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OZET

Clostridium difficile gram-pozitif, spor olusturan anaerobik bir bakteridir. C.difficile antibiyotik ile iliski-
li ishal ve kolitlerin en énemli nedenidir. C.difficile enfeksiyonu (CDE) klinik spektrumu, hafif ishalden tok-
sik megakolon, ileus, bagirsak perforasyonu ve psodomembranoz koliti iceren siddetli intestinal hastalik
tablosuna kadar oldukca degisken seyretmektedir. ileri yas, hastanede kalis stresi ve 6zgiin antibiyotikle-
re maruz kalma CDE icin en yaygin risk faktorleridir. C.difficile’'nin temel viriilans determinantlari toksin A
(enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) olup, CDE tanisi diski 6rneklerinde C.difficile toksin A ve/veya tok-
sin B'nin tespit edilmesine dayanmaktadir. C.difficile ve toksinleri tespit etmek icin gliniimuzde cesitli la-
boratuvar testleri gelistirilmistir. Hiicre kiiltiiri sitotoksisite ve toksijenik kiltir yontemleri C.difficile tok-
sinlerinin tespitinde referans yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak her iki yontem de uygulanmasi
gli¢, zaman alici ve uzman personel gerektiren yontemlerdir. Bu nedenle cogu mikrobiyoloji laboratuva-
rinda daha pratik ve hizli olan enzim temelli immiinolojik yontemler, glutamat dehidrojenaz antijen test-
leri ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir. CDE tedavisinde ilk secilecek
antibiyotikler metronidazol ve vankomisindir. Bu derleme yazida, CDE epidemiyolojisi, klinik 6zellikleri,
risk faktorleri, patojenitesi, tani testleri ve tedavisi 6zetlenmistir.
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ABSTRACT

Clostridium difficile is a gram-positive, spore-forming anaerobic bacterium. C.difficile is the leading ca-
use of antibiotic associated diarrhea and colitis. The clinical spectrum of C.difficile infection (CDI) is high-
ly variable, ranging from mild diarrhea to severe forms of intestinal illness including toxic megacolon,
ileus, bowel perforation, and pseudomembranous colitis. Advanced age, long duration of hospitalizati-
on, and exposure to certain antimicrobial agents are the most common risk factors for CDI. The main
virulence determinants of C.difficile are toxin A (enterotoxin) and toxin B (cytotoxin). Diagnosis of CDI
is based on the identification of C.difficile toxin A or B in diarrheal stool. Various laboratory tests have be-
en currently developed for the detection of C.difficile or its toxins in stool samples. The cell culture cyto-
toxicity assay and toxigenic culture have been regarded as the reference standard methods for the de-
tection of C.difficile toxins. However, both of the reference methods are laborious, time consuming, and
need expert personnel. Therefore, many microbiology laboratories use enzyme immunoassays, glutama-
te dehydrogenase antigen tests and real-time polymerase chain reaction (PCR) which are more rapid and
practical. First-line antibiotics for CDI treatment are metronidazole and vancomycin. In this review, epi-
demiology, clinical spectrum, risk factors, pathogenesis, diagnostic methods and treatment of CDI have
been summarized.
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GiRiS

Clostridium difficile gram-pozitif, spor olusturan anaerobik bir basildir. Tim diinyada
onemli bir saglik sorunu olan antibiyotik ile iliskili ishal olgularinin %15-30’undan so-
rumlu tutulmaktadir. C.difficile ilk kez 1935 yilinda saglikli bebeklerin diski florasindan
izole edilmis ve izolasyonun zor olmasindan dolayi Bacillus difficilis olarak isimlendirilmis-
tir. C.difficile’nin en 6nemli 6zelliklerinden biri 1s1 ve kuruluga karsi direncli spor olustur-
masi ve bu formlarin hastane ortaminda uzun siire canli kalabilmesidir'. Spor formlari
hastanelerde kolayca yayilabilmekte ve uzun donem bakim unitelerinde salginlara neden
olabilmektedir?. Bu yazida C.difficile enfeksiyonu (CDE), epidemiyolojisi, risk faktorleri,
patojenitesi, klinigi, tanisi ve tedavisi yoniinden tartigilmaktadir.

