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Uzun Siireli Antibiyotik Tedavisi Géren Ishalli Cocuklarin
Diskilarinda Clostridium difficile'nin Aragstirilmasi

Ozden Biiyiikbaba, Emine Ozkan, Ergene Biiget

Ozet: Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Saghi ve Hastaliklert Anabilim Dalt'nda, uzun siire antibiyotik tedavisi géiren ve psidomembrantz
enterokolit bulgular: olan 50 cocugun digh drnekleri Clostridinm difficile yiniinden incelenmistir. C.difficile'nin izolasyonut igin,
sikloserin-sefoksitin fruktoz agar (CCFA, Biolife) besiyeri kullandmg, C.difficile olmast olast kolonilerden saf kiilisir alinarak biyokimyasal
tizellikleri "API 20 A" sistemi ile incelenmigtir, C.difficile olarak tanumlanan suglar, lateks agliitinasyon deneyi (Meridian) uygnlanarak
dojrulennny, toksin A olugturup olugturmadikiar: EIA (Meridian) ile belirlenmigtir. Incelenen 50 digki drneginin 12 (% 24)'sinden
(C.difficile izole edifmiy, 12 sugtan 8 (% 16)"inin toksin A olugturdugu belirlenmiytir,

Analitar Stizeiifler: Clostridium difficile.

Summary: Clostridium difficile isolation from stools of children with diarrliea and under antibiotic treatment for a long period. In this
study, stool specimens from 50 children with pseudomembraneous enterocolitis symptoms, wnder lang periads of antibiotic treatment in
Department of Pediatrics, Istanbul Faculty of Medicine. With the aim of C. difficile isolation, cycloserin-cefoxitin fructose agar (CCFA,Biolife)
was used. Pure cultures were obtained from the bacterial colonies resembling to C, difficile, Biochemical characteristics of these strains were
investigated by using "API 20A"systems. Furthermore the strains identified by biochemical cheracteristics as C. difficile were confirmed by latex
agglutination (Meridian}, and production of toxin A determined by enzyme immunoassay (Meridian). As a result, 12 (24 %) C. difficile strains

were isolated from 50 stool specimeny and 8 (16%:) out of 12 strains were determined ay toxin A producers.

Key Wards: Clostridium difficile.

Girig

C. difficile, Gram-pozitil subterminal veya terminal sporiu ha-
reketli, 0.5-2x317 pm bilyilkligtinde, comak scklinde, zorunlu
anacrop bir bakicridir. Dogada, toprakta, kumlarda, samanda, at,
cgek, inek, kedi, kiipek gibi hayvanlann ve insanlarin digkisinda
bulunabilir. Saglikli yenidogantann gastrointestinal florasinda %
46 oraminda asemplomatik olarak bulunan C. difficile 'nin, iki yag
sonrasinda oram %6 4'c diser ve bu oran erigkinlerde de devam
eder (1,2).

C. difficile, sikloscrin ve sefoksitine difer Clostridium lardan
daha direngli oldugu igin dzellikle bu antimikrobik ajanlann ilave
cdildigi besiyerlerinde, drnegin sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar
(CCFA), sikloserin-mannitol agar (CHA) gibi besiyerlerinde en
iyl iirer, Ureme igin % 10 CO3, % 10 Hy ve % 8 Np'li ortama ge-
reksinim gésterir. Optimal dreme 15151 37°C'dir. )

C. difficile glikozdan asid olugturur, salisin, sorbitol, mannilo-
le nadiren etkili, difer karbonhidrallara ise etkisizdir. Indol olug-
lurmaz, bazi suglar H;S olugturur. Proteolitik enzimler, lipaz ve
Iesitinaz akliviteleri yoktur. Jelatini hidrolize etmezler. Koyun ve
insan kanlannda hemoliz oluglurmaz at kanim nadiren hemoliz
cderler {1,3-3).

C. difficile 'nin vejetatif gekilleri fiziksel ve kimyasal etkenlere
direngsizdir. Buna karsin sporlan oda 1s1sindu infeksiyoz Szelligi-
ni beg ay kadar korur (3),

C. difficile 'nin toksin olugturan ve olujturmayun suglar var-
dir. Toksin olugturan suglarmn 1s1iya duyarlt, suda eriyen ve protein
yapisinda olan iki tip toksini vardir. Bunlar enterotoksin A ve si-
lotoksin B'dir.

