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Clostridium difficile Infeksiyonunun Laboratuvar

Tanisinda Sorunlar

Nurittin Ardig¢

Giris

Clostridium difficile Gram-pozitif, zorunlu anaerop, sporlu
bir mikroorganizmadir (1). Nozokomiyal bir ajan olmasi ve
uygun olmayan antibiyotik kullanimlarmin sik goriilmesi ne-
deniyle, bu bakteri ile her yil milyonlarca insanin infekte olma-
sina yol agmaktadir. Salginlar sirasinda yiizeyden, havadan,
yiyeceklerden, uzun siireli tedavi ve bakim yapilan boliimlerden
ve hastane personelinin ellerinden izole edilmistir. Hastalarin
C. difficile ile ¢ok kolay kontamine olabilecegi bir yerde anti-
biyotik tedavisi gormeleri nedeni ile hastane ortaminda birinci
sirada gastrointestinal infeksiyon nedeni haline gelmistir (2).
Psodomembranoz kolitlerin %90-100’{inden, antibiyotikle ilis-
kili kolitlerin %60-75’inden, antibiyotikle iliskili diyarelerin
%11-33’iinden sorumludur (1). Ulkemizde yapilan cesitli ¢a-
lismalarda nozokomiyal infeksiyoz gastroenterit etkenlerinin
%3.2-18.4 arasinda C. difficile oldugu saptanmistir (3-7). Tok-
sin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) olmak iizere en az
iki toksin tiretir. Her ikisi de ayr1 ayri toksik 6zellikte olup, ay-
rica birbiri ile sinerji gosterirler (8). Bu toksinleri iiretmeyen
suslar klinik 6nemi olan hastalik yapmazlar (9).

C. difficile infeksiyonunun tanisinda heniiz standardize
edilmis tek bir tan1 yontemi yoktur. Ayrica saglikli kisilerde
%0-11, hospitalize erigkinlerde %10-20, cocuklarda %4-50 gi-
bi asemptomatik tastyicilik goriilmesi, test sonuglarinin yoru-
munda dikkat edilmesini gerektirir (2, 10). The Society for He-
althcare Epidemiology Association (SHEA) ve bazi otorler op-
timal duyarhilik ve 6zgiilliik elde etmek i¢in digk: kiiltiirii ile
doku kiiltiirii sitotoksin testinin birlikte yapilmasini 6nermek-
tedir. Cogu laboratuvarlarda ise maliyet yiiksekligi ve zaman
alict olmasi nedeni ile bu iki test yapilmamaktadir. Buna karsin,
duyarlilig1 kismen diisiik de olsa, 6zgiilliigiiniin yiiksek olmas,
maliyet ve zaman uygunlugu gibi sebeplerle ELISA testleri
yaygin kullanim alan1 bulmustur. ELISA ve doku kiiltiir sito-
toksin testinin birlikte uygulanmasi ise duyarlilifi %72’den
%81°e ¢ikarmaktadir (11).

C. difficile infeksiyonu tanisi, klinik, biyokimyasal ve mik-
robiyolojik yaklagim gerektirir (9, 11-14).

Klinik Tam

Klasik semptom ve bulgular oldugunda C. difficile infeksi-
yonu tanisini koymak oldukca kolaydir. Hastalik baslica asagida-
ki bes klinik formdan biri ile seyredebilir: [1] Asemptomatik
tastyicilik, [2] Psodomembransiz kolit, [3] Psodomembranlt
kolit (PMK), [4] Toksik megakolon, [5] Fiilminan kolit.

Giilhane Askeri Tip Akademisi, Haydarpasa Egitim Hastanesi,
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Diyare ana semptomdur. Nozokomiyal diyarelerin onde
gelen sebebi olup, hastaneyle iliskili diyarelerin %20-45’inden
C. difficile sorumludur (13). Kanli diyare yaygin degildir, hatta
goriilmesi diyareye yol acan diger sebepleri akla getirmelidir.
Diyarenin yaninda kramp seklinde karin agrisi, anoreksi ve ba-
zen hafif ates de goriilebilir (9).