EPIDEMIiYOLOJi

Son yillarda CDE, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada ve cogu Avrupa Ulkelerin-
de 6nemli bir saghk sorunu haline gelmistir. Bakteri %2-3 oraninda saglikli kisilerin, %40-
60 oraninda da ozellikle hastanede dogmus olan yenidoganlarin kolon florasinda meta-
bolik inaktif spor formunda bulunabilmektedir. insanlar bu bakteriyi veya sporlarini diger
asemptomatik kisilerden veya cevreden alarak enfekte olabilirler®. 2000’li yillarin basla-
rinda CDE epidemiyolojisi dramatik olarak degismistir. Hastaligin sadece insidansi artma-
mig, siddeti de artmistir. Kanada’da 1991 ile 2003 yillari arasinda CDE insidansi her
100.000 kiside 35.6 olgudan 156.3 olguya ¢ikmistir. Kasim 2004 ile Nisan 2005 yillar
arasinda Kanada’da yapilan ¢alismada insidansin her 1000 hastada 4.6 olgu oldugu bil-
dirilmistir®. ABD’de de ayni sekilde artan bir CDE insidans ve hastalik siddeti bildirilmis-
tir. Bu oranlar 1996 ile 2003 yillari arasinda neredeyse iki katina ¢citkmistir. Hem Kanada
hem de ABD’de epidemik izolat olarak bilinen ribotip 027 en sik izole edilen ribotip ol-
mustur. Ribotip 027 diger izolatlardan 16-23 kat daha fazla toksin A ve B salgilamakta-
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dir ve liciincl toksin olan binary toksin olusturmaktadir. Su ana kadar ABD’nin 40 eyale-
tinden ve Kanada’dan ribotip 027 nedenli olgular ve salginlar bildirilmistir®. Ribotip 027
haricinde ABD’de ribotip 106 ile olusan CDE ve salginlari artan oranda bildirilmeye bas-
lanmustir?,

Avrupa’da da CDE artan oranda bildirilmeye baslanmistir. Avrupa C.difficile Calisma
Grubu tarafindan 2005 yilinda 14 ulke ve 38 hastanenin katihmi ile, ishal olan ve toksi-
jenik kltlr sonucu pozitif olan hastalarin dahil edildigi bir ¢calisma yapilmistir. CDE insi-
dansinin 14 tlke arasinda 10.000 hastada 0.13 ile 7.1 olgu arasinda degistigi ve ortala-
ma insidansin her 10.000 hastada 2.45 olgu oldugu bildirilmistir. Calismada 354 toksi-
jenik C.difficile izolati tanimlanmus, bu izolatlarin 66 farkl ribotipe sahip oldugu ve %6’si-
ni ribotip 027’nin olusturdugu ifade edilmistir. Ayni calismada Ulkeler arasinda da farkli
ribotiplerin yaygin oldugu bildirilmistir. Fransa’da 014, Almanya’da 168 ve 001, ingilte-
re’de 077, Irlanda’da 017 ve 156, Italya’da 020, Hollanda’da 027, Polonya‘’da 017, Is-
panya’da 001, isvicre’de 002 en yaygin izole edilen ribotipler olmustur. Tirkiye’de izole
edilen sekiz izolat ribotip 001 olarak bildirilmistir®. 2007 yilinda yapilan bir arastirmada,
11 Avrupa Birligi tlkesi ve Isvicre’de 027 ribotipinin en etkili ribotip oldugu ve 027 pre-
valansinin (lkeler arasinda %11-100 arasinda degistigi vurgulanmistir’. Calismadan bir
yil sonra C.difficile 027, 16 Avrupa llkesinde salginlara, Danimarka, isve¢, Norveg, Ma-
caristan, Polonya, Avusturya ve Ispanya gibi ulkelerde ise sporadik olgulara neden ol-
mustur>. 2008 yilinda 34 Avrupa (lkesindeki 106 laboratuvari kapsayan calismada CDE
insidansinin ortalama her 10.000 hasta gliniinde 4.1 olgu oldudu bildirilmistir. Calisma-
da 65 farkh ribotip bulunmus ve en sik olarak ribotip 014/020 (%16), 001 (%9), 078
(%8) ve 027 (%S5) izole edilmistir®. Son dénemlerde ribotip 027 Avusturalya, Kore, Sin-
gapur, Hong Kong, Japonya ve Kosta Rika’dan bildirilmistir®. Diger bazi (ilkelerde de
farkli ribotiplerin yaygin olarak bildirildigi gortlmistir. Kore’de yapilan calismada ribo-
tip 018 (%26.4)'°, Iran’da ribotip 078 (%21)"", Hong Kong'da ribotip 002 (%10.1)'2,
en sik olarak bildirilen ribotipler olmustur.

