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Clostridium difficile Infeksiyonu On Tamili Hastalarin Dis-
ki Orneklerinde Toksin A ve B’nin Belirlenme Sikhigi

Ozden BUYUKBABA BORAL(¥)

OZET

Clostridium difficile hastanede yatan hastalarda diyareye
neden olan en onemli nozokomiyal patojen bakteridir. Son
yillarda gelistirilen duyarl tani yontemleri, etkin antibiyo-
tik tedavisi ve hastane infeksiyonlari kontrol onlemlerine
ragmen, Cdifficile’ nin neden oldugu diyare ve kolit onem-
li bir problem olmaya devam etmektedir.

Calismamizda Cdifficile infeksiyonu on tanisi ile 1998-
2000 yillar: arasinda laboratuvarimiza gonderilen 360
hastanin diski érneginde “ImmunoCard Toxin A (Meridian
Diagnostic)” kit ile, 2000-2002 yillart arasinda gonderi-
len 400 diski orneginde ise, “Premier Toxin A/B (Meridi-
an Diagnostic)” kit kullanilarak toksin varligi arastiril-
mugtir.

Ik calisma doneminde toksin A varligi hastalarin
9%4.7’sinde, ikinci ¢alisma doneminde ise toksin A/B varli-
§1 hastalarin %12’sinde saptanmugtir. Iki ayri calisma do-
neminde elde edilen pozitif sonuglar karsilastirildiginda,
son iki yilda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir
artma oldugu (x2y=11.98 p<0.001) gozlenmistir. Sonugla-
rimiz, C.difficile’nin toxA- toxB+ suslarimin varligi goz
oniine alinarak, C.difficile infeksiyonlarinin tamisinda her
iki toksini birlikte saptamaya yonelik kitlerin kullanilmasi-
min uygun olacagini gostermistir.

Anahtar kelimeler: C.difficile infeksiyonlari, toksin A/B,
ELISA

SUMMARY

Frequency of the Toxin A and B in Stool Samples of Pa-
tients with Suspected Clostridium difficile Infection

Cdifficile is the most important nosocomial pathogen cau-
sing diarrhea in hospitalized patients. Despite the sensiti-
ve diagnostic methods developed in the recent years, effec-
tive antimicrobial treatment and hospital infection control
measures, diarrhea and colitis caused by C difficile conti-
nuous to be an important problem.

In this study stool samples of 360 patients send to our la-
boratory between the years 1998-2000 with the suspection
of C.difficile infection were investigated by using “Immu-
noCard Toxin A (Meridian Diagnostic)” kit and 400 stool
samples send between the years 2000-2002 were investiga-
ted by using “Premier Toxin A/B (Meridian Diagnostic)”
kit for the presence of toxins.

In the first part of the study, the presence of toxin A was ob-
served in4.7% of the patients, and in the second part of the
study the presence of toxins A/B was observed in 12% of
the patients. When the positive results obtained in the two
parts of the study are compared, statistically important in-
crease was observed (x2y=11.98 p<0.001) in the last two
years.

Our results show that considering the presence of C.diffi-
cile toxA- toxB+ strains it is appropriate to use kits that
detect both toxins together for the diagnosis of C.difficile
infections.
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GIRIS

Clostridium difficile, insanlarin %2-10"unun normal
gastrointestinal florasinda yer alan bir bakteridir.
Cdifficile’nin 6nemli bir 6zelligi, bir ¢ok antibiyoti-
ge nisbi direngli olmasidir. Bu nedenle, antibiyotik
kullanimt sirasinda veya kullanimini izleyen donem-
de hizla gogalarak toksin iiretebilirler. Uretilen tok-
sin enterokolit gelisimine yol agar. Daha sonraki do-
nemde ise inflamatuar hiicre ve fibrin birikimi, mu-
koza nekrozu ve pseudomembran olusumuna neden
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olur ve sonugta pseudomembrandz kolit geligebilir
(1,2).