Iki yasindan kiiciiklerin %25-60’1nin, yenidoganlarin ise
%64 iintin diskisinda C. difficile goriilmektedir. Saghkl yeni-
doganlarda asemptomatik tasiyiciligin yiiksek olmasi, bu po-
piilasyonda patojenik etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.
Enterosit membran reseptorlerini bu yas grubunda heniiz ol-
gunlagsmamis olmasi bu goriisii desteklemektedir. Ayrica yas
ile azalan antitoksik mukozal bir mekanizmanin varlig1 da
diisiiniilmektedir (2).

C. difficile, PMK’ye neden olan en sik etken olmakla bir-
likte, Staphylococcus aureus, Clostridium perfiringens tip C
ve diger Clostridium tiirleri de ayni tabloyu meydana getirebil-
mektedir (2).

Biyokimyasal Testler

Rutin Biyokimyasal Testler

Lokositozun yaninda, ciddi olgularda gelisen enteropatiye
bagli olarak dehidratasyon, protein kaybi sonucunda ortaya ¢ikan
hipoalbiiminemi ve diger bazi elektrolit anomalileri goriilebi-
lir. Yine fekal 16kositlerin saptanmasi C. difficile infeksiyonu-
nu destekleyen nonspesifik bulgulardir (8,9).

Gaz-Likid Kromatografisi

Bu anaerop bakteriler metabolizmalar1 sonucu ugucu spe-
sifik (Tablo 1) metabolitler olustururlar. Gaz-likid kromatog-
rafisi yontemi ile, s6z konusu metabolitler saptanarak, C. diffi-
cile’nin kesin tanimlayici idantifikasyonu yapilmaktadir. Ba-
sit, hizl1 ve ¢ok giivenilir diyagnostik bir testtir (15).

Radyolojik Incelemeler

Abdominal radyografi ve bilgisayarli tomografi C. difficile
infeksiyon tanisinda yardimci olursa da, bu amagla en ¢ok ter-
cih edilebilecek radyolojik tetkik endoskopidir (8). Abdominal
radyogramda kolon ve ¢ekumdaki dilatasyonlari, incebarsaktaki
hava-su seviyesini gérmek olasidir. Bilgisayarli tomografide
ise kolondaki kalinlagsmalar ve katlanmalar goriilebilir. Ancak
bunlar tamamen nonspesifik bulgulardir (9). Endoskopik yon-
temlerde ise kolon duvarindaki lezyonlar incelenir. Ancak tipik
psédomembran formasyonu yoksa kismen nonspesifiktir. Ma-
liyeti, hasta icin risk tagimasi ve diger tani testlerinin olmasi
nedeni ile daha ¢ok ©zel durumlarda bagvurulmalidir. The
American College of Gastroenterology Guidelines, endoskopiyi
su sartlarda 6nermektedir (11): [1] Hizli tan1 testlerine ihtiyag
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/Tablo 1. C. difficile ve Diger Bazi Clostridium’larin Biyokimyasal Ozellikleri*
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C.botulinumtip Ave ApibBiV + + S + - +/- - - + + - - -

proteolitik tip Bve F (ficls)

C.sporogenes AibBiv + + S - - + - - - + + - - -(+)
(pvics)

C.botulinumtipEve A B (fls) - + S + - +- - + - - + - - -

nonproteolitik tip B ve F

C.botulinumtipCveD aPB(fvls) - + S + - +(-) - - - - + - - -(+)

C.difficile Aibbivvic + +(-) S/T + - - - - + +-) - - - -
(pc)

C.innocum ABL(fs) - - T - - - - +-) + + - - _

C.clostridioforme A (Fls) - + S - -(+) + + + - + - - +- -

C.glycolicum AibiV + + S - - +-  + - - -+ - - - -
fpls)

C fallax AB(Ls) - + S - - + - - - + - - - -

C.cadaveris AB(fps) - + T - + - - - - - - - - -

C.putrificim AibBiv + + T - - - - - - -+ - - - -
(fpicls)

