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Diski orneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu ile saptanan
Clostridium difficile Toksin B sonuclarinin degerlendirilmesi
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OZET
Amag: Clostridium difficile, fekal-oral yolla yayilan

Gram-pozitif, anaerop, spor olusturan bir bakteridir.
hafif

psodomembranoz enterokolit gibi hayat1 tehdit eden

Asemptomatik tasiyiciik  veya diyareden
hastaliklara kadar cesitli klinik tablolara neden olur.
C. (difficile, Amerika’da ve Avrupa’da antibiyotikle
iliskili ishale neden olan hastane enfeksiyonunun en
yaygin nedenidir. A ve B olarak isimlendirilen iki toksin
uretebilir. Toksin Ureten suslar megakolon, perforasyon
veya septik soka neden olan daha ciddi hastalik
tablosuna yol acabilmektedir. Tanida uygulamasi daha
kolay, hizli sonuc elde edebilecegimiz, yliksek 6zgilliik
ve duyarliliga sahip molekiler yontemlerin kullanilmasi
son yillarda yayginlasmaya baslamistir. Bu calismada
diski orneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ile saptanan C. difficile sonuclarinin retrospektif

olarak degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yontem: Laboratuvarimiza C. difficile enfeksiyonu
suphesiyle Ocak 2017 ile Eylul 2018 tarihleri arasinda
gelen 109 diski 6rnegi GeneXpert C. difficile PZR

ABSTRACT

Objective: Clostridium difficile is a Gram-positive,
anaerobic, spore-forming bacterium that spreads via
the fecal-oral route and causes asymptomatic carriage
or mild diarrheal diseases such as pseudomembranous
enterocolitis. C. difficile is the commonest cause of
nosocomial and antibiotic-associated diarrhea in North
America and Europe. It can produce two toxins called A
and B. Strains producing toxins can lead to a more serious
disease picture that causes megacolon, perforation or
septic shock. The use of molecular methods with high
specificity and sensitivity has become widespread in
recent years.The use of molecular methods with high
specificity and sensitivity, which are easier to apply
in diagnosis, and to obtain rapid results, has become
widespread in recent years. In this study, it was aimed to
evaluate C. difficile results determined by polymerase

chain reaction (PCR) from stool samples.

Methods: 109 fecal samples that came to our
laboratory between January 2017 and September 2018

on suspicion of C. difficile infection were tested with

(Cepheid, CA, AD) yontemi ile test edilmistir. Elde the GeneXpert C. difficile PCR (Cepheid, CA, AD)
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edilen veriler pozitif, negatif veya gecersiz sonu¢ olarak

yorumlanmisir.

Bulgular: Toplam 109 ornek test edilmistir. Diski
orneklerinin 66 (% 61)’s1 erkek, 43 (%39)‘li kadin hastalara
aittir. Ornek istenen hastalarin 25 (%23)’i 65 yas Ustii 36
(%33)’s1 18 yasin altindaydi. Gelen orneklerin 26 (%24)’s1
yogun bakim uinitelerinden, 60 (%55)’1 servislerden ve 23
(%21)’U polikliniklerden laboratuvarimiza gelmistir. 109
diski 6rneginden 9 (%8)’u C. difficile PZR testiyle toksin
B pozitif, 100 (%92)’u negatif bulunmustur.

Sonug: Nozokomiyal diyarelerin en onemli nedeni
C. difficile’dir. Enfeksiyonun temel predispozan faktori
antibiyotik kullanimidir. Profilaksi veya tedavi amaciyla
bir doz bile olsa antibiyotik kullamlmasi C. difficile
enfeksiyonu gelismesi icin yeterli olabilmektedir. PZR ile
hizli ve dogru tan1 konmasi tedaviye erken baslanmasi

acgisindan onem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: C. difficile, ishal,

psodomembranoz enterokolit, PCR

method. The data obtained are interpreted as positive,

negative or invalid results.

