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ÖZET

Toksijenik Clostridium difficile kökenleri kendiliğinden iyileşen ishalden, yaşamı tehdit eden kolite ka-
dar değişen antibiyotikle ilişkili hastalıklara yol açmaktadır. Bu enfeksiyonların patogenezinde, bakteri ta-
rafından üretilen toksin A ve toksin B büyük rol oynamaktadır. Ancak son yıllarda, bazı ülkelerde, virülan-
sı yüksek yeni C.difficile kökenlerine (varyant toksin veya binary toksin pozitif) bağlı, antibiyotik ile ilişkili
ishal epidemileri tanımlanmıştır. Bu çalışmada, hastanemizde yatan ishalli hastalardan izole edilen C.dif-
ficile kökenlerinin toksin gen profillerinin araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmaya, Eylül 2006-Mart 2008 ta-
rihleri arasında Marmara Üniversitesi Hastanesinde yatan, ishali olan 633 hastanın dışkı örnekleri dahil
edilmiştir. Tüm örneklerde C.difficile toksin varlığı, ticari bir enzim immünoassay (ImmunoCard Toxins
A&B EIA; Meridian Diagnostics, Belçika) kiti ile araştırılmıştır. Örneklerin kültürü sikloserin-sefoksitin-fruk-
toz agar (CCFA; BioMerieux, Fransa) kullanılarak anaerop koşullarda yapılmış; izolatlar, klasik yöntemler-
le ve Rapid ID 32A (BioMerieux, Fransa) kiti ile tanımlanmıştır. Dışkı örneklerinden izole edilen C.difficile
kökenlerinin toksin üretimi “Triage C.difficile Panel” (Biosite Diagnostics, İtalya) ve “ImmunoCard Toxins
A&B EIA” (Meridian Diagnostics, Belçika) ticari kitleri ile; toksin A (tcdA), toksin B (tcdB) ve binary toksin
(cdtA ve cdtB) genleri ise “in-house” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile araştırılmıştır. Çalışmamızda,
26’sı erkek ve yaş ortalaması: 35.9 ± 27.6 yıl (yaş aralığı 2-> 65 yıl) olan 50 (%7.9) hastanın dışkı örne-
ğinden C.difficile üretilmiştir. İzole edilen tüm kökenlerde (n= 50), “Triage C.difficile Panel” kiti ile gluta-
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mat dehidrogenaz enzimi pozitif bulunmuş, aynı kit ile bunların 28 (%56)’inde toksin A varlığı da sap-
tanmıştır. Doğrudan dışkı örneklerine uygulanan EIA testi ile toksin pozitiflik oranı %4.7 (30/633) olarak
saptanmış, buna karşın C.difficile izolatlarından (n= 50) hazırlanan kültür filtratlarında aynı yöntemle tok-
sin pozitifliği %5.7 (36/633) olarak bulunmuştur. Buna göre, EIA kitinin dışkı örneklerinde toksini belirle-
me açısından duyarlılığının %85.7 olduğu belirlenmiştir. Kültür filtratlarında toksin pozitifliği saptanan 36
kökenin hepsinde PCR ile toksin A ve toksin B genlerinin (tcdA+/tcdB+) varlığı tespit edilmiştir. İzolatlar
arasında varyant kökenlere (tcdA-/tcdB+) veya binary toksin genine sahip kökenlere rastlanmamıştır. Ça-
lışmamızda ayrıca, toksijenik C.difficile izole edilen hastaların %77.8 (28/36)’inin beta-laktam grubu (pe-
nisilin, sefalosporin ve imipenem) antibiyotik kullanım öyküsü olduğu görülmüştür. Sonuç olarak, hasta-
nemizde yatan ishalli hastalara ait C.difficile izolatlarının toksin gen profilleri ile ilgili olarak elde edilen bul-
gularımız, gerek hastanemizin gerekse ülkemizin veri tabanları için bir kaynak oluşturacaktır. Şu an için
varyant kökenler veya binary toksin genine sahip kökenlerle ilgili bir risk mevcut olmamakla birlikte, ile-
ride oluşabilecek salgınların kontrolünde bu tip araştırmaların sürdürülmesi ve izolatların özelliklerinin iz-
lenmesinin önemli olduğu kanısına varılmıştır. 