C.novyi tip C ApB(v) - - S - - - - - - - - - -

C.carnis AfBI1(s) - + S - - + - + - + - + +/- -

*6 no.’lu kaynaktan alinmigtir

*#*T=terminal, S=subterminal
K* ***Fermantasyon testi

**Biiyiik harfler >10 pumol/ml, kii¢iik harfler 0.2-10 pmol/ml (a: asetik asid, b: butirik asid, ib: izobutirik asid, p: propiyonik asid, v:
valerik asid, iv: izovalerik asid, c: kaproik asid, ic: izokaproik asid, f: formik asid, 1: laktik asid, s: siiksinik asid)

/

duyuluyor ve test sonuclar1 gecikecekse; [2] hasta ileuslu ve
digki Ornegi alimmamiyorsa, [3] endoskopik taniy1 gerektiren
baska bir hastalik diisiiniiliiyorsa.

Mikrobiyolojik Incelemeler

Mikroskopik Inceleme

Toksin testleri icin yeterli 6rnek aldiktan sonra buradan bir
de Gram boyamasi yapilarak Gram-pozitif sporlu basiller ara-
nir. Ayrica buradan taze preparat hazirlanarak faz kontrast
mikroskobu ile yapilan incelemelerde tipik salimm hareketi
yapan sporlu basiller goriilebilir. Ancak ozgiilliigi diisiiktiir
9,12).

Kiiltiir

Normal bir gram digkidaki C. difficile sayis1 10 kadardir.
Bu say1 10°-10%/gr oldugunda kiiltiirle tan1 yoniinden anlamli
hale gelmektedir (2).

C. difficile izolasyonunda, George ve arkadaslarinin gelis-
tirdigi CCFA (cefoxitin-cycloserine fructose agar) seckin besi-
yeri olarak kullanilmaktadir. Digki 6rneklerinin direkt olarak
inokiile edildigi ilk CCFA’nin bilesiminde sikloserin (500
mg/lt), sefoksitin (16 mg/lt), fruktoz, notral kirmizisi indikato-
rii ve yumurta saris1 vardi. Sikloserin ve sefoksitin konsantras-

yonlarinin ¢ok yiiksek olmasina bagh olarak bircok C. diffici-
le sugsunun inhibe oldugunun anlagilmasi iizerine bu antimikro-
biyal ajanlarin konsantrasyonlarinin yar1 dozlarini iceren mo-
difikasyonlar1 yapilmistir. CCEY (cycloserine-cefoxitine-egg
yolk) agar gibi CCFA’nin modifikasyonlar gelistirilerek kul-
lanima girmistir (12).

Digk: drneklerinin 1s1 veya alkolle isleme tabi tutulduktan
sonra CCFA’ya pasajlarinin yapilmas: C. difficile izolasyon
oranini artirmaktadir (16). C. difficile kolonileri ultraviyole (UV)
15181 altinda (366 nm dalga boyunda) CCFA iizerinde sari-yesil
fluoresans verir. P-krezol, volatil ya§ asidleri ve dzellikle izo-
kaproik asidlere bagli olarak tipik at veya fil digkis1 kokusu
vardir. C. difficile kolonileri tipik olarak, gri, opak, 24-48 saatte
nonhemolitiktir. Fakat bazi1 suslar1 alfa-hemoliz yapar. Inkii-
basyondan 48-72 saat sonra sporiilasyona bagl olarak merkezi
beyaz veya hafif gri olan ayirt edici koloniler gelisebilir. Kiil-
tiirde lireyen koloniler lateks agliitinasyon, gaz kromatografi
veya biyokimyasal yontemlerle (Tablo 1) idantifiye edilir (12).

Kiiltiir duyarl1 bir yontem olmasina kargin, kompleks olusu,
toksinojenik ve nontoksinojenik suslari ayirt edememesi gibi
nedenlerle kismen merkezi laboratuvarlarda uygulanir ve daha
¢ok salgin zamanlarinda epidemiyolojik agidan 6nem kazanir.
Bazi hastanelerde nontoksinojenik suslarin orant %20-25’i
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/ Tablo 2. C. difficile infeksiyonlarmnda Kullamlan Testlerin Duyarhhk ve Ozgiilliikleri (5) \
Test Duyarhhbk (%) Ozgiilliik (%) Klinik Anlanm
Endoskopi 51 ~100 PMK i¢in diagnostik
Kiiltiir 89-100 84-99 Oldukca duyarly, toksisite yoniinden dogrulanmali
Doku kiiltiirii sitotoksin testi ~ 67-100 85-100 Klinikle uyumlu ise C. difficile diyaresi i¢in diyagnostik
ELISA (toksin testi) 63-99 75-100 Klinikle uyumlu ise C. difficile diyaresi i¢in diyagnostik
Lateks testi 58-92 80-96 Hizli, duyarlilik ve 6zgiilliigii diger testlerden diistik