C. difficile toksinlerinin antijenik ve biyolojik yapilan farkh-
dir. Enterotoksin A, barsagin epitel hilcrelerinin diizenini bozar
ve hiicrelerin fonksiyonu engeller (6-7). Sitotoksin B, C. difficile
‘nin etken oldugu enterokolitlerde gortildligi gibi antibiyotik teda-
visi sonrastnda (gocuklarda daha sik, eriskinlerde daha ender ol-

fstanbut Trp Fakiiliesi, Mikrobiyoloji ve Klintk Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
Parazitoloji Bilim Duli, Gapu-lstonbul

mak ilzere) saghikli semplomsuz bircylerde de goriltebilir. Bu ne-
denle toksin A'min gosterilmesi daha dnemlidir (8).

Toksin A tavsanlarin barsafinda hemorajik odem olugturur.
Diskilarinda C. difficile belirlenen hastalarin digkitar filire edil-
diklen sonra tavganlara ginnga edilmig barsak diiglimlenmesi ve
hemorajik ddeme neden oldugu posterilmiglir. Bu etki (oksin A
ile bagigiklanmg tavsan serumu ile nidtralize edilmigtir (7.

Lyerly ve arkadaslar: (7) 1982 yihnda enlerotoksin A'ya kargt
elde edilmis saf antitoksin kullanarak ELISA ybntemi ile antibi-
yotige bagh koliti olan ¢ocuklann digkilarinda enterotoksin A'y1
belirlemiglerdir.

Oral ve parenteral antibiyotik tedavisi sonrasi ortaya gikan
pstidomembrantz kolitie etkenin C, difficile olabilecefi sliphest,
bazi antibiyotiklere direngliligi nedeni ile orlaya gikmigtir, Bakle-
rinin direngli oldugu antibiyotikler kullamldifi zaman barsakla bu
bakterilerin sayisinin ¢ogaldify, enterotoksin konsantrasyonunun
yiikseldigi ve klinik semptomlarin ortaya giktifn ddgilniilmektedir
(9,10). Antibiyotik tedavisi olan erigkinlerde tagtyiciik oram %
46'ya kadar ¢ikar (11). C. difficile "ye bagh diyarc veya psido-
membrandz kolit (PMC) gelismesinde biitiin antimikrobik ajanlar
ve kanser tedavisinde kullanilan baz1 kemolerapétik maddeler so-
rumlu tutulmaktadir. Kalmbarsak stazi olantar, kahnbarsak ameli-
yati sonrast barsak fonksiyonlart durmug olanlar ve ender olarak
da herhangi bir risk faktoeit bulunmayan kisiler C. difficile ‘nin et-
ken oldugu gastrointestinal hastalifa yakalanabilirler. Buglinkii
bulgulura gbre C. difficile enterokolitleri genelde ampisilin, Kin-
damisin, sefalosporin, linkomisin gibi antibiyotiklere yapilan te-
davilere baglanmglir (2-12).

Antibiyotik tedavisi olanlarda C. difficile ‘ye bagh olarak orta-
ya gikan PMC olgulaninda, gogunlukla hastalarin genel durumla-
riun kotii elmamasina kargin bazen cok siddetli semptomiarin da
ortiaya gikabilecegi bildirilmektedir. Semptomlar genclde antibi-
yotik tedavisinden bir hafta sonra baglar. Bazen de tedavinin biti-
minden dért hafta sonra goriillebilir. Biyopsi ile ispatlenmig enfe-
rokolitlerde gitnde 10-20 kez sulu digkilama goriilebilir. Hastala-
rin bir kismimn digkilarinda kan ve mukus gorillir. Abdominal
agnlar hafifien gok kuvvelliye kadar degigebilir. En giddetli
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Tahlo 1. izole Edilen C.difficile_Suslarinin Morfalojik ve
Biyokimyasal Ozellikleri
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komplikasyon kabmbarsak perforasyona ve dliimdiir. Hastalanin
cofunda ateg yilksektir ve diskalaninda polimor( niiveli lkositler
hakimdir {10). Kesin tani digkidan mikroorganizmanin izole edil-
mesi ve loksin varlifmin gasterilmesi ile konur, Tedavide kullani-
lan antibiyotikler oral vankomisin ve metronidazoldiir (13). Van-
komisin tedavisi ile kesin sonuclar alinmakla ise de bu antibiyoti-
£l kullananlarda reinfeksiyonlara rastlanmakisdir. Bu olay bilyiik
olasilikla hastalarnn yeterli dozda veya siirede tedavi olmamalan
nedeni ile barsaktaki C. difficile sporlanimn vejetatil hale gegme-
leri eklinde agiklanmaktadir.

