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OZET

Toksijenik Clostridium difficile kokenleri kendiliginden iyilesen ishalden, yasami tehdit eden kolite ka-
dar degisen antibiyotikle iliskili hastaliklara yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlarin patogenezinde, bakteri ta-
rafindan Uretilen toksin A ve toksin B biiylik rol oynamaktadir. Ancak son yillarda, bazi tlkelerde, viriilan-
si yuiksek yeni C.difficile kokenlerine (varyant toksin veya binary toksin pozitif) bagl, antibiyotik ile iliskili
ishal epidemileri tanimlanmistir. Bu calismada, hastanemizde yatan ishalli hastalardan izole edilen C.dif-
ficile kokenlerinin toksin gen profillerinin arastiriimasi amaclanmistir. Calismaya, Eyliil 2006-Mart 2008 ta-
rihleri arasinda Marmara Universitesi Hastanesinde yatan, ishali olan 633 hastanin diski érnekleri dahil
edilmistir. Tim orneklerde C.difficile toksin varligi, ticari bir enzim immiinoassay (ImmunoCard Toxins
A&B EIA; Meridian Diagnostics, Belgika) kiti ile arastinlmistir. Orneklerin kiiltiirii sikloserin-sefoksitin-fruk-
toz agar (CCFA; BioMerieux, Fransa) kullanilarak anaerop kosullarda yapilmis; izolatlar, klasik yontemler-
le ve Rapid ID 32A (BioMerieux, Fransa) kiti ile tanimlanmustir. Diski érneklerinden izole edilen C.difficile
kékenlerinin toksin Gretimi “Triage C.difficile Panel” (Biosite Diagnostics, italya) ve “ImmunoCard Toxins
A&B EIA” (Meridian Diagnostics, Belcika) ticari kitleri ile; toksin A (tcdA), toksin B (tcdB) ve binary toksin
(cdtA ve cdtB) genleri ise “in-house” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinimistir. Calismamizda,
26's1 erkek ve yas ortalamasi: 35.9 + 27.6 yil (yas araligi 2-> 65 yil) olan 50 (%7.9) hastanin digki 6rne-
ginden C.difficile Gretilmistir. izole edilen tum kokenlerde (n= 50), “Triage C.difficile Panel” kiti ile gluta-
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mat dehidrogenaz enzimi pozitif bulunmus, ayni kit ile bunlarin 28 (%56)’inde toksin A varligi da sap-
tanmistir. Dogrudan diski 6rneklerine uygulanan EIA testi ile toksin pozitiflik orani %4.7 (30/633) olarak
saptanmis, buna karsin C.difficile izolatlarindan (n= 50) hazirlanan kiltir filtratlarinda ayni yontemle tok-
sin pozitifligi %5.7 (36/633) olarak bulunmustur. Buna gore, EIA kitinin diski 6rneklerinde toksini belirle-
me acisindan duyarlihiginin %85.7 oldugu belirlenmistir. Kiiltr filtratlarinda toksin pozitifligi saptanan 36
kdkenin hepsinde PCR ile toksin A ve toksin B genlerinin (tcdA+/tcdB+) varligi tespit edilmistir. izolatlar
arasinda varyant kokenlere (tcdA-/tcdB+) veya binary toksin genine sahip kokenlere rastlanmamistir. Ca-
lismamizda ayrica, toksijenik C.difficile izole edilen hastalarin %77.8 (28/36)'inin beta-laktam grubu (pe-
nisilin, sefalosporin ve imipenem) antibiyotik kullanim 6ykisi oldugu gorilmistir. Sonug olarak, hasta-
nemizde yatan ishalli hastalara ait C.difficile izolatlarinin toksin gen profilleri ile ilgili olarak elde edilen bul-
gularimiz, gerek hastanemizin gerekse ulkemizin veri tabanlari icin bir kaynak olusturacaktir. Su an icin
varyant kokenler veya binary toksin genine sahip kokenlerle ilgili bir risk mevcut olmamakla birlikte, ile-
ride olusabilecek salginlarin kontroliinde bu tip aragtirmalarin strdirilmesi ve izolatlarin 6zelliklerinin iz-
lenmesinin 6nemli oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: 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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GiRis