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

ABSTRACT

Toxigenic Clostridium difficile strains cause a spectrum of antibiotic-associated diseases ranging from
self-limited diarrhea to severe life-threatening colitis. Pathogenesis primarily involves the action of two
important cytotoxins, namely toxin A and toxin B. However, epidemics of C.difficile-associated disease
due to the novel, highly virulent strains of C.difficile (binary toxin positive and toxin A variant) have be-
en recognised in hospitals of some countries. The aim of this study was to investigate the toxin gene
profiles of C.difficile strains isolated from hospitalized patients with diarrhea. The stool specimens collec-
ted from 633 inpatients at Marmara University Hospital, Istanbul, Turkey, between September 2006-
March 2008, were included to the study. The presence of C.difficile toxins in the samples has been scre-
ened by a commercial enzyme immunoassay kit (ImmunoCard Toxins A&B EIA; Meridian Diagnostics,
Belgium). Stool samples were also cultivated on cycloserin-cefoxitin-fructose agar (CCFA; BioMerieux,
France) at anaerobic conditions, and the isolates were identified by conventional methods and Rapid ID
32A (BioMerieux, France) system. Toxin production of C.difficile strains isolated from stool cultures have
been detected by commercially available “Triage C.difficile Panel” (Biosite Diagnostics, Italy) and “Immu-
noCard Toxins A&B EIA” (Meridian Diagnostics, Belgium) kits. In-house polymerase chain reaction (PCR)
was performed to investigate the presence of genes for toxin A (tcdA), toxin B (tcdB) and binary toxin
(cdtA and cdtB). Stool specimens from 50 (7.9%) patients (age range: 2-> 65 years; mean age: 35.9 ±
27.6 years; 26 were male) yielded C.difficile in culture. All of 50 isolates were found positive for glutama-
te dehydrogenase enzyme and 28 (56%) were found positive for toxin A with “Triage C.difficile Panel”
kit. Toxin positivity rate was detected as 4.7% (30/633) with EIA test performed in stool samples directly,
however this rate was 5.7% (36/633) in culture filtrates of the isolates (n= 50), with the same test. Sin-
ce EIA test yielded false negative results in six samples, the sensitivity of this test was estimated as 85.7%
by means of the detection of toxin in direct stool samples. All of the 36 toxin-producing C.difficile isola-
tes 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. Our results have also
indicated that 77.8% (28/36) of patients who harbored toxigenic C.difficile strains have the history of
beta-lactam antibiotic (penicillin, cephalosporin and imipenem) use. It was thought that the data of this
study would constitute a database on the toxin gene profiles of C.difficile in hospitalized patients with di-
arrhea both in our hospital and Turkey. 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 monitoriza-
tion 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; Turkey.
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GİRİŞ

Anaerop, sporlu, gram-pozitif bir bakteri olan Clostridium difficile kökenlerinin, antibi-
yotikle ilişkili ishale neden oldukları ilk kez 1977 yılında gösterilmiştir1. C.difficile enfeksi-
yonlarının yakından takip edildiği ülkelerde, 1990’lı yıllarda bu enfeksiyonların insidan-
sında bir artışın başladığı, 2006 ve 2007 yıllarında artış oranının en üst seviyeye ulaştığı
belirlenmiştir2. Bazı Avrupa ve Kuzey Amerika ülkelerinde salgınlara yol açan, ağır seyirli
enfeksiyonlara neden olan endemik kökenler tanımlanmıştır. Virülansı yüksek bu C.diffi-
cile 027/NAP1/BI kökenlerinin diğer bölgelere de yayıldığı ve tüm dünya ülkeleri için teh-
dit oluşturduğu görülmektedir3. 