Yontemler

Dugka Gracklerinden C. difficife’nin izolasyonu icin, diski or-
neklerinde, digkidan normal fora bakterilerinin iiremelerine engel
olmask amaci ile "alkol sok" reaksiyonu uygulanmistir, Bu amagla
digkr dmeklerine esit miktarda % 951k etil alkol ilave edilerek
iyice homajenize edilmis ve bir saal oda wsisinda bekletilmigtir.
Siire sonunda digkt denekleri % 5 defibrine at kam ilave cdilerck,
sikloscrin-seloksitin-frukioz agar (CCFA) (Biolife) besiyerine
ckilmistir (D-sikloserin 250 mg, sefoksitin 8§ mg) % 6 CO, ve %
94 M. guz igeren (Apapak, Pasteur) anacrop kavanozlarda
37°C'de 48 sual inkiibe edilmigtir, Besiyerlerinde gri-beyaz, lim-
sck, diizgiin olmayan 4-6 mm capinda C. difficile olmas: olas: ko-
loniler Gram ytntemi ile boyanmug terminal veya subterminal
oval sporlu Gram-pozitif kolonilerden saf kiiltiir alinmigur, Saf
kiiltiirlerden latcks agliitinasyonu  {Meridian) yapilarak suslann
C. difficife oldugu dogrulanng ; "APL 20 A" ile indol olusumu,
jelatin, eskiilin indirgeme, gliserol, mannilol, salisin, sorbitol gibi
karbonhidratlara etkisi, tireaz aktivitesi ile arabinoz, glikoz, ksi-
loz, laktoz, mannoz, malioz, melobiyoz, rafinoz, ramnoz, sakaroz,
selobiyoz ve (rehaloz gibi sekertere etkileri incelenmigtir.

lzole edilen C. difficile suglanmin toksin A olugumu EIA (Me-
ridian ) il e arastinlmigtir.

Sonuclar

Incelenen 30 digki drneginin 12'sinden (% 24) C. difficile izole
cdilmiy, izole edilen 12 sustan 8'inin (% 16) EIA ile {oksin A
olusturdugu belirlenmistir.

izole edilen 12 C. difficile susunun morfolojik ve biyokimya-
sal gzellikleri Tablo 1'de gisierilmistir.

irdeleme

C. difficile ilk kez 1935 yihinda Hall ve O. Tooelle (14) tarafin-
dan iki hafta ile bir yag arasindaki semptomsuz gocuklann digki-
larinda yapilan taramalarda % 40 oraninda izole edilmigtir. Bakte-
rinin izolasyonunun giig olmast nedeni ile "difficull=glic" anla-
minda C. difficile adi verilmig ve uzun yillae bu baklerinin her-
hangt bir patolojiyc yol agabilecegi kabul edilmemistir (15).

Bartlett (16) antibiyotik sonrast gelisen kolitlerin biyiik bir bo-
liimiinden C. difficife’yi sorumiu tutmusg; Hawkins (17} C. difficile
sugundan hazirladipr baklerisiz slispansiyonu hamslerlere sinnga
ederck enterokotil gelislifing goslermis; 1978'de isc George ve ar-
kadaslar (18) pstidomembrangz kolitli hastalunin digkiaridan C.
difficile toksinini izole ctmiglerdir. )

Istatistik bilgilere géire akut barsak infeksiyonlariun Ingille-
re'de % 5.5'inin isvigre'de ise % 4.3'niin C. difficile ile meydana
geldigti bildirilmektedir (6). Yurdumuzda bu konuda yapilan ay-
rinteh bir cabgma yokiur. Bu galismada ise oran % 24 olarak bu-
lunmustur.

Fekety (19) C. difficile'nin pssdomembraniz kolitin ana ctkeni
oldugunu ve bu olgularin % 19'undan sorumlu oldofunu bildir-
migtir {20).