Anaerop, sporlu, gram-pozitif bir bakteri olan Clostridium difficile kokenlerinin, antibi-
yotikle iliskili ishale neden olduklari ilk kez 1977 yilinda gésterilmistir'. C.difficile enfeksi-
yonlarinin yakindan takip edildigi tlkelerde, 1990’ yillarda bu enfeksiyonlarin insidan-
sinda bir artisin basladigi, 2006 ve 2007 yillarinda artig oraninin en Ust seviyeye ulastigi
belirlenmistir?. Bazi Avrupa ve Kuzey Amerika ilkelerinde salginlara yol acan, agir seyirli
enfeksiyonlara neden olan endemik kokenler tanimlanmistir. Viriilansi yiksek bu C.diffi-
cile 027/NAP1/BI kokenlerinin diger bolgelere de yayildigi ve tim dinya Ulkeleri icin teh-
dit olusturdugu gériilmektedir>.

Antibiyotikle iligkili ishale neden olan C.difficile kokenleri, Toksin-A (Tox-A) ve Toksin-B
(Tox-B) olarak adlandinlan iki farkl toksin tGretmektedir. Etki mekanizmalari benzer olan
bu toksinler, endositozla bagirsak epitel hiicresine girmekte ve hiicrede aktin iskeletini
etkileyerek hiicre 6limiine neden olmaktadir. Toksinlerin, ayni zamanda birtakim sitokin-
lerin salgilanmasina, boylece inflamatuvar yanitin gelismesine ve psddomembranlarin
olusmasina yol actiklari da anlasilmistir. Onceleri, Tox-A'nin bagirsak epitelinde zedelen-
me olusturdugu, ardindan Tox-B’nin etkisini gosterdigi, dolayisiyla Tox-B'nin tek basina
aktif olamayacagi dustinilmekte iken, molekdler tekniklerin gelismesiyle, Tox-A olmaksi-
zin Tox-B'nin sitotoksik etki gosterdigi anlasilmistir®. Son yillarda yapilan arastirmalarda,
sadece Tox-B lreten kokenler tanimlanmig, bunun yani sira baska birtakim varyant ko-
kenler de bildirilmistir. Bazi kokenlerin fazla miktarda Tox-A ve Tox-B salgiladigi, bunlar-
da toksin ekspresyonu uzerinde negatif regtilasyon yapan tcdC geninde bozukluk oldu-
gu tespit edilmistir. Cesitli llkelerde hastane salginlarina yol acan viriilansi yiiksek
027/NAP1/BI kokeninin, tcdC geninde delesyon oldugu, buna bagl olarak yuksek du-
zeyde Tox-A ve Tox-B salgiladigi belirlenmistir. 027/NAP1/BI kékeninin ayni zamanda bi-
nary toksin (B-Tox) olarak tanimlanan ti¢iincii bir toksin trettigi de gosterilmistir®. B-Tox
ureten C.difficile kokeni ilk kez 1988 yilinda Popoff ve arkadaslar® tarafindan psédo-
membrandz kolitli bir hastadan izole edilmistir. Yapilan calismalarda B-Tox'in, aktine 6z-
gl ADP-ribozil transferaz aktivitesine sahip oldugu, aktin monomerinin ADP ribozillen-
mesini saglayarak hiicre iskeletinde bozulmaya neden oldugu anlagilmistir. Farkh bir gen;
CDT ile eksprese olan B-Tox, C.difficile kokenlerinde tek bagina bulunabildigi gibi, diger
toksin A ve B salgilayan veya varyant kokenlerde de bulunabilmektedir.

Bu calismada, hastanede yatan ishalli hastalarin diski 6rneklerinden izole edilen C.dif-
ficile kokenlerinde, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle Tox-A, Tox-B ve B-Tox
genleri incelenmis, kdkenlerin toksin profili belirlenmis ve varyant gen veya binary tok-
sin genleri tasiyip tasimadiklari arastirilmustir.