Results: A total of 109 samples were tested. 66
(61%) of the stool samples belonged to male and 43 (39%)
female patients. Twenty-five (23%) of the patients were
under the age of 18 and 36 (33%) under the age of 18
years. Of the samples, 26 (24%) were from intensive care
units, 60 (55%) were from services and 23 (21%) were from
polyclinics. It was found 109 from stool samples. 9 (8%),
C. difficile PCR test toxin B positive, 100 (92%) negative.

Conclusion: The most important cause of nosocomial
diarrhea is C. difficile. The main predisposing factor
of infection is the use of antibiotics. Prophylaxis or
even one dose of antibiotic therapy may be sufficient
for the development of C. difficile infection. Rapid
and accurate diagnosis by PCR is important for early

initiation of treatment.

Key Words: C. difficile,

pseudomembranous enterocolitis, PCR

diarrhea,

GIRIS

Clostridium  difficile Gram-pozitif, anaerop,
sporlu bir basildir. Komplikasyonsuz hafif ishal,
olimcul seyredebilen toksik megakolon ve kolon
perforasyonuna kadar degisen farkli klinik sonuclar
ile iliskilidir. C. difficile, hastane kaynakli ishalin
baslica nedenidir. Artmis morbidite-mortaliteye
neden olabilen salginlardan sorumludur (1, 2).
1978 yilinda ilk defa “Psodomembranoz kolit” ve
“antibiyotik ile iliskili ishal” olgularinda C. difficile
tanimlanmis ve ozellikle klindamisin ve linkomisin
kullamimi ile semptomlarin daha erken goriildugii

bildirilmistir. Saglikli bir yetiskinde kolonun bakteri
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floras1 genellikle C. difficile kolonizasyonuna
direnclidir. Ancak, normal kolon florasi degistiginde
kolonizasyona karst bu direnc kaybedilir. Kolon

florasindaki bozulmanin en yaygin risk faktori
antibiyotiklere maruz kalmaktir (3,4).

C. difficile iliskili enfeksiyon patogenezinde
primer risk faktorleri; 65 yas ustu olmak, son uc¢
ay icinde uzun sureli antibiyotik kullanimi ve uzun
sire hastanede yatmaktir. Sekonder risk faktorleri
arasinda ise hastaya nazogastrik tiip uygulanmasi,
sigara kullamimi, asit azaltan ajanlar (proton
pompa inhibitorleri, H2 reseptor antagonistleri),
malign hastaliklar, tedavisi

bulunmaktadir (5).

kemoterapi
Saglikli yetiskinlerin  %0-3’



Uniin, saglikli yenidoganlarin %25-80’ inin diskisinda
bulunmaktadir. Hastanede yatan hastalarin %20
’sinde; psodomembranoz koliti olan hastalarin ise
%95-100’ Unde diskida C. difficile pozitif olarak
bildirilmektedir. C. difficile iliskili kolit en yaygin
goriilen nozokomiyal enfeksiyonlardan biridir (6).

C. difficile’nin en onemli ozelliklerinden biri
1s1 ve kuruluga karst direncli spor olusturmasi ve
bu formlarin hastane ortaminda uzun sire canli
kalabilmesidir. Spor formlar hastanelerde kolayca
yayilabilmekte ve uzun donem bakim Ulnitelerinde
salginlara neden olabilmektedir (7).

C. (difficile’ nin toksin A ve toksin B Ureten
toksijenik suslart oldugu gibi, toksin {iretmeyen
non-toksijenik suslar1 da vardir. Toksin Ureten C.
difficile suslan yetiskinlerde antibiyotikle iliskili
ishal ve psodomembranoz kolitin en sik sebebi olarak
karsimiza cikmaktadir (8).

Temel virulans faktorleri toksin A (enterotoksin)
ve toksin B (sitotoksin) potansiyel sitotoksik aktivite
gosterir. Hiicre iskeletinin onemli proteinleri olan Ras
ve Rho proteinlerini glikozilasyon ile inaktive ederler.
Bu proteinlerin glikozilasyonu hiicre iskeletinin
bozulmasina, hiicre icindeki baglarin kopmasina
ve permeabilite artis1 ile birlikte sekretuvar ishal
olusmasina neden olmaktadir (9). Etki mekanizmalan
benzer olan bu toksinler, endositozla bagirsak epitel
hicresine girmekte ve hicrede aktin iskeletini
etkileyerek hiicre olimine neden olmaktadir.
zamanda birtakim sitokinlerin
boylece
gelismesine ve psodomembranlarin olusmasina yol

Toksinlerin, ayni

salgilanmasina, enflamatuvar  yanitin
actiklar da anlasilmistir (10).