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaninda toplum kaynakl C.difficile tim diinyada izo-
le edilmeye baslanmistir. ABD’de her yil 100.000 kiside 6.9 ile 46 arasinda degisen top-
lum kaynakh C.difficile olgusu saptanmaktadir. Retrospektif bir calismada Kuzey Caroli-
na’da toplum kaynakl C.difficile oraninin 2005 yilinda %20 olarak tahmin edildigi ve bu
oranin Avrupa ve Kanada’da benzer oldugu bildirilmistir'>.

RiSK FAKTORLERI

C.difficile enfeksiyonunun gelisiminde ileri yas, hastanede yatis ve antibiyotik kullanimi
en 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir. Ozellikle klindamisin, genis spektrumlu sefalos-
porin veya florokinolon grubu antibiyotiklerin kullanilmasi bunlarin icinde en énemli risk
faktérii olarak bilinmektedir'. Kullanilan antibiyotiklere bagli olarak mikroorganizmalarin
bir yaris halinde bulundugu kolon florasinin yapisi bozulmakta, diger anaerobik bakteri-
ler ortamdan uzaklastirnlmakta ve baskin hale gecen C.difficile sporlari vejetatif forma ge-
cerek toksin salgilamaktadir'>. Aztreonam gibi kolon florasindaki mikroorganizmalari et-
kilemeyen antibiyotiklerin kullanilmasi CDE icin risk olusturmamaktadir. Piperasilin-tazo-
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baktam gibi antibiyotikler ise cogu C.difficile’ye karsi etkili olduklarindan daha az siklikla
antibiyotik ile iliskili ishale neden olmaktadir?. ileri yas (> 65) da, CDE icin 6nemli risk fak-
torlerinden biridir. Bunun genel olarak yaslilikla birlikte toksinlere karsi olusan immdan sis-
temde zayiflamaya bagh gelistigi dusiinilmektedir. Hastanede bir hafta yatan hastalarda
C.difficile ile kolonize olma orani %15 iken, li¢ hafta kalan hastalarda bu oran %45’e cik-
maktadir'>. Bu (g risk faktorii haricinde, proton pompa inhibitérii kullaniimasi, inflama-
tuvar bagirsak sendromu, immuin stipresyon, tip ile beslenme, kronik karaciger hastaligi
ve son dénem bobrek yetmezligi de CDE gelisimi icin risk faktorlerindendir'.

PATOGENEZ

C.difficile enfeksiyonlarinda temel virtilans faktorleri genis klostridial sitotoksin ailesinin
iki Uyesi olan toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin)‘dir. Her iki toksin de potan-
siyel sitotoksik aktivite gosterir ve hiicre iskeletinin 6nemli proteinleri olan Ras ve Rho
proteinlerini glikozilasyon ile inaktive ederler. Bu proteinlerin glikozilasyonu hiicre iske-
letinin bozulmasina, hicre icindeki baglarin kopmasina ve permeabilite artisi ile birlikte
sekretuvar ishal olusmasina neden olmaktadir. Onceki calismalarda toksin A'nin CDE olu-
sumunda daha 6nemli oldugu distnilmekteyken, yapilan deneysel hayvan calismala-
rinda toksin A negatif ve toksin B pozitif C.difficile izolatlarinin da ciddi bir hastalik tab-
losu olusturduklari gorilmustir. Bu calismalar, toksin B’nin toksin A gibi enterotoksin et-
kisi gosterdigini ve hastalik olusumunda esas faktér oldugunu distindiirmiistiir'®. Bu
toksinler patojenik lokus olarak isimlendirilen genom bolgesindeki genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu bolge, toksin A ve B'nin sentez ve dizenlenmesini saglayan tcdA,
tcdB, tcdC, tcdR ve tcdE olmak Uzere bes gen icermektedir. Patojenik olmayan C.difficile
izolatlari patojenik lokus gen bélgesini icermemektedir'®. Yapilan calismalar TcdR’nin
toksin gen ekspresyonunda 6nemli bir alternatif sigma faktori oldugunu, TcdC'nin ise
negatif bir diizenleyici oldugunu gostermistir. TcdC, gen ekspresyonu icin gerekli olan
kor RNA polimeraz ile TcdR arasindaki iliskiyi engelleyerek etkisini gostermektedir. Bu
yuzden TcdC anti-sigma faktor olarak bilinmektedir. TcdE’nin fonksiyonlari tam olarak bi-
linmemekle birlikte hiicrelerden toksin saliniminda etkili oldugu distinilmektedir'”. Vi-
rilans ozelligi yiksek izolatlar, toksin A ve B haricinde aktine 6zgul ADP riboziltransferaz
olan binary toksin veya CDT isimli G¢lincii bir toksin Gretmektedirler. Bu toksin patojenik
lokus disindaki CDT lokus bolgesinde bulunan cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlan-
maktadir. Hastalik olusumunda bu toksinin roli heniiz tam olarak anlasilamamistir. Ca-
hsmalar, binary toksinin kolon hiicre ytizeylerine klostridial yapismayi artirmak icin hiic-
relerinin dis ytizeylerinde sitotoksik etki yaptigini gostermistir. Bu bulgular binary toksi-
nin daha siddetli hastalik olusumunda 6nemli bir kolonizasyon faktori oldugunu dustn-
diirmiistiir'®.