GEREC ve YONTEM

Arastirma Etik Kurulu tarafindan 02.05.2008 tarih ve B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/302
saylli karar ile onaylanan bu calismaya, Eylil 2006-Mart 2008 tarihleri arasinda Marma-
ra Universitesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarina toksin incelemesi istegi ile gonde-
rilen digki 6rnekleri dahil edildi. Kultir icin, digki 6rnekleri gerek dogrudan, gerekse alkol
sok islemi uygulandiktan sonra sikloserin-sefoksitin-fruktoz agara (CCFA; BioMerieux,
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Fransa) ekildi ve anaerop ortamda inkiibasyona birakildi®. Ard arda génderilen diski &r-
neklerinden uretilen ayni hastaya ait C.difficile izolatlarindan birisi calismaya alindi; iki yas
altindaki hastalara ait 6rnekler calisma disinda tutuldu.

izole edilen kokenler, geleneksel yontemler (koloni morfolojisi, karakteristik kot koku,
mikroskopik goriiniim) ve Rapid ID 32A (BioMerieux, Fransa) kiti ile biyokimyasal reaksi-
yonlari degerlendirilerek tanimlandi®. Ayni zamanda Tox-A varligini da saptayan, bakteri
yapisinda bulunan glutamat dehidrogenaza karsi 6zgul antikorlari iceren ticari bir kit (Tri-
age C.difficile Panel; Biosite Diagnostics, italya) kullanilarak C.difficile tanisi dogrulandi.

Toksin varhgy, ticari bir enzim immunoassay (EIA) kiti ile hem dogrudan digki 6rnekle-
rinden hem de bakteri kltir filtratindan, Gretici firmanin (ImmunoCard Toxins A&B,
Meridian Diagnostics, Belcika) onerilerine gore arastirildi. Bakteri kiltur filtratinin hazir-
lanmasi icin, izole edilen C.difficile kokenleri beyin-kalp-inflizyon sivi besiyerine (BHIB;
Becton Dickinson, Almanya) ekildi ve anaerop ortamda bes giin inkiibe edildi. Elde edi-
len kiiltiirlerin 3000 rpm‘de 20 dakika santrifiij sonrasinda st sivisi alinarak calisildi”.

Toksin genlerinin saptanmasi icin, C.difficile kolonisinden alinarak, 200 pl, DNAaz-RNA-
az icermeyen suda, McFarland 1 (3 x 108 kob/ml) bulanikhiginda siispansiyon hazirlandi.
Siispansiyon 20 dakika 95°C’de isitildiktan sonra iki dakika 10.000 rpm’de cevrilerek, bak-
teri DNA’'sinin bulundugu st sivi kullanildi®. Uygun primerler kullanilarak PCR ile toksin
genlerinin (tcdA, tcdB, CdtA ve CdtB) varligini arastinildi®'® (Tablo I). Pozitif kontrol olarak,
toksin A ve B ireten NCTC 11223 (Prof. Dr. M. Yiicesoy; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fa-
kiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir) ve binary toksin lGreten HU
25591 (Prof. Dr. E. Nagy; Szeged Universitesi, Klinik Mikrobiyoloji Enstitiisti, Macaris-
tan’dan temin edilmistir) C.difficile kokenleri kullanildi. Elde edilen PCR drinleri, etidyum
bromir eklenmis %2’lik agaroz jelde yurutilerek olusan bantlar degerlendirildi.

Orneklerinden C.difficile tiretilen hastalarin laboratuvar bulgulari [kanda polimorfo-
nukleer I6kosit (PMNL) sayisi, diskida I0kosit varligi] ve risk faktorleri (ishal oncesi antibi-
yotik kullanma 0Oykusu, altta yatan hastalik varli§i, kemoterapi oykusu) derlenerek elde

Tablo I. C.difficile Toksin Genlerine Ozgiil Primerler ve Reaksiyon Kosullari

Primer

(Kaynak no) DNA dizisi (5'- - 3'-) Reaksiyon kosullari

tcdA R (9) GGAAGAAAAGAACTTCTGGCTCATCAGGT  95°C’de 20 saniye, 56°C’de 2 dakika,
tcdA Fw (9) CCCAATAGAAGATTCAATATTAAGCTT 72°C'de 1 dakika — 35 dongu

tcdB R (9) CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCACCT 74°C’'de 5 dakika — 1 dongi

tcdB Fw (9) GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTTTACGC

CdtAR (10)  AGGATTATTTACTGGACCATTTG 94°C’'de 45 saniye, 52°C’'de 1 dakika,
CdtA Fw (10) TGAACCTGGAAAAGGTGATG 75°C’de 80 saniye — 35 dongu