C difficile suslarinda toksin tiretimi, kromozomal bir
gen olan “tox” geninin kontroliindedir ve bu gen tiim
suglarda bulunmaz. Toksin A (308 kDa) ve toksin B
(270 kDa) olmak iizere iki farkli toksin iiretebilirler.
Toksin A bir enterotoksin, toksin B ise bir sitotoksin-
dir. Her iki toksininde barsak mukozasinda harabiye-
te neden olan sitotoksik enzimler oldugu ve mukoza
hiicreleri harabiyetinde sinerjistik etkileri oldugu ka-
nitlanmistir (3,4). Bu patogenezin gergeklesebilmesi
icin bakterinin barsak epitel hiicrelerine 6nceden ko-
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lonize olmas1 gerekir. C.difficile’nin adezyonu ve
kolonizasyonunda rol oynayan cesitli virulans fak-
torleri belirlenmistir. Bunlar kapsiil, hiyaluronidaz,
kollagenaz gibi proteolitik enzimler ve mukoza-
hiicre birlikteleginde rol oynayan adhezinlerdir
(5,9). Kolonizasyondan sonra uygun kosullar oldu-
gunda hizla ¢ogalan C.difficile’nin toksijenik susla-
11 toksin iiretir. Toksin A enterosit mikrovilluslarin-
da bulunan kendi reseptorlerine baglanir. Poloniik-
leer hiicrelerin ve makrofajlarin gociinii uyararak
yogun inflamatuar reaksiyona neden olur. Kuvvetli
bir sitotoksiteye sahip olan toksin B ise inflamasyo-
na ugrayan dokulara penetre olarak mukozada ciddi
lezyonlarin gelisimine yol agar (2,3,10).

C.difficile’'nin patojenitesini etkileyen 6nemli bir
faktor de konak direncidir. Yenidoganlarin digkisin-
da toksin A/B miktar1 ¢ok yiiksek diizeydedir. An-
cak yenidoganlarda infeksiyon goriilmez. Ciinkii
toksin A’nin baglandig: epitel hiicre reseptorii ileri
yaglarda (yasla orantili olarak) tiretilir. Bununla bir-
likte, asemptomatik erigkinlerdeki konak direncinin
nedeni heniiz bilinmemektedir. Sonug olarak C.dif-
ficile’nin neden oldugu klinik tablolarin ciddiyeti
sadece susa bagl bir olay degildir (2).

C difficile timii antibiyotige bagli olmak iizere; di-
yare gelisen hastalarin %20-30’unda, kolit gelisen
hastalarin %50-75’inde ve pseudomembranoz kolit
geligen hastalarin %90’dan fazlasinda etken olarak
bulunmaktadir (11-14).

C difficile iligkili diyare ve kolitin klinik tanis1 i¢in
en cok kullanilan yontem, digki orneklerinde tok-
sinlerin gosterilmesidir. Sitotoksin B’nin hiicre kiil-
tiirlerinde belirlenmesi duyarli ve 6zgiil bir yontem-
dir. Bu yontemin dezavantajlart; pozitif sonuclarin
dort saat gibi kisa bir siirede sonu¢ vermesine kar-
sin, negatif bir sonug verebilmek icin 48 saat bekle-
meye gereksinim olmasi, her laboratuvarda uygula-
namamasi ve pahali olmasidir (15,16). Toksin A ve
B’nin belirlenmesi amaci ile bir cok ELISA kiti ge-
listirilmistir. Bu kitlerin duyarliliklar1 %63-94, 6z-
giilliikleri ise %75-100 arasinda degismektedir
(3,17).

F serogrubunda yer alan C.difficile suslari, toksin A
tiretmeden, sadece toksin B iiretirler, bu nedenle sa-
dece toksin A’nin belirlenmesine yonelik hazirlanan

ELISA Kkitlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikleri daha az-
dir (18).

Bu calismada; 1998-2000 yillari arasinda C.difficile
infeksiyonu o6n tanist ile Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderilen 360 has-
tanin digki 6rneklerinde ImmunoCard toksin A Kkiti
kullanilarak alman sonuglar ile, 2000-2002 yillar
arasinda yine C.difficile infeksiyonu on tanisi ile
gonderilen 400 hastanin digki orneklerinde Premier
toksin A/B kiti kullanilarak alinan sonuglar karsilas-
tirtlmig ve tartisilmustir.

