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Antibiyotige Bagh Diyarelerde Clostridium difficile'nin Yeri

Celalettin Ovaran, Saban Cavuslu, M. Fevzi Ozsoy, Kenan Keskin, O.Sadi Yenen

Ozet: Br caligmada Nisan 1993-Eyliil 1994 tarihleri arasimda GATA Haydarpaga Egitim Hastanesi'nin gegitli kliniklerinde
antibiyotik tedavisi giren hastalardan, antibiyotik kullammmdan sonra diyare gikayeti baglayan 97 'sinden alman digks
drneklerinde Clostridinm difficile varligi sikloserin sefoksitin fritktoz agar (CCFA)'da kiiltiir yantemiyle, C, difficile toksin A
varligt ELISA yéntemiyle {Prentier, Meridian Dingnostics), C. difficile ortak antifeninin varligt lateks yéntemiyle (Meritec,
Meridian Diagnostics) aragtirtlnugtir. 97 digke drnefinin 19%unda (% 19.6) C. difficile ortak antijeni varhg giisterilmis, 15'inde
(% 15.5) kiiltiir pozitifligi bulnmmustur, Orneklerden 37 tanesinde CCFA kiiltiir, Inteks agliltinasyon ve ELISA yéntemleri aym
anda uygulansustir. 37 druckten 6'sinda (% 16.2) toksin A pozitifligi, 8'inde (% 21.6) ortak antijen pozitifligi, 5'inde (% 13.5) ise
kiiltiir pozitifligi saptanmstir, Buldufumuz oranlar daha duceden yurtdismda yapilan galigmalarda elde edilen oranlarla
wysmludur. Elde edilen sonuglar diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de C.difficile'ye bagh diyarelerin dikkatle gézlenmesi
gerektigini gistermektedir.

Anahtar Sgzcitkler: Clostridium difficile, antibiyotik, diyare.

Summary: Importance of Clostridinm difficile in antibiotic-assacinted diarrheas. In His sfudy, between April 1993-September
1994 in the fecal specimens tnken from 97 of the patients who had dinrriea after e antibiotic therapy eonlunted for the presence of Clostridium
difficile by Cycloserine Cefouxitin Fructose Agar (CCFA} culturing method, C. diffivile toxin A by ELISA method (Premier, Meridian
Diagnastics), C. difficile common antigen by latex method (Meritee, Meridian Dingnostics), Presence of C, difficile common ankigen has shoum
in 18 of 97 fecal samples (19.6%), and C. difficile found positive by CCFA culburing method in 15 fecal smmples (15.5%) CCFA culturing, latex
agglutingtion and ELISA methods were performed af the siwne time in the 37 of the fecal samples. Of the 37 samples, 6 (16.2%) was positivr for
toxin A, 8 (12.6% ) was positive for commen antgen, and 5 (13.5% ) was positive by CCFA culturing methods. Our results are shnilar fo those
of obitained in other countries before. The results shown us that we Jutve ko keep on careful abservation about diarrliea cavsed by C. difficile as in

other countries.
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Girig

Giiniimiizde infeksiyonlarin kontroli ve tedavisinde yogun bir
sekilde kollanlan antibiyotikler, sagladiklan faydalar yamnda bir-
talam istenmeyen etkilere de sahiptirler. Bunlar arasinda, kullan-
lan antibiyotiklerin kolon florasuu etkiteyip diyarelere neden ol-
malan ve Clostridinm difficile'nin neden oldufu pstédomembrantz
kolit (PMK)'e zemin hazirlamalarim da sayabiliriz. 1970'lerin son-
larma dogru, C. difficile artan gGrillme siklifh ile birlikte Gnemli
bir enterik patojen olarak kabul edilmeye baglanmigtir (1). Bu has-
taligin fizyopatolojisinin anlagilmaya baglanmast tant ve tedavide
gelismeleri de beraberinde getirmistir.