Aragstirma agamasinda

%

bulmakta olup, bu sorun toksin testleri ile kombine edildiginde
¢oziilebilmektedir. Ancak bu da ilave zaman ve maliyet anla-
m1 tagimaktadir (9,11).

Toksin Aramaya Yonelik Testler

Doku kiiltiirii: Disk1 6rneklerinde 10 pg’lik sitotoksin sap-
tayabilen doku kiiltiirleri, toksinlerin varligini aragtirmada altin
standard olarak kabul edilmektedir (2). Bu yontemde, Hep2
(human epithelial) hiicreleri, CHO (Chinese hamster ovary)
hiicreleri, insan embriyonik akciger fibroblast (MRC 5, WI-38)
hiicreleri, insan amniyon (FL) hiicreleri ve Afrika yesil maymun
bobregi (Vero) hiicreleri gibi hiicreler kullanilmaktadir (17,18).

Bu amagla, sivi digki 6rnekleri santrifiije edildikten sonra
elde edilen siipernatan, filtrelerden gecirilerek bakteriden arin-
dirtlir. Elde edilen filtrattan bir miktar saydam hiicre kiiltiirii
kaplarmna eklenir. 37°C’de 24-48 saat anaerop inkiibasyondan
sonra, 151k mikroskobunda sitopatik etki (yuvarlaklasma) aranir.
Normal digkr 6rnekleri ¢caligmaya uygun olmadigindan rutin is-
lemlerde en az on, hatta yiiz kez diliie edilmis diskilardan tok-
sisite titreleri aragtirthir (18). Notralizan antikor (anti-C. sordellii
antiserum) eklendiginde bu sitopatik etki ortadan kalkar (8,11).
Doku kiiltiiriiniin dezavantaji uzun siirede (2-3 giin) sonug
alinmasi, pahali olmasi, standardizasyonun saglanamamis ol-
mast, her laboratuvarda uygulanamamasi ve dogrulama i¢in re-
ferans laboratuvarlarina gereksinimi olmasidir. Bu yiizden pratik
bir yontem degildir (8,19). Her ne kadar altin standard kabul
edilse de, toksin B’nin proteazlarla parcalanmasi sonucunda
yalanci negatiflikler de goriilebilmektedir (1).

Immiinodiyagnostik Testler

ELISA: Sitotoksinlerin saptanmasinda doku kiiltiirlerinin
yukarida bahsedilen dezavantajlar1 nedeni ile daha bagka test-
lere gereksinim duyulmaktadir. Bu amagla ¢ogunlukla daha
hizli, kismen ucuz ve ozgiilliigi yiiksek olan ELISA testleri
tercih edilmektedir. ELISA ile ancak 100-1000 pg toksin A veya
B saptanabilmektedir. Bu nedenle %10-20 oraninda bir yalan-
c1 negatiflik s6z konusudur (8). Ticari kitlerin bir kismi1 sadece
toksin A antijenini saptamaya yoneliktir. C. difficile suslarinin
%1-2’si toksin A tiretmediginden dolay1 toksin A ve B’yi bir-
likte saptayan Kkitler tercih edilir (8, 9). Bunun yam sira C. dif-
ficile’nin 10 farkl toksinotipi saptanmis olup (I-X), tip VIII ve
X toksin A’ya spesifik testlerle saptanamaz (20). ELISA yon-
temi ile ii¢ digk1 6rnegi incelenmesi tani sansini sadece %5-10
arttiriken, maliyeti oldukca yiikseltir. Bu nedenle hastaligin
tablosunu agiklayici bagka sebep bulunamamasina ragmen, di-

yarenin devam etmesi gibi durumlar disinda genelde tercih
edilmez (8,9). Sekilli digkilarda %10 dolayinda yalanci pozitiflik
gozlenebileceginden, sadece diyareli hasta digkilarinda caligil-
masi Onerilmektedir (9).