GEREC VE YONTEM

1998-2000 yillar1 arasinda C.difficile diyaresi on ta-
nil1 360 hastanin digki 6rnegi “ImmunoCard Toxin A
(Meridian Diagnostic)” kit kullanilarak, kit prosedii-
riine uygun olarak incelenmistir.

2000-2002 yillar1 arasinda C.difficile diyaresi siiphe-
si ile gonderilen 400 hastaya ait disk1 6rnegi “Premi-
er Toxin A/B (Meridian Diagnostic)” kit kullanila-
rak, kit kurallarina uyularak incelenmistir. Istatistik-
sel degerlendirmede Ki-kare testi kullanilmigtir.

BULGULAR

1998-2000 yillar1 arasinda, C.difficile toksin A, yo-
niinden incelenen 360 digki 6rneginin 17 (%4.7)’sin-
de toksin A saptanmigtir.

2000-2002 yillar arasinda C.difficile toksin A/B yo-
niinden incelenen 400 digk: 6rneginin 48 (%12)’sin-
de toksin A/B belirlenmistir. iki ayr1 calisma done-
minde elde edilen pozitif sonuclar karsilastirildigin-
da, son iki yilda artig oldugu gozlenmis ve aradaki
farkin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldu-
gu (x’y= 11.98 p<0.001) saptanmustir.

TARTISMA

Antibiyotige bagli diyarelerin en Onemli etkeni
C difficile’dir. C.difficile’nin bu infeksiyonlarda bu-
lunma sikliginin, kullanilan antimikrobiyal ajanlara,
hastanin toplumda veya hastanede bulunusuna, ko-
naga gore degistigi ve %3.2-%29 arasinda oldugu
bildirilmektedir (19,20). Saglikl eriskinlerde C.diffi-
cile kolonizasyonu ¢ok az goriilmektedir. Ancak has-
tanede yatan hastalar arasinda kolonizasyon orani, 1-
2 haftalik yatig siiresinde %13 iken, dort haftadan

fazla yatis siiresinde %50’ye kadar ¢ikmaktadir (21).
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ABD’nde 6nemli nozokomiyal patojenlerden oldugu
kabul edilen C.difficile’nin her yil yaklasik 3 milyon
olguya, hastane disinda tedavi edilen hastalar arasin-
da ise, yilda 20.000 olguya neden oldugu tahmin edil-
mektedir (22).

C difficile’nin hastanede yatan ve beta-laktam antibi-
yotik alan hastalarin %15’inde, klindamisin kullanan-
larin %10-25’inde diyareye neden oldugu bildiril-
mektedir (20,23).

Yurdumuzda C.difficile ile ilgili calismalar azdir. Bu
calismalardan birinde Oztiirk ve ark. (24) antimikro-
biyal madde kullanilan ve diyaresi olan 238 hastanin
81 (%34)’inde ELISA ile toksin A varlig1 belirlemis-
lerdir. Bu yiiksek orana karsilik, bu calismada birinci
calisma doneminde (1998-2000) 360 hastanin sadece
%4.7’sinde toksin A varligi saptanmigtir. Karaer ve
ark. (25) akut diyaresi olan 457 hastanin 24
(%5.2) tiniin, kontrol grubundaki 90 saglikli bireyin
ise 7 (%7.7)’sinin digsk1 6rneklerinde C.difficile tiretil-
mistir. Ancak kontrol grubuna ait suglarin toksin olus-
turmadi@ini, buna karsilik, diyareli hasta grubundan 4
(%0.8)’1iniin toksin A/B iirettigini bildirmislerdir. Ay-
giin ve ark. (26) hastanede yatis sirasinda diyare geli-
sen 125 hastadan dordiiniin (%3.2) digkt orneklerinde
ELISA ile toksin A/B varlig1 belirlemislerdir. Balaban
ve ark. (27) antibiyotige baglh diyare gelisen hastala-
rm %9’unda ELISA ve diger tam1 yontemleri ile,
C.difficile’nin etken oldugunu bildirmislerdir. Calis-
mamizda da ikinci calisma doneminde (2000-2002)
toksin A/B varlig1 calisma sonucuna yakin bir oranda
(%12) belirlenmistir. Ancak hastanelerin antibiyotik
kullanim politikalari, hastalarin hastanede yatis siire-
leri, hastane infeksiyonu kontrol yontemleri arasinda-
ki farklarin, infeksiyon sikligini 6nemli dl¢iide degis-
tirebilecegi goz ontinde tutulmalidir.