C.difficile konakta asemplomatik tasiyicilikian PMEK, megako-
lon ve perforasyona kadar uzanan, oldukca farkli tablolara yol
acar. Hastalann mikroorganizmaya yamtindaki bu farkliliddann
nedeni tam olarak anlapilamamugte. Yine de bu durumun suglar
arasindaki farklardan, konaktaki toksin reseptorlerinin farklilifin-
dan ya da immiin yanit farkliliklanndan kaynaklandig digiinitl-
mektedir (2,3).

C.difficile iki tip toksin yapar. Birincisi enterotoksin (toksin A),
digeri sitotoksin (toksin B)'dir. Bununla birlikte toksin retmeyen
suslar da izole edilmistir (4}. C.difficile sporlar her yerde buluna-
bilirse de Gzellikle antibiyvotik kullanimi sonrasinda intestinal flo-
rinimn degigmesiyle burada kolonize olurlar.

Genelde, hasialarda gbriilen rolapslar ilk infeksiyonu meydana
getiren susun reinfeksiyonu ile ortaya gikar (5,6). Hastane salgin-
lar da aym susun hastadan hastaya bulagmasiyla gbritltir (1,7).

Tiim antibiyotiklerin C.difficile kolitiyle iligkili oldugu stylen-
mekle birlikte, buna en ¢ok neden olanlann baginda ampisilin,
klindamisin, sefalosporinler, aminoglikozidler ve bunfarin kombi-
nasyonlarimin geldigine inamilmaktadir {8). Antibiyotiklerin kolon
bariyerini nasil bozdufu hakkinda pek fazla birgey bilinmemekle
birlikte, kolonda C.difficile kolonizasyonunun BacteroidesTlerin
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varlifini yitirmesine bagh olduguna dair birtakim ipuglan vardir
.

Antibiyotik kullamminm barsak florasina yaptify etki, ilag ke-
sildikten 6 hafta sonrasing kadar stirmekte, bu stire zarfinda C. dif-
Jicile'ye bagh kolitler ortaya gikabilmekiedir.

Ozellikle tammn geciktigi ciddi olgularda kolon mukozasinm
tiim katlar1 pstdomembranlar tarafindan tutulur. Perforasyon, apse
formasyonu, vaskiller trombiisler PMK'in cerrahi 8rneklerde ya da
otopsi materyallerinde gériilebilen geg komplikasyonlandir (10).

C.difficile i¢in giiniimilzde kullamlan baghca tam yéntemleri
arasinda anaerop kiiltir, toksin B icin sitotoksin testi, toksin A ve
B igcin ELISA, "dot immunobinding assay” ve lateks aglitinasyon
yonlerleri sayilabilir. Digk: drneklerinde 10 pg'hk sitotoksin (tok-
sin B)1 tespit edebilime yetenefi nedeniyle hilcre kiiltlrleri altin
standard olarak kabul edilmektedir.

Bu galigmada antibiyotik kullammindan sonra diyare yakmma-
st baglayan kigilerden alinan digkt Grneklerinde kiltiir, lateks ve
ELISA ytntemlerini uygulayarak C.difficile'nin bbyle vakalarda
ne oranda etken oldufunu saptamay: amagladik.

Yintemler

Bu ¢aligmada Nisan 1993-Eyliil 1994 (arihleri arasindis GATA
Haydarpaga Egitim Hastunesi'nin cegitli kliniklerinde antibiyotik
kullamimi sonrasinda ishal yakinmasi baglayan 97 hastadan alinan
gkt Srneklerinde C.difficile’'nin ve C.difficile toksin A'nun varhg
aragtirlomgtir,

Culismaya dahil edilen hastalarda ve ahnan diskn Grmeklerinde
baglica su kriterler aranmugtir: [1] Digkinin gekilsiz ve sulu olmasi;
[2] en az iki giin siiren, glinde (¢ kez veya daha fazla sayida sulu
va da yekilsiz diskilama olmasy; (3] semptomlar baglamadan 8 haf-
ta Bncesine kadar antimikrobiyal tedavi alinmis olmasi, [4] diger
bir diyare etkeninin saptanamamis olmasy; [5] antibiyotigin kesil-
mesiyle semplomlarda dilzelme goriilmesi.