Antibiyotikle ilişkili ishale neden olan C.difficile kökenleri, Toksin-A (Tox-A) ve Toksin-B
(Tox-B) olarak adlandırılan iki farklı toksin üretmektedir. Etki mekanizmaları benzer olan
bu toksinler, endositozla bağırsak epitel hücresine girmekte ve hücrede aktin iskeletini
etkileyerek hücre ölümüne neden olmaktadır. Toksinlerin, aynı zamanda birtakım sitokin-
lerin salgılanmasına, böylece inflamatuvar yanıtın gelişmesine ve psödomembranların
oluşmasına yol açtıkları da anlaşılmıştır4. Önceleri, Tox-A’nın bağırsak epitelinde zedelen-
me oluşturduğu, ardından Tox-B’nin etkisini gösterdiği, dolayısıyla Tox-B’nin tek başına
aktif olamayacağı düşünülmekte iken, moleküler tekniklerin gelişmesiyle, Tox-A olmaksı-
zın Tox-B’nin sitotoksik etki gösterdiği anlaşılmıştır4. Son yıllarda yapılan araştırmalarda,
sadece Tox-B üreten kökenler tanımlanmış, bunun yanı sıra başka birtakım varyant kö-
kenler de bildirilmiştir. Bazı kökenlerin fazla miktarda Tox-A ve Tox-B salgıladığı, bunlar-
da toksin ekspresyonu üzerinde negatif regülasyon yapan tcdC geninde bozukluk oldu-
ğu tespit edilmiştir. Çeşitli ülkelerde hastane salgınlarına yol açan virülansı yüksek
027/NAP1/BI kökeninin, tcdC geninde delesyon olduğu, buna bağlı olarak yüksek dü-
zeyde Tox-A ve Tox-B salgıladığı belirlenmiştir. 027/NAP1/BI kökeninin aynı zamanda bi-
nary toksin (B-Tox) olarak tanımlanan üçüncü bir toksin ürettiği de gösterilmiştir3. B-Tox
üreten C.difficile kökeni ilk kez 1988 yılında Popoff ve arkadaşları5 tarafından psödo-
membranöz kolitli bir hastadan izole edilmiştir. Yapılan çalışmalarda B-Tox’in, aktine öz-
gül ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahip olduğu, aktin monomerinin ADP ribozillen-
mesini sağlayarak hücre iskeletinde bozulmaya neden olduğu anlaşılmıştır. Farklı bir gen;
CDT ile eksprese olan B-Tox, C.difficile kökenlerinde tek başına bulunabildiği gibi, diğer
toksin A ve B salgılayan veya varyant kökenlerde de bulunabilmektedir.

Bu çalışmada, hastanede yatan ishalli hastaların dışkı örneklerinden izole edilen C.dif-
ficile kökenlerinde, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle Tox-A, Tox-B ve B-Tox
genleri incelenmiş, kökenlerin toksin profili belirlenmiş ve varyant gen veya binary tok-
sin genleri taşıyıp taşımadıkları araştırılmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Araştırma Etik Kurulu tarafından 02.05.2008 tarih ve B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/302
sayılı karar ile onaylanan bu çalışmaya, Eylül 2006-Mart 2008 tarihleri arasında Marma-
ra Üniversitesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarına toksin incelemesi isteği ile gönde-
rilen dışkı örnekleri dahil edildi. Kültür için, dışkı örnekleri gerek doğrudan, gerekse alkol
şok işlemi uygulandıktan sonra sikloserin-sefoksitin-fruktoz agara (CCFA; BioMerieux,
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Fransa) ekildi ve anaerop ortamda inkübasyona bırakıldı6. Ard arda gönderilen dışkı ör-
neklerinden üretilen aynı hastaya ait C.difficile izolatlarından birisi çalışmaya alındı; iki yaş
altındaki hastalara ait örnekler çalışma dışında tutuldu.

İzole edilen kökenler, geleneksel yöntemler (koloni morfolojisi, karakteristik kötü koku,
mikroskopik görünüm) ve Rapid ID 32A (BioMerieux, Fransa) kiti ile biyokimyasal reaksi-
yonları değerlendirilerek tanımlandı6. Aynı zamanda Tox-A varlığını da saptayan, bakteri
yapısında bulunan glutamat dehidrogenaza karşı özgül antikorları içeren ticari bir kit (Tri-
age C.difficile Panel; Biosite Diagnostics, İtalya) kullanılarak C.difficile tanısı doğrulandı. 