KLINiK OZELLIKLER

Antibiyotik ile iliskili ishal semptomlari antibiyotik tedavisi esnasinda veya tedavi son-
landiktan sonraki sekiz hafta icinde ortaya cikabilmektedir'4. Hastalik asemptomatik ko-
lonizasyondan, orta derece ishal, fulminant kolit ve hatta 6liime kadar giden klinik tab-
lolar ile kendini gosterebilmektedir'®.
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Asemptomatik Kolonizasyon

Asemptomatik kolonizasyonda kolon C.difficile ile kolonizedir, ancak ishal gibi klinik
bulgular olusmamaktadir. Yapilan kiltlirde toksin pozitif C.difficile Gremesi olmaktadir.
Ozellikle hastanelerin yiiksek riskli bdlimlerinde yatan ve antibiyotik alan hastalarin
%10-16's1 C.difficile ile kolonize hale gelebilmektedir'®.

Clostridium difficile ishali

Siklikla karin agrisi ile birlikte hafif veya orta siddette ishal ile kendini gostermektedir.
Halsizlik ve ates nadir de olsa goriilebilmektedir. Antibiyotik tedavisi esnasinda, kisa bir
slire sonra veya birkac¢ hafta sonra olusabilmektedir. En 6nemli laboratuvar bulgulari 16-
kositoz ve hipoalbiiminemidir'®.

Clostridium difficile Koliti

En sik gorulen CDE tablosudur. Psddomembran6z olmasa da klinik ciddi seyredebil-
mektedir. Hastalarda hafif ve orta siddette karin agrisi, bulanti, kusma, istahsizlik ve sulu
ishal vardir. Sigmoidoskopide 6zgil olmayan yaygin veya yama tarzinda psddomemb-
ransiz eritematoz kolit tablosu gériilebilmektedir'®.

Psodomembranoz Kolit

C.difficile kolitinin klasik tipi olarak bilinmektedir. C.difficile kolitinden daha agir seyre-
der; hastalarda siddetli ishal ile birlikte sag veya sol alt kadranda yogun bir rahatsizlk his-
si vardir. Hastalarin endoskopik muayenelerinde genellikle kalin bagirsak proksimalinde
2-10 mm capinda, sari renkli plak artisi seklinde ve kolorektal mukoza boyunca psédo-
membran dagihmlari gorilebilmektedir. Laboratuvar bulgusu olarak beyaz kan hiicresi
sayisi 20.000/pl lzerinde albiimin seviyesi ise 3.0 g/dl veya daha az olarak izlenmekte-
dir'®.

Fulminant C.difficile Enfeksiyonu

Bu tablo ileus, megakolon, kolon perforasyonu ve 6lim gibi ciddi komplikasyonla sey-
redebilmekte ve CDE'li hastalarin %2-3’iinde gériilebilmektedir'. Hastalar birkac saat gi-
bi kisa zaman icinde veya haftalar icinde fulminant CDE tablosuna girebilir. Burada has-
tanin yasi, immun durumu, altta yatan baska hastaliklari ve bakterinin toksin durumu et-
kili olmaktadir. Hastalarda ishal, alt kadran veya yaygin karin agrisi ile birlikte siskinlik var-
dir. Baz1 hastalarda yiksek ates, Gsime ve titreme belirtileri olabilmektedir. Zayif prog-
nozlu hastalarda peritonit belirtisi olabilecek siddetli karin agrisi veya 50.000/ul tzerin-
de beyaz kan hiicre seviyesi veya 5 mmol/l lzerinde laktat seviyesi vardir. Hastaligin
kontrol altina alinmasinda erken tani ve tedavi biiyiik 5nem tasimaktadir'®.