Bir cahigmada C. difficile'nin antibiyotige bagh diyarelerdeki
ctkinlifi aragtinlmg; % 33%inde C. difficile izole edilmiy ve %
50'sinde de sitoloksin belirlenmigtir (21).

Yaglarr 4-17 arasinda degisen 10 goculda antibiyotifie bagh ge-
lisen pstdomembrantz kolit olgulanmn dokuzundan C. difficile
izole edilmis ve dokuz susun tiimiiniin sitotoksin olusturdugu be-
lirlenmistir (22, 23).

iki yagindan kiiglik cocuklara hizmet veren iig adel bakimevin-
de tighuguk ayhk siire iginde gériilen beg diyare salginmin C. dif-
ficile ile gelislifit bildirilmigtir. Bu gecullann 65'inin digkisindan
C. difficile izole editmig ve toksin olugturduBu belirlenmistir, Di-
vareli 21 gocugun 12'sinde, diyaresiz 44 ¢ocufiun dérdiinde hemn
C. difficile izole edilmis hem de loksini beliflenmigtir. Semplom-
lart olan 12 cocufun beginin daba énce gegirdikleri iist solunum
yolu infcksiyonu nedeni ile antibiyetik kullandsgy bildirilmigtir.
Bundan sonra sekiz ay siirc ile bu galismaya devam editmis; bu
ditnemde altt cocugun daha C. difficile ile infekle oldugu ve diya-
re gelislifi bildirilmigtir (24). Caligmanim sonuglan ¢ocuk yuvala-
rmn C. difficile ybniinden taranmasi gerekligini ortaya koymak-
tadr.

Bir bagka galigmada iki gocuk bakimevinde geligen gastrocnlte-
rit salmminda 142 hastanmn 27'sinden selektif kiiltiir besiyerlerinde
C. difficile izole edilmis, 52'sinin digkisinda sitotoksin belirlen-
migtir (25).

Antibiyotige bagh oldufu disinilen 321 diyareli digkimn
37'sinde (% 11.5) C. difficile izole edilmistir. Bu ¢alismada sikdo-
serin seloksitin-fruktoz agar (CCFA), sikloserin mannitel agar
{CMA) ve sikloserin-mannitol kanli agar (CMBA) besiyerleri
kullamlmis 37 sugun 34'G (% 92) CCFA besiyerinde, 21't (% 57)
CMA besiyerinde iiretilmistir. Izolasyonda en uygun besiyerinin
CCFA oldugu belirtilmistir (26). Bizim caligmamizda da CCFA
besiyeri kullanibmustir.

Antibiyoliklere bagh diyurcsi olan hastalara vankomisin teda-
visi uygulanmg ve ledaviden sonra 20 hastada nitks gorillmiigtiir,
Bu haslalann tiimiinden C. difficile izole edilmis ve 16'sinda psd-
domembrandz kolil gelisligi belirlenmistir, Calismada antibiyati-
Be bagl diyaresi ya da C. difficile've bagh koliti olan tedavi edil-
mis hastalarda niikslerin olabilecegi bu nedenle hasta takibinin
onemli eldufu belirlilmigtir {(27).

C. difficile'nin neden oldufiu pstdomembrantz kolitlerde en-
{eroloksin A ve sitoloksin B tnemli rol oynar. Bu nedenle hasta-
larin digks drmeklerinden C. difficile’nin izolasyonunun yant sira
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olugturduklart toksinin tzellikle toksin A'mn gosterilmesi gerekli-
dir (2).

Bu gahymada izole edilen 12 C. difficife susundan 8'inin toksin
A olusturdugu belirlenmis; buna kargin sitetoksin B'yi aragtirmak
igin gerekli kit temin edilemediginden sitotoksin B aragtinlama-
miglir.

Bir galigmada iki giin dst iiste alman digkr Orneklerinin %
T'sinden C. difficile izole edilirken, iig giln iist dste cahgilan digk
trneklerinde bu oran % 10'a gikmgtr, Sonug olarak da {ic giin fist
fiste alinan digkr érneklerinde bakterinin iiretilme olasilifinin da-
ha fazla oldugu bildirilmigtir (28).

Bu galigmada ise hasta klinik ve laboratuvar tletigimindeki ak-
sakliklar nedeni ile tek digk 8rnefii ile caligilabilmistir.

Senug olarak C. difficile uzun siireli antibiyotik kullananlarda
rutin olarak arastirilmas: gereken bir patojendir.
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