Toksin varlığı, ticari bir enzim immunoassay (EIA) kiti ile hem doğrudan dışkı örnekle-
rinden hem de bakteri kültür filtratından, üretici firmanın (ImmunoCard Toxins A&B,
Meridian Diagnostics, Belçika) önerilerine göre araştırıldı. Bakteri kültür filtratının hazır-
lanması için, izole edilen C.difficile kökenleri beyin-kalp-infüzyon sıvı besiyerine (BHIB;
Becton Dickinson, Almanya) ekildi ve anaerop ortamda beş gün inkübe edildi. Elde edi-
len kültürlerin 3000 rpm’de 20 dakika santrifüj sonrasında üst sıvısı alınarak çalışıldı7. 

Toksin genlerinin saptanması için, C.difficile kolonisinden alınarak, 200 µl, DNAaz-RNA-
az içermeyen suda, McFarland 1 (3 x 108 kob/ml) bulanıklığında süspansiyon hazırlandı.
Süspansiyon 20 dakika 95°C’de ısıtıldıktan sonra iki dakika 10.000 rpm’de çevrilerek, bak-
teri DNA’sının bulunduğu üst sıvı kullanıldı8. Uygun primerler kullanılarak PCR ile toksin
genlerinin (tcdA, tcdB, CdtA ve CdtB) varlığını araştırıldı9,10 (Tablo I). Pozitif kontrol olarak,
toksin A ve B üreten NCTC 11223 (Prof. Dr. M. Yücesoy; Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fa-
kültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalından temin edilmiştir) ve binary toksin üreten HU
25591 (Prof. Dr. E. Nagy; Szeged Üniversitesi, Klinik Mikrobiyoloji Enstitüsü, Macaris-
tan’dan temin edilmiştir) C.difficile kökenleri kullanıldı. Elde edilen PCR ürünleri, etidyum
bromür eklenmiş %2’lik agaroz jelde yürütülerek oluşan bantlar değerlendirildi. 

Örneklerinden C.difficile üretilen hastaların laboratuvar bulguları [kanda polimorfo-
nükleer lökosit (PMNL) sayısı, dışkıda lökosit varlığı] ve risk faktörleri (ishal öncesi antibi-
yotik kullanma öyküsü, altta yatan hastalık varlığı, kemoterapi öyküsü) derlenerek elde
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Tablo I. C.difficile Toksin Genlerine Özgül Primerler ve Reaksiyon Koşulları

Primer
(Kaynak no) DNA dizisi (5’- → 3’-) Reaksiyon koşulları

tcdA R (9) GGAAGAAAAGAACTTCTGGCTCATCAGGT 95°C’de 20 saniye, 56°C’de 2 dakika,

tcdA Fw (9) CCCAATAGAAGATTCAATATTAAGCTT 72°C’de 1 dakika → 35 döngü

tcdB R (9) CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCACCT 74°C’de 5 dakika → 1 döngü

tcdB Fw (9) GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTTTACGC

CdtA R (10) AGGATTATTTACTGGACCATTTG 94°C’de 45 saniye, 52°C’de 1 dakika,

CdtA Fw (10) TGAACCTGGAAAAGGTGATG 75°C’de 80 saniye → 35 döngü

CdtB R (10) AACGGATCTCTTGCTTCAGTC

CdtB Fw (10) CTTAATGCAAGTAAATACTGAG



edilen verilerle birlikte değerlendirildi. İstatistiksel değerlendirmede Pearson’s X2 ve Fis-
her’s exact testleri uygulandı ve p< 0.05 değeri anlamlı kabul edildi.

BULGULAR

Çalışmaya alınan 633 dışkı örneğinden toplam 50 (%7.9) C.difficile kökeni izole edil-
miştir. Örneklerinden C.difficile izole edilen 50 hastanın yaş ortalaması 35.94 ± 27.67 yıl
olup 26 (%52)’sı erkek, 24 (%48)’ü kadındır. Hastaların 20 (%40)’si çocuk (2-18 yaş), 30
(%60)’u ise erişkin (19-> 65 yaş) yaş grubuna dahildir. Olguların 22 (%44)’si dahili bi-
limler, 20 (%40)’si çocuk hastalıkları, 6 (%12)’sı cerrahi bilimler, 2 (%4)’si ise yoğun ba-
kım ünitesinde yatan hastalardır.

İzole edilen tüm kökenlerde (n= 50), “Triage C.difficile Panel” kiti ile glutamat dehid-
rogenaz enzimi pozitif bulunmuş, aynı kit ile bunların 28 (%56)’inde Tox-A varlığı da
saptanmıştır.