Rekiirent CDE

Vankomisin veya metronidazol ile tedavi edilen hastalarda birka¢ hafta icinde tekrar
ishal ve diger semptomlarin ortaya cikmasi tablosu rekiirent CDE olarak adlandirilir.
CDE’li hastalarin %20'sinde rekirent gortilmektedir. Birinci rekiirentten sonra olgularin
%40'inda ikinci rekirent, ikinci rekirent olusan hastalarin %60'inda tguncu rekirent
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gorulebilmektedir. Rekirent olgulari orijinal izolat veya farkl izolat ile olusabilmektedir.
Antibiyotik kullanmaya devam etme, antiasit kullaniimasi ve ileri yas rekiirent CDE geli-
siminde risk faktorii olarak bilinmektedir'.

C.difficile enfeksiyonlarinda kolon disi kan akimi enfeksiyonu, yara ve eklem enfeksiyo-
nu gibi klinik bulgular olusabilmektedir. Ayrica irritabl bagirsak hastaligi ve reaktif artrit
gibi reaktif veya postenfeksiydz sendromlar ortaya cikabilir'®.

TANISAL TESTLER

Dogru, glivenilir ve hizli tani 6zellikle hastane kaynakli CDE’lerin kontrol altina alin-
masi ve hasta takibi acisindan 6nemlidir. CDE tanisi, klinik 6zellikler ve laboratuvar test-
leri temelinde olmaktadir. Sadece toksin A ve/veya toksin B Ureten izolatlarin hastalik
yapma yetenegdinin olmasindan dolayi digki 6rneklerinden toksinlerin tespit edilmesi ta-
nida 6nemli bir kriterdir. Hastanede antibiyotik ile iliskili ishal gelisen hastalarin yaklasik
%30’unda neden CDE oldudu icin eder uygun tani testleri varsa, tani testi yapmadan
ampirik tedavi uygulanmasi uygun degildir?°. Hastalarda 36 saatte en az alti sulu ishal,
48 saat icinde sekizin uzerinde sekilsiz ishal veya iki glin icin giinde Ug¢ sekilsiz ishal ol-
mas klinisyenlere CDE varligini diisiindiirmelidir?!. Hiicre kiiltiirii sitotoksisite yontemi
ve toksijenik kultir CDE tanisinda referans yontemler olarak bilinmektedir. Ancak her iki
yontem de uzun zaman almakta, uzman teknik personel ve 6zel laboratuvar ortami ge-
rektirmektedir. Bu ylizden de ¢ogu laboratuvar, duyarlihgi diistik olmasina ragmen bun-
larin yerine glutamat dehidrojenaz (GDH) ve toksinleri tespit eden enzim temelli immui-
nolojik yontemleri tercih etmektedir. Son donemlerde ise direkt olarak klinik 6rnekten et-
keni tanimlayan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemleri gelistiril-
mistir?2.

Orneklerin Toplanmasi ve Taginmasi

Diski ornekleri alinir ahnmaz laboratuvara steril kuru kapta ve herhangi bir transport
sivisi eklenmeden gonderilmelidir. Rektal stirlintl ornekleri toksin testi icin tavsiye edil-
memesine ragmen, ishalsiz ileuslu hastalarda 6rnek olarak kullanilabilmektedir. Semp-
tomlarin baslangicinda alinan bir veya iki 6rnek genellikle tani icin yeterlidir. Eger birin-
ci 6rnek negatif ise ilave ishal drnedgi ile testin tekrarlanmasi faydali olabilir. Ug farkli dis-
ki 6rneginin test edilmesi pozitiflik olasiligini %10 civarinda artirmasina ragmen maliye-
ti yiikselttiginden dolayi tavsiye edilmemektedir?%2.

