C.difficile 6zgl 2-3mm. Capinda, kenarlar1 yuvarlak, sar1 yesilimsi kolonilerin varlig
yoniinden arastirildi. Koloniler gram boyama ile gram pozitif termal ya da subterminal

spor basillerin varligina bakildi.
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4 BULGULAR

Calismamiza Ocak 2013 — Agustos 2016 tarihleri arasinda Erciyes liniversitesi Gevher
Nesibe arastirma ve uygulama hastanesinden gelen 50 hastanin digski O6rnekleri dahil
edildi. Cinsiyet, yas, klinik ve poliklinik ayrimi gézetilmeden hastalar ¢aligmaya tabi
tutuldu.

4.1. immiinokromotografik Kart testi

Calismamiza  dahil edilen hastalara ait kivamsiz  diski  Orneklerinden
immunokromotografik kart yontemi ile GDH ve toksin A+B arastirildi. Hastalarin 1
(%2) tanesinde GDH ve toksin A+B pozitifligi saptandi (Sekil 4.1). Yine 1 (%2)

hastada GDH pozitifligi saptanmasina ragmen toksin varligi bulunamadi.

Sekil 4-1 : immiinokromotografik kart testte GDH ve toksin pozitifligi
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4.2.Kaltdr :

Degerlendirme sonucu chromID besiyerinde 3 (%6) hastanin koloni sekilleri , kokusu
ve boyama sonuglarinin CDE ile uyumu bulundu. Bir (%2) hasta CCFA besiyerinde
ayni uyumu gosterirken , iki besiyerinde uyum gosteren sadece 1 (%2) hasta uyum
gosterdi (Sekil 4.2). Ornekler gram boyama ile boyanarak dogruland: (Sekil 4.3).

Sekil 4.2. ChromID ve CCFA besiyerlerinde treyen C.difficile koloni goruntleri
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Sekil 4.3. Kiltirde Gram boyama C. difficile gorintis

4.3.Clostridium difficile toksin A+B ELISA testi

ELISA yontemi degerlendirmesi sonucu toksin pozitifligi 2 (%4) hastada belirlendi,
aynt zamanda bu hastalarin kiltrlerinde Greme belirlendi. Bu hastalara
laboratuarimizda bulunan otomatik identifikasyon VITEK (bioMérieux, France) ile

dogrulama yapildi , dogrulama yapilan bu hastalarda yine pozitiflik géralda.


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%88
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5 TARTISMA VE SONUC

Clostridium difficile enfeksiyonu tiim diinyada hem hastane hem de toplum kaynakli
enfeksiyonlara neden olabilen ciddi bir saglik sorunudur. Bu bakteriye bagh

enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinde belirgin bir artig gozlenmektedir (24).
Her gecen giin diinyanin ¢esitli iilkelerinden viriilans1 yiliksek ve antibiyotiklere daha
direncli C. difficile kokenlerine bagl yeni hastane salginlar1 ve yiiksek 6liim oranlari

bildirilmektedir (61). Izolatlarin epidemiyolojik analizlerin yapilabilmesi ve
antibiyotiklere duyarlilik durumlarmin saptanabilmesi i¢in, kiiltiir yapilmas: ve
bakterilerin izole edilerek degerlendirilmesi gereklidir. Rutin tanida ise kiiltiir disi
yontemler hizli sonug¢ vermesi ve kullanim kolaylig1 agisindan tercih edilmektedir. Bu
nedenle, direng oranlarinin belirlenmesi ve epidemiyolojik verilerin elde edilmesi ancak
aragtirma yapilmasi ile miimkiin olmaktadir. Calismalarin son derece kisith oldugu

iilkemizde verilerimizin, diger ¢aligmalara da 151k tutacagina inaniyoruz.
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Ulkemizde yapilan, C. difficile toksin varhigini arastiran bazi ¢alismalar farkli oranlarda
toksin pozitifligi belirlemislerdir. Biiyiikbaba ve ark. (62), ImmunoCard Toksin A
(Meridian Diagnostic) yontemiyle yaptiklar1 bir calismada 360 hastanin digki 6rneginde
toksin A varligini % 4.7, daha sonraki donemde ELISA ydntemiyle yaptiklar: baska bir
calismada ise 400 hastada Toksin A/B varligint %12 olarak saptamislardir. Aygun ve
ark. (63) ise hastalarmin digki orneklerinde, ELISA yontemiyle toksin A/B pozitiflik
oranint % 3.2 bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi hem poliklinik hem de
hastanede yatan hastalarin ele alindig1 bir ¢aligmada; Altindis ve ark. (64) toplam 91
hastanin 13’iinde (%14.3) toksin A/B’yi pozitif olarak belirlemislerdir.