Dışkı örneklerinin doğrudan EIA testi ile çalışılması sonunda, toksin pozitifliği %4.7
(30/633) olarak tespit edilmiştir. Dışkı örneğinde toksin pozitif bulunan ve kültür filtra-
tında toksin saptanmayan örnek olmazken, dışkı örneğinde toksin saptanmayan hasta-
ların altısından elde edilen izolatlarda (kültür filtratında) toksin pozitif bulunmuştur. Do-
layısıyla çalışmamızda, EIA testi, hem dışkıdan hem de izole edilen C.difficile’nin kültür
filtratlarından toksin varlığını araştırmak için kullanılmış, 6 (%16.6) hastanın dışkı örne-
ğinde yalancı negatiflik saptanmıştır. Buna göre EIA kitinin, dışkı örneklerinde toksini be-
lirleme açısından duyarlılığı %85.7, seçiciliği %100, pozitif prediktif değeri %100, nega-
tif prediktif değeri ise %99 olarak hesaplanmıştır. 

Her iki ticari kit ile elde edilen sonuçlar karşılaştırıldığında, Tox-A’yı tespit eden “Tri-
age C.difficile Panel” (Biosite Diagnostics, İtalya) ile 28 izolat pozitif bulunmuş, aynı izo-
latlar “ImmunoCard Toxins A&B” (Meridian Diagnostics, Belçika) kiti ile de pozitif sap-
tanmıştır. Sonuçlardaki bu farklılıktan yola çıkarak; ilk kitin saptayamadığı ancak ikinci kit
ile pozitif saptanan iki kökenin varyant kökenler (Toksin A negatif/Toksin B pozitif) olabi-
leceği varsayımında bulunulmuştur. 

Toksin genlerini saptamaya yönelik yapılan PCR testinde, 36 (%72) hastadan izole
edilen kökenlerde hem Tox-A hem de Tox-B genlerinin varlığı tanımlanmış, B-Tox ise hiç-
bir kökende saptanamamıştır. EIA kitiyle pozitif bulunan kökenler (n= 30), PCR ile de tok-
sin A ve B genleri açısından pozitif bulunmuştur. Bunun yanı sıra “Triage C.difficile Panel”
kiti ile toksin saptanamayan sekiz kökende de PCR ile tcdA geni belirlenmiş, dolayısıyla
Tox-A varyant kökenlerine rastlanmamıştır. 

Hasta bilgileri, antibiyotik kullanımı ile ilişkili ishal gelişimi yönünden irdelendiğinde,
beta-laktam grubu antibiyotiklerin öne çıktığı gözlenmiş, bunu florokinolonlar ve ami-
noglikozidler izlemiştir. Hastaların 28’inde tek, 17’sinde çoklu (11’inde ikili, altısında ise
üçlü) antibiyotik kullanımı söz konusu iken, beş hastada herhangi bir antibiyotik kulla-
nım öyküsü saptanmamıştır. Toksijenik ve nontoksijenik kökenlerin üretildiği hastalar, lö-
kositoz ve risk faktörlerinin varlığı gibi diğer sorgulanan değişkenler açısından karşılaştı-
rıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (Tablo II).
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TARTIŞMA

Ülkelere ve merkezlere göre değişiklik göstermekle beraber, son dönemlerde C.diffici-
le enfeksiyonlarının morbidite ve mortalitesinde belirgin bir artış gözlenmektedir11-14. Bu
artışta, mikroorganizmanın virülansındaki farklılıklar ve uygulanan antibiyotik tedavisin-
deki değişikliklerin önemli rolü vardır11. Özellikle 2000’li yılların ilk yarısında, dünyanın
çeşitli ülkelerinden virülansı yüksek C.difficile 027/NAP1/BI kökenine bağlı, mortalite ora-
nı yüksek salgınlar bildirilmiştir12. 