Enzim Temelli immiinolojik Yéntemler (EIA)

ilk kez 1984 yilinda C.difficile toksin A veya toksin A ve B'yi tespit etmek icin kullanil-
mistir?3. Referans yontem ile karsilastirildiklarinda hizli, teknik olarak kolay ve diisiik ma-
liyetli olduklari icin ABD’deki laboratuvarlarin %90’dan fazlasinda kullanilmaktadirlar?®.
EIA ile yapilan calismalarda, referans yontem ile karsilastirildiginda duyarhligin diistik, 6z-
giilliigiin ise duyarliliktan daha yiiksek oldugu gériilmiistir. Eastwood ve arkadaglari®*
600 diski ornegi ile yaptiklari calismada, testlerin duyarliliklarint %60-81, 6zgulltklerini
ise 9%91-99.4 arasinda bildirmislerdir. Crobach ve arkadaslari?2, 13 farkl ticari EIA ile tok-
sin A ve/veya toksin B tespit eden 34 calismayi dederlendirmisler; testlerin duyarhhklari-
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nin %31-99, 6zguilliklerinin ise %65-100 arasinda oldugunu belirlemislerdir. Turgeon ve
arkadaslan?®, alti ticari EIA testini referans yontem ile karsilastirmislar ve duyarliigin
%155-89, 6zgulligln ise %89-99 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

C.difficile toksinleri disinda, hem toksin olusturan hem de olusturmayan C.difficile sus-
larinin iirettigi metabolik enzim olan GDH'yi tespit eden EIA testleri de vardir?®. Cogu la-
boratuvar ilk basamaginda GDH testi olan iki basamakli algoritmayi kullanmaktadir. Bu
algoritmada ilk once GDH testi yapilmakta, eger negatif ise ileri test yapiimamaktadir.
Eger pozitif ise takibinde toksin testi yapilmasi gerekmektedir. GDH testi pozitif, toksin
testi negatif ise, ya hasta toksijenik olmayan bir C.difficile tasimakta veya toksin testinin
yalanci negatif sonug verdigi distintlmektedir. Her iki test de pozitif ve hasta da semp-
tomatik ise CDE tanisi konulmaktadir?’. Su an piyasada hem GDH, hem de toksini tes-
pit eden ve 30 dakikada sonug veren C. Diff Quick Chek Complete (Techlab, ABD) Kkiti
mevcuttur. Vasoo ve arkadaslari?® 192 diski 6rnegi ile yaptiklari calismada, C. Diff Quick
Chek Complete testinin GDH komponentinin duyarlilik ve 6zgilligiinu sirasiyla %95.8
ve %89.6, toksin komponentinin duyarlilik ve 6zgulligtnd ise sirasiyla %79.2 ve %100
olarak bulmuslardir. Bir bagka calismada, 200 diski 6rnegi C. Diff Quick Chek Complete
testi ile arastinlmig ve her iki testin beraber olarak duyarliiginin %70.8 ve 6zgiilligtindn
%97.4 oldugu bildirilmistir?®.

Kultiir

Kiltir CDE tanisinda kullanilan 6nemli yontemlerden biridir ve salgin arastirmalari ve
hastane izolatlarinin epidemiyolojik amacl incelenmesinde esastir. Laboratuvarlarda ge-
nellikle C.difficile kiiltuiru icin sikloserin, sefoksitin ve fruktoz iceren selektif agar (CCFA)
kullanilmaktadir. Bu besiyerine sporlarin Gremelerini artirmak icin taurakolat ve lizozim
ilave edilebilmektedir. Kullanmadan once agar plaklarini anaerobik ortamda tutmak bak-
terinin Uremesini artirmaktadir. C.difficile, agar ylizeyinde diiz ylizeyli, sari, buzlu cam
gorimiinde ve etrafinda sar hale olan koloniler olusturur. Kolonilerin tipik para-kresol
(at ahir kokusuna benzer) kokusu vardir ve Wood isiginda floresan vermektedirler. Gram
boyamada koloniler tipik olarak gram-pozitif veya degisken basil olarak gorilmektedir.
CCFA haricinde sikloserin mannitol kanl agar (CMBA) ve cesitli kan Grinlerinin ilavesi ile
hazirlanmis sikloserin, sefoksitin agarlar da C.difficile izolasyonunda kullaniimaktadir?'.
Anaerop kltiir yapma imkani olan laboratuvarlarda C.difficile izolasyonu selektif besiyer-
leri kullanilarak yapilmakla birlikte, uzun zaman almasi ve islemin pahali olmasindan do-
layr cogu laboratuvar tarafindan tercih edilmemektedir. Ayrica, rutin kiltdr ile treyen
C.difficile izolatlarinin toksijenik olup olmadiklarinin ayrimi yapilamamaktadir. Bu neden-
le 6zgiilligl %90'1n lizerinde olmasina ragmen ¢ogu laboratuvar rutinde kiltiiri tercih
etmemektedir'®. Organizma izole edildikten sonra toksin {retip iretmediginin hiicre
kultird sitotoksisite yontemi veya PCR ile tespit edilmesi islemine toksijenik kilttr yon-
temi adi verilmektedir3°.