CdtBR (10)  AACGGATCTCTTGCTTCAGTC
CdtB Fw (10) CTTAATGCAAGTAAATACTGAG
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edilen verilerle birlikte degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede Pearson’s X2 ve Fis-
her’s exact testleri uygulandi ve p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 633 diski 6rneginden toplam 50 (%7.9) C.difficile kokeni izole edil-
mistir. Orneklerinden C.difficile izole edilen 50 hastanin yas ortalamasi 35.94 + 27.67 yil
olup 26 (%52)'s1 erkek, 24 (%48)’U kadindir. Hastalarin 20 (%40)’si cocuk (2-18 yas), 30
(%60)’u ise erigkin (19-> 65 yas) yas grubuna dahildir. Olgularin 22 (%44)’si dahili bi-
limler, 20 (%40)’si cocuk hastaliklari, 6 (%12)’si cerrahi bilimler, 2 (%4)’si ise yogun ba-
kim Unitesinde yatan hastalardir.

izole edilen tim kokenlerde (n= 50), “Triage C.difficile Panel” kiti ile glutamat dehid-
rogenaz enzimi pozitif bulunmus, ayni kit ile bunlarin 28 (%56)'inde Tox-A varli§i da
saptanmigtir.

Diski 6rneklerinin dogrudan EIA testi ile calisiimasi sonunda, toksin pozitifligi %4.7
(30/633) olarak tespit edilmistir. Digki 6rneginde toksin pozitif bulunan ve kultdr filtra-
tinda toksin saptanmayan ornek olmazken, digki 6rneginde toksin saptanmayan hasta-
larin altisindan elde edilen izolatlarda (kultur filtratinda) toksin pozitif bulunmustur. Do-
layisiyla calismamizda, EIA testi, hem diskidan hem de izole edilen C.difficile’nin kultir
filtratlarindan toksin varhgini arastirmak icin kullanilmis, 6 (%716.6) hastanin diski 6rne-
ginde yalanci negatiflik saptanmistir. Buna gore EIA kitinin, diski 6rneklerinde toksini be-
lirleme acgisindan duyarliigi %85.7, seciciligi %100, pozitif prediktif degeri %100, nega-
tif prediktif degeri ise %99 olarak hesaplanmistir.

Her iki ticari kit ile elde edilen sonuglar karsilastirldiginda, Tox-A’yi tespit eden “Tri-
age C.difficile Panel” (Biosite Diagnostics, Italya) ile 28 izolat pozitif bulunmus, ayni izo-
latlar “ImmunoCard Toxins A&B” (Meridian Diagnostics, Belcika) kiti ile de pozitif sap-
tanmistir. Sonuglardaki bu farkliliktan yola cikarak; ilk kitin saptayamadigi ancak ikinci kit
ile pozitif saptanan iki kokenin varyant kokenler (Toksin A negatif/Toksin B pozitif) olabi-
lecegi varsayiminda bulunulmustur.

Toksin genlerini saptamaya yonelik yapilan PCR testinde, 36 (%72) hastadan izole
edilen kokenlerde hem Tox-A hem de Tox-B genlerinin varligi tanimlanmis, B-Tox ise hig-
bir kokende saptanamamistir. EIA kitiyle pozitif bulunan kokenler (n= 30), PCR ile de tok-
sin A ve B genleri acisindan pozitif bulunmustur. Bunun yani sira “Triage C.difficile Panel”
kiti ile toksin saptanamayan sekiz kokende de PCR ile tcdA geni belirlenmis, dolayisiyla
Tox-A varyant kokenlerine rastlanmamistir.

Hasta bilgileri, antibiyotik kullanimi ile iliskili ishal gelisimi yoniinden irdelendiginde,
beta-laktam grubu antibiyotiklerin 6ne ciktigi gozlenmis, bunu florokinolonlar ve ami-
noglikozidler izlemistir. Hastalarin 28’inde tek, 17’sinde coklu (11’inde ikili, altisinda ise
Ugll) antibiyotik kullanimi s6z konusu iken, bes hastada herhangi bir antibiyotik kulla-
nim Oykusu saptanmamistir. Toksijenik ve nontoksijenik kokenlerin Gretildigi hastalar, 16-
kositoz ve risk faktorlerinin varligi gibi diger sorgulanan degiskenler acisindan karsilasti-
rildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo II).
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Tablo Il. Toksijenik Olan ve Olmayan Kékenlerin Uretildigi Hastalarin Klinik ve Epidemiyolojik Verilerinin Kar-
silastiriimasi

Toksijenik (n=36) Toksijenik olmayan (n= 14) OR

Degiskenler Sayi (%) Say1 (%) (%95 ClI) p*
Laboratuvar bulgulari

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

> 20.000 mm?