Hastanede yatan ishalli hastaların dışkı örneklerinden C.difficile izolasyonu, izolatların
toksin üretiminin saptanması ve PCR ile toksin genlerinin araştırılmasının amaçlandığı bu
çalışmada, 2006-2008 yılları arasında laboratuvarımıza gönderilen 633 hastaya ait dışkı
örneğinin 50 (%7.8)’sinden C.difficile üretilmiş ve kökenlerin 36 (%72)’sının toksijenik ol-
duğu saptanmıştır. 1996 yılında hastanemizde yapılan benzer çalışmada da, C.difficile ile
kolonizasyon oranı %6.9 (14/202) olarak saptanmış, bu kökenlerin %71.4’ünde toksin
pozitifliği bulunmuştur15. Elde ettiğimiz sonuçlar, hastanemizde yapılan önceki çalışma-
nın sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir. 

C.difficile’ye bağlı ishal oluşumunda en önemli risk faktörlerinden birisi antibiyotik kul-
lanımıdır. Kullanılan antibiyotikler, ülkeden ülkeye, hastaneden hastaneye, hatta aynı
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Tablo II. Toksijenik Olan ve Olmayan Kökenlerin Üretildiği Hastaların Klinik ve Epidemiyolojik Verilerinin Kar-
şılaştırılması

Toksijenik (n= 36) Toksijenik olmayan (n= 14) OR 
Değişkenler Sayı (%) Sayı (%) (%95 CI) p*

Laboratuvar bulguları

Kan PMNL sayısı 4 (11) 2 (14) 0.75 (0.12-4.64) 1.00

> 20.000 mm3

Dışkıda lökosit varlığı 19 (53) 4 (29) 0.44 (0.11-1.69) 0.34

Risk faktörleri

Kemoterapi 11 (31) 4 (29) 1.10 (0.28-4.28) 1.00

Antibiyotik tedavi öyküsü

Penisilin 10 (28) 5 (36) 0.69 (0.18-2.57) 0.73

Sefalosporin 9 (25) 6 (43) 0.44 (0.12-1.63) 0.30

İmipenem 9 (25) 3 (21) 0.37 (0.02-6.38) 0.48

Florokinolon 8 (22) 3 (21) 1.04 (0.23-4.69) 1.00

Aminoglikozid 8 (22) 2 (14) 1.20 (0.21-6.80) 0.70

Altta yatan hastalık

Kanser 19 (53) 4 (29) 1.33 (0.38-4.62) 0.75

Kronik hastalık** 12 (33) 6 (43) 0.44 (0.12-1.56) 0.32

* Fisher’s exact testi ile saptanmıştır.
** Kronik obstrüktif akciğer hastalığı, böbrek yetmezliği, böbrek transplantasyonu, diyabet, ülseratif bağırsak hastalığı.

OR: Odds Ratio, PMNL: Polimorfonükleer lökosit.



hastanede servisler arasında bile farklılık göstermektedir4. Macaristan’da yapılan bir ça-
lışmada, en sık beta-laktam grubu antibiyotiklerin, ikinci olarak da kinolon kullanımının
C.difficile enfeksiyonuna yol açtığı bildirilmiştir16. İsveç’te beş büyük hastanenin yer aldı-
ğı çok merkezli bir çalışmada, trimetoprim-sülfametoksazol, piperasilin, sefalosporin ve
klindamisinin kullanılmasıyla C.difficile enfeksiyonu riskinin arttığı gösterilmiştir17. Ülke-
mizde Ercis ve arkadaşları18 tarafından yapılan çalışmada, psödomembranöz kolitli 68
hastanın büyük çoğunluğunun (n= 32) beta-laktam/beta-laktamaz inhibitör kombinas-
yonları kullandığı, bunu aminoglikozid (n= 12) ve sefalosporin (n= 8) kullanan hastala-
rın izlediği bildirilmiştir18. Altındiş ve arkadaşlarının19 2007 yılında yaptığı çalışmada ise,
C.difficile izolasyon oranı %14.3 (13/91) olarak saptanmış; hastaların %84.6 (11/13)’sı-
nın ampisilin/sulbaktam kullandığı belirtilmiştir. Benzer şekilde çalışmamızda, toksijenik
C.difficile izole edilen hastaların büyük çoğunluğunun (28/36) beta-laktam grubu (peni-
silin, sefalosporin ve imipenem) antibiyotikleri kullandıkları görülmüştür (Tablo II). 