Hiicre Kiiltiirii Sitotoksisite Yontemi

Uzun dénemdir hiicre kiltlra sitotoksiste yontemi klinik 6rneklerde toksin (toksin B)
varhigini direkt olarak gosterdigi icin referans yontem olarak kabul edilmektedir. Bu yon-
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temle toksin B’nin 1.0 pg miktari tespit edilebilir. Toksin varhginin C.difficile veya capraz
reaksiyon veren Clostridium sordellii antitoksini ile dogrulanmasi gerekmektedir. Sitotok-
sin tespitinde Vero, Hep 2, HelLa ve MRC-5 akciger fibroblast hicre kiiltirleri kullanil-
maktadir'®. Ozgiilliigi > %97, duyarliligi %75-85 arasinda olmasina ragmen, pahali, za-
man alici olmasi ve iyi gelismis laboratuvar gerektirdiginden rutin laboratuvarlar tarafin-
dan tercih edilmemektedir'*.

Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri

Nukleik asit amplifikasyon (NAA) yontemleri C.difficile tanisinda son donemlerde sik
olarak kullanilmaya baslanmistir. Glinimuzde PCR ve loop-mediated izotermal amplifi-
kasyon (LAMP) temelli yontemler kullanilmaktadir. ABD Gida ve llag Yonetimi (FDA); BD-
GeneOhm Cdiff (BD, Franklin Lakes, New Jersey), Prodesse ProGastro Cd (Gen-Probe,
Inc. San Diego, CA), Cepheid GeneXpert C.difficile (Cepheid, Sunnyvale, CA) ve Illumi-
gene C.difficile (Meridian Diagnostics, Inc., Ohio) yontemleri icin onay vermistir. Bu yon-
temlerden ilk tcl gercek zamanh PCR temelli ve toksin B’yi tespit ederken, dérdiincu
test LAMP temellidir ve toksin A’yi tespit etmektedir?’. BD-GeneOhm Cdiff ydnteminde
manuel DNA ekstraksiyonu sonunda Cepheid SmartCycler cihazi ile amplifikasyon isle-
mi yapilmakta ve iki saat sonunda sonug alinmaktadir. ABD’deki laboratuvarlarda en cok
calisilan molekdler testtir. Duyarliligi %84-96, 6zgulligu ise %94-99 arasinda degismek-
tedir'®. Progastro CD yénteminde, DNA izolasyonu bioMerieux NucliSENS easyMAG
otomatik sistemi ile, amplifikasyon igslemi ise Cepheid SmartCycler Il cihazinda yapilmak-
ta; sonuclar yaklasik 4 saatte ahinmaktadir. Calismalarda duyarlihgr %77.3-95.7, 6zgulli-
gl ise %99-100 olarak bildirilmistir>'-2, Cepheid GeneExpert ydntemi GeneExpert ciha-
zinda gerceklestiriimektedir. Ekiivyon ile alinan digki 6rnedi 6nce tampon iceren siseye
konulur, vortekslenir ve buradan alinarak kartustaki 6rnek bolimune aktarilir. DNA ekst-
raksiyonu, PCR ve tespit islemlerinin hepsi kartus icinde gerceklesir; sonuclar yaklasik 29
dakika sonra elde edilir. Yapilan calismalar, bu yontemin duyarlihgini %94-100, 6zgulli-
giinii %93-99 olarak vermektedir’. FDA tarafindan onaylanmis diger yéntem LAMP te-
melli lllumigene yontemi olup, digerlerinden farkl olarak toksin A’y tespit etmekte ve
DNA'y1 ¢cogaltmak icin gercek zamanl PCR teknolojisi kullanmamaktadir. PCR ile karsi-
lastinldiginda, basit, hizli, 6zgil ve ucuz bir yontemdir. LAMP teknolojisinde uygun pri-
merlerin kullanimi ile DNA amplifikasyonu belirli bir is1 altinda (60-65°C), termal déngu
cihazi gerektirmeden olmaktadir. Ortamda bulunan polimeraz enzimi ile cift zincir
DNA'lar pirofosfat iyonlari olusturmakta, olusan piropfosfat iyonlari ortama ilave edilen
manganez ile reaksiyona girerek, floresan metal indikatori olan kalsein yardimiyla gori-
nir hale gelmektedir. 30-60 dakikada olusan renk degisikligi basit bir tirbidimetre ile ve-
ya ciplak gozle tespit edilebilmektedir. Illumigene yonteminin duyarlihgr %93.3-95.2,
6zgiilligu ise %96.6-99.7 arasinda degismektedir3334,