Diskida I6kosit varhgi 19 (53) 4 (29) 0.44 (0.11-1.69) 0.34
Risk faktorleri

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

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

imipenem 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 hastalik

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

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

* Fisher’s exact testi ile saptanmustir.
** Kronik obstriiktif akciger hastaligi, bobrek yetmezIigi, bobrek transplantasyonu, diyabet, lseratif bagirsak hastaligi.
OR: Odds Ratio, PMNL: Polimorfontikleer I6kosit.

TARTISMA

Ulkelere ve merkezlere gére degisiklik géstermekle beraber, son dénemlerde C.diffici-
le enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinde belirgin bir artis gézlenmektedir'''4. Bu
artista, mikroorganizmanin virlansindaki farkliliklar ve uygulanan antibiyotik tedavisin-
deki degisikliklerin dnemli rolii vardir''. Ozellikle 2000'li yillarin ilk yarisinda, diinyanin
cesitli Ulkelerinden virtlansi ylksek C.difficile 027/NAP1/BI kokenine bagh, mortalite ora-
ni yliksek salginlar bildirilmistir'2,

Hastanede yatan ishalli hastalarin diski 6rneklerinden C.difficile izolasyonu, izolatlarin
toksin Uretiminin saptanmasi ve PCR ile toksin genlerinin arastirimasinin amaclandigr bu
calismada, 2006-2008 yillar arasinda laboratuvarimiza gonderilen 633 hastaya ait digki
orneginin 50 (%7.8)'sinden C.difficile Uretilmis ve kdkenlerin 36 (%72)'sinin toksijenik ol-
dugu saptanmistir. 1996 yilinda hastanemizde yapilan benzer calismada da, C.difficile ile
kolonizasyon orani %6.9 (14/202) olarak saptanmis, bu kokenlerin %71.4'linde toksin
pozitifligi bulunmustur'>. Elde ettigimiz sonuglar, hastanemizde yapilan énceki calisma-
nin sonuclariyla benzerlik gostermektedir.

C.difficile'ye bagli ishal olusumunda en onemli risk faktorlerinden birisi antibiyotik kul-
lanimidir. Kullanilan antibiyotikler, Glkeden (ilkeye, hastaneden hastaneye, hatta ayni
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hastanede servisler arasinda bile farklilik géstermektedir®. Macaristan’da yapilan bir ca-
hismada, en sik beta-laktam grubu antibiyotiklerin, ikinci olarak da kinolon kullaniminin
C.difficile enfeksiyonuna yol actigi bildirilmistir'®. isvec’te bes biiyiik hastanenin yer aldi-
g1 cok merkezli bir calismada, trimetoprim-stlfametoksazol, piperasilin, sefalosporin ve
klindamisinin kullanilmasiyla C.difficile enfeksiyonu riskinin arttigi gésterilmistir'”. Ulke-
mizde Ercis ve arkadaslan'® tarafindan yapilan calismada, psédomembranéz kolitli 68
hastanin blyik cogunlugunun (n= 32) beta-laktam/beta-laktamaz inhibitér kombinas-
yonlari kullandigi, bunu aminoglikozid (n= 12) ve sefalosporin (n= 8) kullanan hastala-
rin izledigi bildirilmistir'®. Altindis ve arkadaslarinin'® 2007 yilinda yaptigi calismada ise,
C.difficile izolasyon orani %14.3 (13/91) olarak saptanmis; hastalarin %84.6 (11/13)’sI-
nin ampisilin/sulbaktam kullandigi belirtilmistir. Benzer sekilde calismamizda, toksijenik
C.difficile izole edilen hastalarin blyik cogunlugunun (28/36) beta-laktam grubu (peni-
silin, sefalosporin ve imipenem) antibiyotikleri kullandiklari gorilmustdr (Tablo I).