Almnan ttim diskr 8mekleri sirasiyla makroskopik ve mikrosko-
pik olarak incelenmigtir, Makroskopik inceleme de digkimin gorii-
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/ Tablo 1. Digki Orneklerinde Lateks Agliitinasyon ve \
7)

CCFA'da Kiiltiir Yontemleriyle Pozititlik Oranlari (n=9
Pozitifitk
Yontem Sayr (%)
Lateks agiGtinasyonu ile orak antijen 19 (19.6)
\ CCFAa killir 15 (15.5)

niimii, kan veya mukus bulunup bulunmadigh konirol edilmis, son-
ra diglamn mikroskopik incelenmesine gecilmigtir, Bu caligmalar
sonucunda paraziter bir diyare etkeni saplanumayan digk: Grnekle-
rinde patojen mikroorganizma ve toksin arastirmak igin swrastyla
EMB veya MacConkey besiyerinde kiiltiir, sikloserin sefoksitin
fruktoz agar (CCFA)'da kiiltiir, C. difficile ortak antijeni varlig:
igin lateks agliitinasyon, C. difficile toksin A icin ELISA yonlem-
leri uygulanmigtr. )

CCFA  besiyerinin hazirlanmasinda C. difficile Agar Base
(Oxoid) ve C. difficile Supplement {bioMerieux)'tan yararlamlmig-
tir. Anaerop kavanozda beldetilen CCFA besiyerleri ekim igin ¢1-
karilmug, thtiyag duyulanlar ekim igin kullantlmug, digerleri ise tek-
rar hemen kapatilarak depolanmalannda anaerop ortamin sitreklili-
gi saglanmgtir, Digk: Orneklerinden direkt olarak dzeyle CCFA
besiyerine ekim yapilmigtir. Anaerop ortamda 36-48 saat 37°C'de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu sonunda besiyerleri C. dif-
ficile'ye tzgil 2-5 mm gapinda, kenarlan yuvarlak, -san-yesilimsi
kolonilerin varlifh agisindan araginlmsgtir. Kolonilerin ultraviyole
isiilart altinda fluoresans verip vermediklerine bakilmighr. Kolo-
niler Gram yontemiyle boyanarak igik mikroskobunda Gram-
pozitif, subterminal-terminal sporlu basillerin varlif agisimdan in-
celenmistir. Ureyen Gram-pozitif gomaklars biyvogimik testler uy-
pulanms ve jelatin hidrolizi pozitif, siit sindirimi negatif, glikoz
pozitif, sitkroz negatif, nigasta negatif, laktoz negatif, mannoz po-
zitiffnegatif, ksiloz negatif, mannitol pozitif/negatif, indol negatif,
lesitinaz negalif, lipaz negatif, ireaz negatif, eskillin hidrolizi pozi-
tif, hidrojen olugturma pozitif bulunanlar C. difficile olarak kabul
edilmigtir,

Digkida C. difficife ortak antijeni varlifim aragtirmak igin ticari
bir lateks kiti (Meritec, Meridian Diagnostics) kullamlmstir, La-
teks calismasi i¢in kit saklanmakta cldufu buzdolabindan alinarak,
oda 1s1s1na gelinceye kadar bekletilmigtir, Diska 6rnegi Uzerine su-
landinc eklenerek homojen hale gelinceye kadar kangtirlms, da-
ha sonra 1200 rpm'de santrifiije edilmistir. Santrifiigasyon sonrast
50 pl siipernatan ile 50 pl test sivisi, test kart iizerinde kargilagtin-
larak ii¢ dakika iginde agliitinasyon olup olmadift gozlenmigtir.
Agliitinasyon olan drnekler pozitif olarak degerlendirilmistir.