C.difficile enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi, hem hasta hem de bakterinin hastane
ici yayiliminin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Standartlar, sulu veya yari kati diski 6rnek-
lerinin 6nce GDH testi yapilmasi sonra da dogrulamak icin toksijenik kiltir veya hiicre
kultiru sitotoksisite yontemi yapilmasini dnermektedir. Amerika Mikrobiyoloji Cemiyeti
ise tek basina NAA yéntemlerinin kullanilmasini desteklemektedir3s.
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TEDAVI

Tedavide en 6nemli yaklasim hastaliga neden oldugu distinilen antibiyotigin kesilme-
sidir. Orta siddetteki CDE'nin %25’inde 48 saat icinde semptomlarda azalma goriilmek-
tedir. Hastalara sivi ve elektrolit takviyesi yapiimalidir. Eger antibiyotige devam edilmesi
zorunlu ise klindamisin, sefalosporinler veya genis spektrumlu penisilin disi antibiyotikle-
rin tercih edilmesi onerilmektedir. Antiperistaltik ajanlardan kaciniimasi gerekmektedir.
Hafif ve orta siddetteki olgularda baslangi¢ tedavisi olarak 500 mg oral metronidazolin
glinde Ug¢ kez, 10-14 giin kullanilmasi 6nerilmektedir. Metronidazol intoleransi veya aller-
jisi olan hastalar, hamile veya emziren kadinlar ile siddetli enfeksiyonu olan hastalar, 125
mg oral vankomisini glinde dort kez, 10-14 giin kullanmalidir. E§er olgunun durumu cid-
di ve komplike ise, 500 mg oral vankomisin glinde dort kez veya nazogastrik tiip arti 500
mg IV metronidazol her sekiz saatte bir verilmelidir*®>”. Fidaksomisin, C.difficile’ye etkili
yeni bir genis spektrumlu makrolid antibiyotiktir. FDA, Mayis 2011 tarihinde fidaksomisi-
nin C.difficile nedenli ishallerin tedavisinde kullanimina onay vermistir. Tedavi maliyeti y(k-
sek olmasina ragmen, ytiksek riskli gruptaki hastalarda rekiirent CDE oranini distirdig
icin onemli bir antibiyotiktir. Doz olarak gtinde iki kez 200 mg oral olarak 10 glin 6neril-
mektedir®”. CDE tedavisinde antibiyotiklere alternatif olarak probiyotikler, intestinal mik-
robiyal flora transferi ve immiinoterapi gibi tedavi yontemleri de kullaniimaktadir. Probi-
yotiklerin kullanilmasinin 6zellikle kolon florasinin dengesini saglayarak CDE onlenmesin-
de ve tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Fekal transplantasyon da, alternatif tedavi
yaklasimi olarak yine kolon florasini tamir etmek amaciyla saglikh vericilerden alinarak uy-
gulanmaktadir. C.difficile kolonizasyonunda immiin yanit énemli oldujundan intravenoz
immiinoglobulinler tedavi amach olarak hastalara uygulanabilmektedir®.

SONUC

C.difficile enfeksiyonlarinin son zamanlarda tim dinyada hem sikhgr hem de siddeti
artmistir. Hastahgin risk faktorleri iyi bilinmekte olup, klinisyenlerin bu risk faktorlerine
gore hastalari degerlendirmeleri 6nerilmektedir. Tanida hizli ve giivenilir testler mevcut
olmasina ragmen optimal 6zglliik sorunlari yasanabilmektedir. ilk secilen ajan olan met-
ronidazole karsi tedavi basarisiziginin artmasindan dolayi yeni gelistirilen ilaclar ile teda-
viye yonelik calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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