C.difficile’'ye bagli ishallerin gelismesinde rol oynayan diger bir risk faktord, altta yatan
ciddi hastaliklarin varligidir. Kronik hastaligi olanlarin daha sik ve daha uzun sure hasta-
nede yatirlmalari, genelde yasl ve duiskiin olan bu tip hastalarin temel kisisel temizlikle-
rini yeterince yapamamalar C.difficile ile kolonize olma olasiligini artirmakta; kisiyi enfek-
siyonlara acik hale getirmektedir?®. Buchner ve arkadaslarinin?' calismasinda, kanser, ke-
moterapi, solunum yolu enfeksiyonlari ve bobrek yetmezIigi gibi cesitli hastaliklarin C.dif-
ficile enfeksiyonlari riskini artirdigi gosterilmistir. Wroblewska ve arkadaslarinin??, 1998-
2002 yillar arasinda hastanede yatan yetiskin hastalarda yaptiklari calismada, toksin po-
zitif C.difficile izolatlarinin en fazla hematoloji/onkoloji servislerinde (%51) gorildigu bil-
dirilmektedir. Calismamizda da, toksijenik C.difficile Uretilen hastalarin 19’unda kanser,
12'sinde kronik hastalik olmak izere %86’sinda altta yatan hastalik mevcuttur.

Son yillarda pediatri servislerinde de C.difficile enfeksiyonu goriilme sikliginda artis ol-
dugu bildirilmekte ve bu hasta grubunun da yakindan izlenmesi 6nerilmektedir?>. Has-
tanemizde, diski 6rneginden C.difficile Uretilen hastalarin 20 (%40)’sinin pediatri servis-
lerinde yatan hastalar oldugu izlenmis ve bunlarin da %45’inde malignite, %20'sinde ise
kalitsal bir defektin varligi saptanmistir. Dolayisiyla, hastanede uzun siire yatmayi gerek-
tiren hastaliklarin bulunmasi nedeniyle pediatri servisinin de C.difficile yoniinden daha si-
ki takip edilmesi gerekmektedir.

Yillar icinde C.difficile’de toksin tretimini arastiran farkli yontemler gelistirilmis; once-
leri sadece Tox-A'yl daha sonralari toksin A ve B'yi birlikte saptayan kitler hazirlanmis ve
referans olarak kabul edilen sitotoksisite yontemi ile karsilastirmalari yapilmistir. Bu yon-
temlerin duyarliliklar %66-93, ézgiilliikleri ise %89-99 arasinda bildirilmektedir?*. Calis-
mamizda, diski kulturlerinde Uretilen C.difficile kokenlerinin 28 (%56)’i, Tox-A'y sapta-
yan “Triage C.difficile Panel” ile, 36 (%72)'si ise her iki toksini de saptayan “ImmunoCard
Toxins A&B EIA” kiti ile pozitif bulunmustur. “Triage C.difficile Panel” kitiyle negatif bu-
lunan sekiz kokende, PCR yontemiyle Tox-A geninin saptanmasi, kitin duyarlihginin di-
sik olmasina baglanmis ve bu testlerin fenotipik olarak varyant kokenlerin ayinminda ye-
terli olamayacagini dislindiirmustdir.
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Calismamizda “ImmunoCard Toxins A&B EIA” kiti ile 633 digki 6rneginin 30’unda toksin
varligi saptanmistir. Diski kilttirlerinden izole edilen C.difficile kokenlerinde yine ayni kit ile
toksin yapimi arastinldiginda, diski 6rneklerinin negatif saptanmasina karsin alti kokende
toksin pozitif bulunmustur. Yapilan bazi calismalarda, rutin incelemelerde digki 6rneklerinde
toksin bulunmamasina karsin, izole edilen C.difficile kokenlerinde toksin pozitifliginin sapta-
nabildigi ve bu durumun digki 6rneginin nakli sirasinda, 1s1 degisikligi veya fekal proteolitik
enzimlerin etkisiyle toksin yapisindaki bozulmadan kaynaklanabilecedi vurgulanmakta-
dir¥>2¢, Bizim calismamizda, C.difficile kiiltiir filtratinda toksin pozitifliginin, dogrudan diski
orneklerinde saptananlara gore daha fazla olmasi, rutinde EIA analiziyle beraber diskida
C.difficile kultiriintin yapilmasi gerekliligini bir kez daha ortaya koymaktadir. Ancak anaerop
kiltir yontemleri, zahmetli ve zaman alici olmasi ve 6zel donanim gerektirmesi nedeniyle
bircok laboratuvarda uygulanmamaktadir. Bu nedenle, klinisyenle iyi bir iletisim kurularak
digki 6rneginin uygun sekilde alinip, laboratuvara en kisa stirede nakledilmesi saglanmali,
gerektiginde ornek tekrar alinmali ve boylece toksinin saptanma olasiigr artiriimaldir.