Lateks agliitinasyon testi: Hizli, basit ve ucuz bir testtir.
Bu testlerin esas1 toksin A’nin saptanmast ise de, tiim C. diffi-
cile suslarinda bulunan glutamat dehidrogenaz da saptanabil-
mektedir (9). Lateks agliitinasyon yontemi uygulanacak digki
orneginin dondurulmamasi gerekmektedir (2). Diger testlere
gore duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin diisiik olmasi nedeni ile yaygin
kullanim alan1 bulmamustir (9).

Immiinokromatografik testler: Yine toksin A’y1 saptama
temeline dayal1 ve kisa siirede sonug alinan tarama testleridir.
Bazilar1 glutamat dehidrogenaz enzimini de saptar. Diger sito-
toksin testlerine gore bunlarin da duyarliligr daha diistiktiir
(%70-90.6). Tan1 amach olarak tek basina kullanilmasi 6neril-
mez (21,22).

Kromatografik ve lateks agliitinasyon testlerinin hiicre
kiiltiirii sitotoksisite testlerine tek iistiinliigii ise, daha hizli ve
ucuz olmasi, uygulama kolaylif1 ve tek veya birden fazla
hasta 6rnegini caligmak i¢in uygunlugudur (8).

Molekiiler Yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), toksin A veya B gen-
lerini saptamada olduk¢a umut vaadetmektedir. Toksin A ve B
genlerinin “nonrepeating” ve toksin B geninin “repeating”
bolgelerine uygun cift primer seti kullanildiginda toksin
A+/B+, toksin A/B+ ve toksin A/B suslar birbirinden ayrila-
bilmektedir (1,23). Maliyeti ve kompleks olusu gibi nedenler-
den dolay1 rutin kullanim i¢in heniiz erkendir (3).

Diger Testler

Inflamatuar yanit icin belirleyici rolii olan laktoferrin,
TNF-, IL-18, IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin salinimini C. diffi-
cile’nin uyardigi ve bunlarin bakilmasimin C. difficile infeksi-
yonu tanisinda ek bilgi saglayacag: belirtilmektedir (10,24,25).

Bunlarm yani sira karsit immiin elektroforez, fluoresan an-
tikor testleri gibi testler de kullanilmistir (26).

Tastyicilardan ayirt edebilmek icin sadece sulu ve son 36
saat icinde en az alt1 kez sulu digkilamasi olan hastalarin dis-
kilar1 kabul edilmelidir. Rutin digki kaplar1 uygundur. Laboratu-
var incelemesi ilk 24 saatte +4°C’de, daha uzun siire bekleye-
cekse -20°C’de bekletilmelidir (7,14).

Sonugta, bu yontemlerin hepsinde birtakim avantaj ve de-
zavantajlar vardir. Tiim hastalar i¢in ayn1 tan1 yontemini kul-
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lanmak uygun olmayabilir. Sonug¢larin yorumunda klinikle
uyumu esas alinmalidir. Bu amagla the Infectious Diseases So-
ciety of America ve the Society for Hospital Epidemiology of
America onerisine gore C. difficile toksin tespitinde izlenecek
yol su sekildedir (8): [1] Tleus olgular1 disinda, sadece diyare-
li digkalar test edilmelidir. [2] Epidemiyolojik arastirmalarin
disinda tedavi sonrasi takip yapilmamalidir. [3] Sadece bir ya-
sin iizerindeki kisilerden 6rnek alinmalidir. [4] Duyarlilig1 da-
ha diisiik olmakla birlikte ELISA testleri sitotoksin testlerine
alternatif olarak kabul edilebilir 6zelliktedir. [S] Notropenili,
HIV ile infekte ve 65 yasin ilizerindekiler diginda, sadece hos-
pitalizasyondan ii¢ giin sonra diyare gelisen hastalar toksin yo-
niinden test edilmelidir (ii¢ giin kural1).
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