C.difficile’ye bağlı ishallerin gelişmesinde rol oynayan diğer bir risk faktörü, altta yatan
ciddi hastalıkların varlığıdır. Kronik hastalığı olanların daha sık ve daha uzun süre hasta-
nede yatırılmaları, genelde yaşlı ve düşkün olan bu tip hastaların temel kişisel temizlikle-
rini yeterince yapamamaları C.difficile ile kolonize olma olasılığını artırmakta; kişiyi enfek-
siyonlara açık hale getirmektedir20. Buchner ve arkadaşlarının21 çalışmasında, kanser, ke-
moterapi, solunum yolu enfeksiyonları ve böbrek yetmezliği gibi çeşitli hastalıkların C.dif-
ficile enfeksiyonları riskini artırdığı gösterilmiştir. Wroblewska ve arkadaşlarının22, 1998-
2002 yılları arasında hastanede yatan yetişkin hastalarda yaptıkları çalışmada, toksin po-
zitif C.difficile izolatlarının en fazla hematoloji/onkoloji servislerinde (%51) görüldüğü bil-
dirilmektedir. Çalışmamızda da, toksijenik C.difficile üretilen hastaların 19’unda kanser,
12’sinde kronik hastalık olmak üzere %86’sında altta yatan hastalık mevcuttur.

Son yıllarda pediatri servislerinde de C.difficile enfeksiyonu görülme sıklığında artış ol-
duğu bildirilmekte ve bu hasta grubunun da yakından izlenmesi önerilmektedir23. Has-
tanemizde, dışkı örneğinden C.difficile üretilen hastaların 20 (%40)’sinin pediatri servis-
lerinde yatan hastalar olduğu izlenmiş ve bunların da %45’inde malignite, %20’sinde ise
kalıtsal bir defektin varlığı saptanmıştır. Dolayısıyla, hastanede uzun süre yatmayı gerek-
tiren hastalıkların bulunması nedeniyle pediatri servisinin de C.difficile yönünden daha sı-
kı takip edilmesi gerekmektedir. 

Yıllar içinde C.difficile’de toksin üretimini araştıran farklı yöntemler geliştirilmiş; önce-
leri sadece Tox-A’yı daha sonraları toksin A ve B’yi birlikte saptayan kitler hazırlanmış ve
referans olarak kabul edilen sitotoksisite yöntemi ile karşılaştırmaları yapılmıştır. Bu yön-
temlerin duyarlılıkları %66-93, özgüllükleri ise %89-99 arasında bildirilmektedir24. Çalış-
mamızda, dışkı kültürlerinde üretilen C.difficile kökenlerinin 28 (%56)’i, Tox-A’yı sapta-
yan “Triage C.difficile Panel” ile, 36 (%72)’sı ise her iki toksini de saptayan “ImmunoCard
Toxins A&B EIA” kiti ile pozitif bulunmuştur. “Triage C.difficile Panel” kitiyle negatif bu-
lunan sekiz kökende, PCR yöntemiyle Tox-A geninin saptanması, kitin duyarlılığının dü-
şük olmasına bağlanmış ve bu testlerin fenotipik olarak varyant kökenlerin ayırımında ye-
terli olamayacağını düşündürmüştür. 
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Çalışmamızda “ImmunoCard Toxins A&B EIA” kiti ile 633 dışkı örneğinin 30’unda toksin
varlığı saptanmıştır. Dışkı kültürlerinden izole edilen C.difficile kökenlerinde yine aynı kit ile
toksin yapımı araştırıldığında, dışkı örneklerinin negatif saptanmasına karşın altı kökende
toksin pozitif bulunmuştur. Yapılan bazı çalışmalarda, rutin incelemelerde dışkı örneklerinde
toksin bulunmamasına karşın, izole edilen C.difficile kökenlerinde toksin pozitifliğinin sapta-
nabildiği ve bu durumun dışkı örneğinin nakli sırasında, ısı değişikliği veya fekal proteolitik
enzimlerin etkisiyle toksin yapısındaki bozulmadan kaynaklanabileceği vurgulanmakta-
dır25,26. Bizim çalışmamızda, C.difficile kültür filtratında toksin pozitifliğinin, doğrudan dışkı
örneklerinde saptananlara göre daha fazla olması, rutinde EIA analiziyle beraber dışkıda
C.difficile kültürünün yapılması gerekliliğini bir kez daha ortaya koymaktadır. Ancak anaerop
kültür yöntemleri, zahmetli ve zaman alıcı olması ve özel donanım gerektirmesi nedeniyle
birçok laboratuvarda uygulanmamaktadır. Bu nedenle, klinisyenle iyi bir iletişim kurularak
dışkı örneğinin uygun şekilde alınıp, laboratuvara en kısa sürede nakledilmesi sağlanmalı,
gerektiğinde örnek tekrar alınmalı ve böylece toksinin saptanma olasılığı artırılmalıdır.