Bazi C.difficile kokenlerinin klasik olarak bilinen Tox-A (tcdA) ve Tox-B (tcdB) disinda bi-
nary toksin (B-Tox) salgiladiklari bildirilmistir'®. B-Tox varliginin saptanmasi icin gelistiril-
mis ticari bir kit henliz mevcut degildir. Toksin A ve B’nin negatif oldugu, ancak hicre
kultiriinde sitotoksik etkinin gozlendigi durumlarda B-Tox’dan kuskulanilmakta ve tani-
ya gitmek icin PCR ile B-Tox geni (Cdt A ve Cdt B) arastiriimaktadir. PCR yontemi, tcdA,
tcd B, Cdt A ve Cdt B genlerine sahip kokenlerin yani sira tcdA-/tcdB+ gibi birtakim var-
yant kékenleri de belirleyebilir?®. Polonya’da yapilan bir calismada, 58 toksijenik C.diffi-
cile kokeninin 41’inde tcdA+/B+ genleri saptanmis; bunlarin 5 (5/58; %8.6)’inde ayni za-
manda B-Tox geni de bulunmus; diger 17 kokende ise tcd A-/B+ seklinde gen varyant-
lari tespit edilmistir?’. Fransa’da, enfeksiyon etkeni toksijenik C.difficile kokenlerinde tok-
sin genlerinin arastinldigi caismada, B-Tox prevalansi %6 (22/369) olarak saptanmis, bu
22 kékenin ayni zamanda tcdA ve tcdB geni de tagidigi bildirilmistir?®. Tiirkiye’nin de ara-
larinda bulundugu 14 Avrupa Ulkesinden 38 hastanenin yer aldigi cok merkezli bir calis-
mada, 2005 yilinda iki aylk zaman diliminde 411 ishalli hastadan uretilen C.difficile ko-
kenleri incelenmistir?®. Bunlardan 354’ toksijenik olup, %24.3'i varyant gene sahip bu-
lunmugstur. B-Tox geni, toksijenik kdkenlerin %17.2'sinde tespit edilmis, bu geni tasiyan
kékenlerin hepsinde ayni zamanda toksin A-/B+ varyant genleri de gozlenmistir?®. Has-
tanemizden gonderilen kokenler de dahil olmak tzere, Tirkiye’den izole edilmis koken-
ler icerisinde varyant koken ve B-Tox genine sahip bakteriye rastlanmamusgtir.

Bizim yaptigimiz bu calismada, izole edilen 50 kokenin, PCR ile toksin geni saptanan
36'sinin hepsinde tcdA ve tcdB geni birlikte bulunmus; hicbirinde varyant gen veya B-Tox
genine rastlanmamistir. Ancak yine de, toksin arastirilmasi istegi ile laboratuvara gelen dis-
ki 6rneklerinin, gerek yalanci negatifligin 6niine gegmek gerekse epidemiyolojik ve antibi-
yotiklere duyarlilik durumlarini saptayabilmek icin kilttrindn rutin olarak yapilmasi ve bak-
terilerin 6zelliklerinin yakindan takip edilmesi gerektigi kanisina varilmigstir. C.difficile icin ye-
ni ortaya cikabilecek epidemik kokenlerin saptanmasi, olusabilecek degisikligin zamaninda
tespit ve kontrol edilmesi agisindan kokenlerin toksin genotiplerinin bilinmesi 6nemlidir.
Sonuglarimizin hastanemiz icin bir veri tabani olusturacagina ve tlkemizde C.difficile toksin
genleriyle ilgili yapilacak calismalarda kaynak teskil edecegine inanmaktayiz.
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