Son yillarda, toksin A ve toksin B disinda
“hipervirulent” ve florokinolona direncli suslarin
neden oldugu C. difficile salginlarn da gorilmistir
(11).

C. difficile’nin tanimlanmasinda hiicre kiltird,
sitotoksisite notralizasyon testleri, toksijenik kultur,
toksin-antijen tanimlama, nukleik asit amplifikasyon
testleri ve toksin genlerinin tanimlanmasi gibi cesitli

laboratuvar tani yontemleri mevcuttur. Sitotoksik

kiltur ozel laboratuvar donanimi gerektiren, zaman
alict emek yogun bir yontemdir (12). ELISA yontemi
daha ucuz, daha hizli oldugu ve daha cabuk sonuc
verdigi icin tercih edilmektedir (13). ELISA yontemi
hizli sonuclanir, kullanimi kolaydir, ancak dusuk
duyarliliga sahiptir (14).

Son yillarda C. difficile toksin B genini dogrudan
hedef alan gercekzamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) uygulamalar1 gelistirilmistir. Bu molekuler
yontem ELISA yontemiyle karsilastinldiginda daha
yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliige sahiptir.

C. difficile enfeksiyonlarina hizi ve dogru
bir sekilde tam konmasi, hem hastaya hizli tedavi
baslanmasi bakimindan hem de bakterinin hastane
ici yayiiminin onlenmesi acisindan cok onemlidir
(15).

Bu calismada hastanemiz mikrobiyoloji
laboratuvarina gelen diski orneklerinden gercek
difficile
sonuclarinin retrospektif olarak degerlendirilmesi

zamanli PZR yontemi ile saptanan C.

amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2017- tarihleri arasinda
Saglik

Egitim ve Arastirma

Eylil 2018

Bilimleri  Universitesi  Izmir  Tepecik

Hastanesi  Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda C. difficile enfeksiyonu suphesi
olan kisilerden alinan 109 diski 6rnegi gercek zamanli
(RT)-PZR yontemi ile test edilmistir. Diski ornekleri
test oncesi eger hemen calisilmayacaksa 2°C - 4°C
arasinda saklanmistir. Analizler sirasinda bakterinin
yapisinda bulunan toksin B genini (tcdB) saptamayi
hedefleyen GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA, AD)
C. difficile test sistemi kullamlmistir.

GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA, AD) C.
difficile test sistemi C. difficile siphelenilen
hastalardan gelen diski
orneklerinden toksin B gen dizilerinin hizli tespiti

(sivi  veya yumusak)

icin kullanilan in vitro tam testidir. Otomatik RT-PZR
kullanilir. Sistem testleri calistirmak ve sonuclan
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goruntulemek icin onceden yuklenmis bir yazilimdir.

Kullanmlan bir kartus, reaktifleri ve numune islem
kontrollerini icerir. Numune islem kontroliinde; SPC
ve PCC olarak adlandirilan iki kontrol mevcuttur.
SPC: Sample Control; Hedef
bakterilerin yeterli bir sekilde islenmesini kontrol

Processing

etmek ve test icindeki inhibitorlerin vartigim
izlemek icin kullanilir. PCC: Probe Check Control;
Prob kontroludir. Reaktif rehidrasyonunu ve boya
stabilitesini kontrol etmek icin kullamlir. Kartusta
PCR tiipiiniin dolmasini, probu dogrular