Digka 6rneklerinde C. difficile toksin A aragtirilmast igin hazir-
lanmug ticari bir ELISA kiti (Premier, Meridian Diagnostics) kulla-
nilrmigtir. Cabgma sirasinda kit saklanmakta oldugu buzdolabindan
alinarak, oda 1sisina ulagincaya kadar beklenmigtir, Cahigilacak
olan érnek sayisina ek olarak bir pozitif, bir de negatif kontrol igin
gerekli sayida kuyucuk ayrlmigtir. Kullanilmayan kuyuculdar he-
men paketine kaldirilmugtir. Test prosediiril firetici firmamn kit ki-
Iavuzunda belirttigi gekilde uygulanmigtir.

Sonuclar

Inceledigimiz 97 digka 8rmeftinde hem CCFA'da C.difficile kill-
tiirll yapitmig, hem de lateks apliitinasyon ile C.difficile ortak anti-
jen varligh aragtirilmmg  ve sonuglar Tablo 1'de sunuimugtur.

Digla rneklerinin 37'sinde CCFA'da killtilr, lateks agliitinas-
yon ve toksin A i¢in ELISA yontemleri aynt anda uygulanmig ve
bu sonuglar da Tablo 2'de gosterilmistir.

Irdeleme
Di Persio ve arkadaslan (11), 1991 yihinda 328 digk Grmeginde
CCFA'da kiiltiir, lateks apliitinasyon, hiicre kiiltiiriinde toksin aras-
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Tablo 2. Diski Orneklerinden ELISA, Lateks ve CCFA'da\
Kiiltir Yontemlerinin Aym Anda Uygulandigi Grupta
Pozitiflik Oranlart (n=37)

Pozitiiik
Ydntem Sayl (%)

ELISA ile toksin A 6 {16.2}
Lateks aglitinasyonu ile orlak anlijen B (21.6}

\ CCFAa kitlr 5 (135) /

tirilmas ve digkida ELISA ile toksin A sragtiriimas1 yénternlerini
ayni anda uygulayarak C. difficile aragtirmiglar; 52 drnekte (%
15.9) bir veya daha fazla test yontemiyle pozitiflik bulmuglardir.
Pozitiflik bulunan &meklerin sadece 22'sinde (% 35) dirt ydnte-
min hepsinde birden pozitif sonuglar elde edilmisgtir. Bu gahyma
sonunda ELISA ile digkida toksin A aragtrlmasinin % 87.4 du-
yarlilia, % 98.1 bzgiillige, lateks agliitinasyon yGnteminin ise %
66.7 duyarliliga, % 94.6 tizgiillitfe sahip oldugu bildirilmistir.

Bizim ¢aliymamizda digkida ELISA yintemiyle elde edilen
toksin A pozitiflik oram (%16.2) Di Persio ve arkadnglar (E1¥nimn
bildirdigi oranlars yakindir. Hasta seciminde biz de bu aragtimeila-
rin Slgiitlerini kullandik. Caliymammzda fateks agliitinasyon y&nte-
mi ile ELISA'ya pore daha ytiksek bir pozitiflik oran (%21.6) elde
edilmig olmasi, bu testin dzgiilligiinin ELISA'va gire nispeten
diigiik olmas: nedeniyle pek sasirtict degildir. Yine aym olgular-
dan yapilan CCFA killtiir yontemiyle %13.5 gibi diistik bir pozitif-
lik elde edilmesi ise anaerop ortam gerektiren kiiltiir yénteminin
oldukga kompleks clusuna ve hata kaynaklarnin fazlahgina bag-
lanmagtir.

Tompson ve arkadaglart (12)'nin 1983 yalinda yaptiklart bir ¢a-
ligmada antibiyotik kullamen: sonras: diyare pelisen 208 gocuk
hastada C.difficile'nin varlg aragtirlarak % 20 oramnda sitotoksin
saptanmgtir. Biz gocuklart cahgmamiza dahil etmemekle birlikte
erigkinlerde buldufumuz lateks agliitinasyon pozitiftifi oram bu
aragtirmada saptanan sitotoksin pozitifligi ile paralellik gbstermek-
tedir. Sitotoksinin varhif1 C. difficile'nin digkidaki varhf igin cok
glivenilir bir kamt olsa da PMK'in asil nedeninin toksin A olmast,
sitatoksin pozitifligi olan her hastanin mutlaka PMK oldugu sonu-
cunu gikarmamizi engellemekte ve yalmz C. difficile kolonizasyo-
nu hakkinda fikir verebilmekiedir. Benzer bir durum da diskida la-
teks agliltinasyonu ile C. difficile ortak antijeni aranmasinda stz
konusudur. Bu yBntemle toksik olmayan suglar ve diskidaki dier
anaerop bakteriler pozitif reaksiyon verebilmekiedir (13).