Bazı C.difficile kökenlerinin klasik olarak bilinen Tox-A (tcdA) ve Tox-B (tcdB) dışında bi-
nary toksin (B-Tox) salgıladıkları bildirilmiştir10. B-Tox varlığının saptanması için geliştiril-
miş ticari bir kit henüz mevcut değildir. Toksin A ve B’nin negatif olduğu, ancak hücre
kültüründe sitotoksik etkinin gözlendiği durumlarda B-Tox’dan kuşkulanılmakta ve tanı-
ya gitmek için PCR ile B-Tox geni (Cdt A ve Cdt B) araştırılmaktadır. PCR yöntemi, tcdA,
tcd B, Cdt A ve Cdt B genlerine sahip kökenlerin yanı sıra tcdA-/tcdB+ gibi birtakım var-
yant kökenleri de belirleyebilir26. Polonya’da yapılan bir çalışmada, 58 toksijenik C.diffi-
cile kökeninin 41’inde tcdA+/B+ genleri saptanmış; bunların 5 (5/58; %8.6)’inde aynı za-
manda B-Tox geni de bulunmuş; diğer 17 kökende ise tcd A-/B+ şeklinde gen varyant-
ları tespit edilmiştir27. Fransa’da, enfeksiyon etkeni toksijenik C.difficile kökenlerinde tok-
sin genlerinin araştırıldığı çalışmada, B-Tox prevalansı %6 (22/369) olarak saptanmış, bu
22 kökenin aynı zamanda tcdA ve tcdB geni de taşıdığı bildirilmiştir28. Türkiye’nin de ara-
larında bulunduğu 14 Avrupa ülkesinden 38 hastanenin yer aldığı çok merkezli bir çalış-
mada, 2005 yılında iki aylık zaman diliminde 411 ishalli hastadan üretilen C.difficile kö-
kenleri incelenmiştir29. Bunlardan 354’ü toksijenik olup, %24.3’ü varyant gene sahip bu-
lunmuştur. B-Tox geni, toksijenik kökenlerin %17.2’sinde tespit edilmiş, bu geni taşıyan
kökenlerin hepsinde aynı zamanda toksin A-/B+ varyant genleri de gözlenmiştir29. Has-
tanemizden gönderilen kökenler de dahil olmak üzere, Türkiye’den izole edilmiş köken-
ler içerisinde varyant köken ve B-Tox genine sahip bakteriye rastlanmamıştır. 

Bizim yaptığımız bu çalışmada, izole edilen 50 kökenin, PCR ile toksin geni saptanan
36’sının hepsinde tcdA ve tcdB geni birlikte bulunmuş; hiçbirinde varyant gen veya B-Tox
genine rastlanmamıştır. Ancak yine de, toksin araştırılması isteği ile laboratuvara gelen dış-
kı örneklerinin, gerek yalancı negatifliğin önüne geçmek gerekse epidemiyolojik ve antibi-
yotiklere duyarlılık durumlarını saptayabilmek için kültürünün rutin olarak yapılması ve bak-
terilerin özelliklerinin yakından takip edilmesi gerektiği kanısına varılmıştır. C.difficile için ye-
ni ortaya çıkabilecek epidemik kökenlerin saptanması, oluşabilecek değişikliğin zamanında
tespit ve kontrol edilmesi açısından kökenlerin toksin genotiplerinin bilinmesi önemlidir.
Sonuçlarımızın hastanemiz için bir veri tabanı oluşturacağına ve ülkemizde C.difficile toksin
genleriyle ilgili yapılacak çalışmalarda kaynak teşkil edeceğine inanmaktayız.
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