Test calismasina baslarken 6rnegi kartusa
eklemek icin her ikisi ambalajindan cikanlip diski
ornegi alinmis ekiivyon numune reaktifi igine
yerlestirildi. Sisenin kapag1 kapatilip yiiksek hizda
10 sn vortekslendi. Kartus kapagi acilip temiz bir
transfer pipeti ile numune reaktifinin tim icerigi
Xpert C. difficile test kartusunun icine bosaltildi.
Reaktif 1, kullanilacak kartusun birinci bolmesine,
reaktif 2, kartusun ikinci bolmesine eklendi. Tekrar
vortekslendi. Kartus kapagi kapatilip barkodu
tarandi ve RT-PZR calismasi icin GeneXpert cihazina
yerlestirildi. Numuneyi kartusa ekledikten sonra 30
dakika icinde test baslatildi. isleminin sonunda elde
edilen veriler pozitif, negatif veya gecersiz olarak
yorumlandi.

Tablo 1. Hastalarin yas-cinsiyet dagilim

BULGULAR

Arastirmada 66 (% 61)’s1 erkek, 43 (%39)‘U kadin
hastalara ait toplam 109 oOrnek test edilmistir.
Ornek istenen hastalarin 25 (%23)’inin 65 yas Ustii
36 (%33)’sinin 18 yasin altinda oldugu gorilmistiir.
Orneklerin 26 (%24)’s1 yogun bakim {initelerinden,
60 (%55)’1 servislerden ve 23 (%21)’u polikliniklerden
laboratuvarimiza gelmistir. Test edilen 109 diski
orneginden 9 tanesi (%8) C. difficile PZR testiyle
toksin B pozitif bulunurken, 100 tanesinin (%92)
negatif oldugu tespit edilmistir.

Test sonucu pozitif oldugu saptanan 9 hastadan
6’sinin 18 vyasin altinda oldugu, bu hastalarin
birinin erkek, besinin kadin olduklari belirlenmistir.
Hastalarin dordu Cocuk Gastroenteroloji servisinde,
ikisi Cocuk Enfeksiyon Hastaliklar servisinde tedavi
altindaydi. Test sonucu pozitif cikan Uc hastadan
biri 88 yasinda kadin hasta oldugu, Anestezi Yogun
Bakim’da bulundugu, diger ikisiise 71 ve 87 yaslarinda
erkek hastalar olduklarn, Enfeksiyon Hastaliklan
Klinigi’nde tedavi gordiikleri belirlenmistir.

Tablo 1’de hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi,
Tablo 2’de C. difficile GeneXpert PZR sonuclan
gosterilmistir.

Say1 Yiizde
18 yas altr 36 %33
65 yas Ustii 25 % 23
Kadin 43 %39
Erkek 66 % 61
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Tablo 2. C. difficile GeneXpert PCR sonuglan

109 ornek Say1 Yiizde
C. difficile PCR POZITiF %8
C. difficile PCR NEGATIF 100 %92

TARTISMA ve SONUC

C. difficile, enfeksiyoz nazokomiyal ishallerde
en stk tanimlanan ajandir. Antibiyotik kullaniminin
C. (difficile ile iliskili ishallerde en onemli risk
faktorid oldugu bilinmektedir (15). C. difficile’ yi
bu derece 6nemli yapan spor yapabilme o6zelligi ve
sporlarinin enfektivitelerini kaybetmeden cevrede
uzun sure canli kalabilmesidir. (16). Nukleik asit
amplifikasyon testleri hizli sonu¢ vermesi, yiksek
difficile
teshisi icin Amerika Birlesik Devletleri’ nde tercih

duyarlilk ve ozginlukleri nedeniyle C.

edilen yontem haline gelmistir (17,18). Diskida C.
difficile toksin arastirmasi icin altin standart doku
kilturunde sitopatik etkinin gosterilmesidir. Doku
kilturu ile toksin arastirilmasi zaman alici ve pahali
bir yontemdir(19).

Japonya’ da yapilan bir calismada dort aylik
sire icinde cesitli hastanelerde yatan 124.484
hastada PZR yontemiyle diski kaynakli C. difficile
toksini arastirildigi, toksin B pozitif 23 (% 13,8)
izolat bulundugu bildirilmistir (20). Calismamizda
ise 100 hastadan 9 (%8)’unda C. difficile toksin B
saptanmistir. Geranato ve ark. tarafindan yapilan
bir diger arastirmada,
kullandigimiz  Cepheid GeneXpert yontemiyle
calisildigi ve 310 o6rnekten 55 (%17,7)’inde C.
difficile toksin B pozitif saptandigi belirtilmistir
(21).