2006-2008 yillar1 arasinda Deniz ve ark.’nin (23) gerceklestirdikleri ¢aligmada ise 633
hastaya ait digki 6rneginin 30’unda (%4.7) “ImmunoCard Toxins A&B EIA” kiti ile
toksin A/B tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ¢alismaya alinan tiim diski Orneklerine
toksijenik kiiltlir uygulanmis, hastalarin 50’sinden C.difficile tiretilmis, ve bu kokenlerin
36’sinda (%5.7) toksin A ve toksin B genleri tespit edilmis, binary toksin geni

bulunmamastir.

Di persio ve ark’nin (65) 328 disk1 orneginde kiiltiir, lateks agliitinasyon ve ELISA ile
toksin A aragtirilmas1 yontemlerini birlikte uygulayarak yaptiklari calismada 52 (%15.9)

ornekte bir veya daha fazla test ile pozitiflik tesbit etmislerdir.

Guniimuzde ishal en 6nemli saglik problemlerinden birisi olup , erken etiyolojik tani ile
etkene yonelik tedbirlerin zamaninda alinabilmesi hayat kurtarici olabilmektedir.
Calismamizda  C.difficile’in  bdlgemizde GIS’deki kolonizasyon prevalansinin
belirlenmesi ve tanida kullanilan metodlarin karsilastirilmast planlandi.  Erciyes
Universitesi Gevher Nesibe Uygulama ve arastrma hastanesinin ¢esitli klinik ve
polikliniklerinde takip edilen 50 hastanin digki 6rnekleri degerlendirildi. Calismamiza
dahil edilen 6rneklere immunokromotografik kart testi , ELISA ve kiltiir yontemleri

birlikte uygulandi.

Calismamizda immunokromotografi ile incelenen 50 6rnegin 2 (%4)’ sinde pozitiflik
bulundu. ELISA yontemi ile yine 2 (%4)’sinde pozitiflik bulundu. ELISA’nin
dogrulanmasi i¢in altin standart kiiltiir yontemidir. Ancak biz laboratuarimizda VITEK
ile ayn1 hastalarda tekrardan pozitiflik elde ederek dogrulamis olduk.

Calismamizin  bulgular1 iilkemizde yapilan diger c¢alismalarin bulgular1 ile

karsilastirildiginda Biiyiikbaba ve ark. , Aygln ve ark., Deniz ve ark.larinin bulgulari ile
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paralellik gosterirken ; Di Persio ve ark. sonuclar1 ile farklilik gostermektedir. Bizim
oranlarimizin diislik ¢ikmasi , bu arastiricilarin olgularinin uzun siire antibiyotik tedavisi
goren kisilerden se¢ilmis olmas1, ¢calismalarinda 6rnek sayilarinin fazla olmasi, kisilerin
sosyo ekonomik ve kiiltirel farkliligi gibi faktorlerin roliiniin olabilecegi akla

gelmektedir.

Calismamizda kiiltiir yontemiyle %4 gibi diisiik bir pozitiflik elde edilmesi anaerop
ortam gerektiren kiltiir ortammin olduk¢a kompleks olusuna ve prosediir geregi hata

kaynaklarinin fazla olabilecegine baglanmaktadir.

Diskida C.difficile ait enterotoksin varligmin gosterilmesi lateks agliitinasyon ile
C.difficile ortak antijen varligi veya CCFA’da C.difficile iretilmesi degerli testlerdir.
Ancak bunlarin higbiri tek basina CDE tanis1 koymak i¢in yeterli degildir. Lateks
agliitinasyon testi, digkida toksik olmayan C.difficile suslar1 ve diger bakterilerin ¢apraz
reaksiyon nedeniyle hatali pozitif sonuglara yol a¢maktadir. CCFA gibi selektif
besiyerinde Ureyen C.difficile suslar1 toksin A/B iiretmeyen suslar olup ishallere sebep
olmayabilirler. Bu da kiiltiir yonteminin laboratuar tan1 yontemi olarak gilivenirliligini
azaltmaktadir. Ayrica kiiltlir yontemi zaman bakimindan laboratuar tanisi i¢in zordur.
Kesin C.difficile diyebilmek igin klinik yontemlerden birkaginin birlikte uygulanmasi

gerekir.
ONERILER

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore , diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de
ishal olgularinda bilinen etiyolojik ajanlarm yan1 swra C.difficile’nin dikkatle
arastirilmas1 gerektigini ve seroloji laboratuarlarinda bu mikroorganizmay1 belirleyen
imkanlar dogrultusunda daha hizli tetkiklerin de rutin testler arasinda yer almalarmin

yararli olabilecegi kanisina varildi.

C.difficile’nin tanisinda immiinolojik prosediirlerin hizli ve duyarli olduklarindan
klinikten gelen Orneklerde oOncelikle bu mikroorganizmayr belirleyen hizh
immiinokromotografik kart testleri ve diger serolojik yoOntemlerle etkenin 06zgiil

toksinleri ve toksijenik suslarin ayriminda yararli olacagi kanisindayiz.
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