Lusk ve arkadaslan (14) ile Pierce ve arkadaglart (15)'mn yap-
tiklar gahigmalarda antibiyotik kullanumindan sonra ortaya gikan
diyarelerde 6zellikle klindamisin, ampisilin, sefalosporinler ve
aminoglikozidlerin sorumlu oldufu sonucuna varilmg, hastalifin
ciddiyetinin antibiyotik dozuyla iligkili oldufu ve hastalara daha
dnceden lavman uygulanmas:, nazogastrik tiip takilmasi ve gastro-
intestinal cerrahi uygulanmas: gibi durumlarda iligkinin daha da
gilclendigi bildirilmigtir. Tedesco ve arkadaglar (16) ise antibiyo-
tik kullanmmindan sonra orizya ¢ikan diyarelerde 8zellikle klinda-
misinin rolil oldugunu belirtmiglerdir.

Donta ve arkadaglar (17) gocuk kliniklerinde yapnklan calig-
malarda saglikl venidoganlarda %10.5 oramnda, yogun bakim bi-
riminde yatan dsemptomatik yenidoganlarda ise %355 oranmda
C.difficile sitotoksin pozitifligi saptamislardir. Tk giinlerde olduk-
ga diisitk olan sitotoksin pozitifliginin hastalara antibiyotik veril-
meye baslanmasiyla birlikte artmaya bagladig ve antibiyotik uy-
gulama silresi uZadikga bu oramin % 85'e kadar ulaguifi bulunmus-
tur.

Mc Farland ve arkadaglan (1)min yaptiklar bir caligmada C.
difficile infeksiyonuna yol agan olasi risk faktdrleri aragtirilmugtir,
Antibiyotik kullanmadifi halde diyare gelisen hastalarda hasta
odalanndaki kontamine egyalar, tibbi geregler ve hastalarla yakn
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temast olan, bakteriye rezervuarlik eden asemptomatik tasiyict
hastalarm ve personelin en 6nemli risk faktéirleri oldufu sonucuna
varlmigir. Aynica Larson ve arkadaslar (18) ile Al-Jumaili ve ar-
kadaglar: (19)Ymin yaptiklan ¢ahymalarda da bulagmadaki gevre
faktriinin Snemi ortaya konmugtur.

Hastaneye yatan ve diyare yzkmmasi olmayan asemplomatik
hastalarin &nemli bir kismtnda da C.difficile kolonizasyonu bulun-
masi tamda glicltiklere yol agmakitadir (1). Bu nedenle kiiitiir yon-
temi ve killtlir dig1 bir yontemin (Bzellikle toksin A aragtinlmasi)
birlikte uygulanmasi daha uygun olacaktir. Caliymamizda toksin
A arastirmast ile birlikie lateks agliitinasyon yontemi ile C. diffici-
fe ortak antijeni arastnimishr. CCFA'da killtllr vefveya ELISA ile
pozitif sonug almmg higbir 6rnekte lateks agliltinasyonu ile nega-
il sonug aluimamstir. Elde edilen sonuglar kitltiir ve ELISA gibi
uygutanmasi zor olan, dzel teknik donamimlar gerektiren testlerden
dnce tarama amaciyla lateks apliitinasyon yonteminin uygulanabi-
lecegini dilgiindilrmektedir.

Diskida C.difficile sitotoksini varlifimn gosterilmesi, lateks ag-
liitinasyon ile C.difficile ortak antijeni varlifh veya CCFA'da C.
difficile tiretilmesi degerli testlerdir. Ancak bunlardan hicbiri tek
bagma C. difficile'ye bagh PMK tanis: koyabilmek icin yeterli de-
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