Sadeghi Fard ve ark. tarafindan yapilan calismada

bizim de calismamizda

C. difficile’nin toksijenik suslarinin prevalansi
%6,1, Lotfian ve ark., tarafindan yapilan bir baska
calismada ise %5,8 olarak bildirilmistir (22, 23).
Bu sonucglan bizim calismamizla kiyasladigimizda

oldukca diisiik oranlar olarak degerlendirilmistir.
Ulkemizde yapilan bir calismada C. difficile diyare
ile hastanede yatan hastalarin %18,2’ sinden izole
edilmistir. Bu bizim calismamizla kiyaslandiginda
oldukca yuksek bir orandir (24). Garcia ve ark’ nin
Brezilya’ da yaptig1 bir calismada, ishalli hastalarda
toksijenik C. difficile suslarinin prevalanst %13,8
olarak bildirilmistir (25). Sachu ve ark. Hindistan’da
PZR ile 660 hastadan %9,7’ sinde C. difficile pozitif
bulmustur (26). Almanya’da yapilan bir calismada
diyareli hastalarda C. difficile prevalanst %11,1
olarak saptanmistir (27).

C. difficile’ye bagl ishal sikligin1 arastirmak
icin  Ulkemizde yapilan calismalarda toksin
A-B pozitifliginin %3,2 ile %24 arasinda oldugu
bildirilmektedir (5). difficile

pozitiflik oram %8 bulunmus olup Turkiye’den

Bu calismada C.

bildirilen calismalar ile uyumlu olarak
degerlendirilmistir.
Kaltur  yontemi, ELISA  ve RT-PZR’1n

karsilastinldigr cesitli calismalarda PZR yonteminin
duyarliiginin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Barbut ve ark. toplam 52 hastanin 38 (%32,5)’inde
kiltiiri negatif olmasina ragmen PZR ile C. difficile
pozitif saptadiklarini bildirmislerdir (28).

150 hastanin sonuclarinin degerlendirildigi bir
baska calismada PZR icin duyarliigin %99,1, kiltir
yontemi icin ise %51 oldugu belirtilmistir (29). Bir
Avrupa calismasinda, duyarliigin RT-PZR’de % 100,
ELISA yonteminde % 58,8 oldugu bildirilmistir (30).
kaltir
laboratuvarlarda C.

Anaerop yapma imkani olan
difficile izolasyonu selektif
besiyerleri kullanilarak yapilmakla birlikte, uzun

zaman almasi ve islemin pahali olmasindan dolay
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cogu laboratuvar tarafindan tercih edilmemektedir.
difficile
izolatlarinin toksijenik olup olmadiklarinin ayrimi

Ayrica, rutin kiltlir ile Ureyen C.

yapilamamaktadir. Bu nedenle 6zgilligi %90’1n
izerinde olmasina ragmen ¢ogu laboratuvar rutinde
kiltura tercih etmemektedir (31). Calismamizda
gelen diskilarin anaerop kiiltiirleri yapilmadigr icin

yontem karsilastirmasi yapilamamistir.

ETiK KURUL ONAYI

* Bu calisma Etik Kurul izni gerektirmemektedir

CIKAR CATISMASI

Sonu¢ olarak C. difficile hastanede vyatan
hastalarda antibiyotikle iliskili ishalin en sik goriilen
sebebi olarak degerlendirilmektedir. PZR ile hizli
ve dogru tan1 konmasi tedaviye erken baslanmasi
acisindan onem tasimaktadir. Xpert CD testinin en
onemli avantaji hizlilk ve uygulama kolayligidir.
Test sadece 45 dakika surer. Ayrica hastanede kalis
suresinin azalmasinin toplam maliyet ve ekonomik

ylikii de azaltacagi disuinilmektedir.

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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