Calismamizda birinci ve ikinci ¢alisma donemlerinde
alman pozitif sonuglar arasindaki fark, biiyiik olasi-
likla 1998-2000 yillar1 arasinda sadece toksin A’y1
belirlemeye yonelik bir kitin kullanilmig olmast ve
bu nedenle C.difficile toxA- toxB+ suslar ile gelisen
infeksiyonlarin belirlenememis olmasina ve muhte-
melen ikinci ¢alisma doneminde daha yaygin antibi-
yotik kullanimina baglanabilir.

C difficile infeksiyonu tanisinda kullanilabilecek bir
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cok yontem vardir. Bunlar arasinda yer alan kiiltiir
yonteminin duyarliligt %89-100, ozgiilliigii %84-
99°dur. Ancak iiretilen susun toksin olusturup olus-
turmadiginin ek bir deneyle belirlenmesi gerekmek-
tedir. Bu nedenle zaman alic1 ve pahali oldugundan
rutin olarak kullanimi kisithdir (28). Toksinlerin belir-
lenmesinde ¢esitli yontemler kullanilabilir. Ornegin;
hiicre kiiltiirlerinde sitotoksin belirlenmesi, duyarlili-
81 (%67-100), ozgiilliigli (%85-100) yiiksek bir yon-
tem olmakla birlikte pahali, standardizasyonunun tam
saglanamamig olmasi ve zaman alici (48 saat) olmasi
nedeni ile pratikte kullanilmamaktadir (29). Lateks
aglutinasyonu ile C.difficile glutamat dehidrogenaz
antijeninin belirlenmesi hizli ve pratik bir yontem ol-
makla beraber duyarlilifi (%58-92) ve ozgiilligii
(%80-96) diisiiktiir. Ayrica non-toksijenik suslarla
olusan kolonizasyonlarda da yanlig pozitif sonuclar
vermektedir (3,28). ELISA ile digkida toksin A/B’nin
belirlenmesi en sik kullanilan rutin tani yontemidir.
Bu amagla bir cok ticari kit gelistirilmistir. Bu kitler-
de duyarliligin %65-%95, ozgiilliigiin ise %75-%100
oldugu bildirilmektedir (17).

Cesitli calismalarda, C.difficile’nin hem toxA- toxB+
ve hem de toxA™ toxB~ suglarinin bulunabilecegi ve
her ikisinin de infeksiyon olusturabildigi bildirilmek-
tedir (30-32). Bu nedenle sadece toksin A’nin belir-
lenmesine yonelik ELISA kitleri tan1 duyarliligini dii-
stirmektedir (32).

Lozniewski ve ark. (32) C.difficile toksini aranmasi
istegi ile laboratuvara gonderilen diyareli 1104 digki
orneginin 130 (%11.7)’unda, Premier toksin A/B ELI-
SA kit ve toksijenik kiiltiir yontemleri ile pozitiflik
saptamiglar ve ELISA’nin hizli, duyarli ve rutin tani
icin uygun bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

O’Connor ve ark. (33) disk1 6rneklerinde, C.difficile
kiiltiirii ve Vero hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik aktivi-
tenin belirlenmesini altin standart olarak almuslar,
dort farkl: ticari tani kitinin duyarlilik ve 6zgilliigii-
nii karsilagtirmiglardir. Sonug¢ olarak ImmunoCard
Toxin A (Meridian Diagnostic) kit i¢in duyarliligin
%52, ozgiilliigiin %100, C.difficile toksin A (Oxoid
Ltd.) kitin duyarliligimin %49, 6zgiilliigiiniin %99,
Toxin A/B-TechLab kitinin duyarliliginin %80, 6z-
giilliigiiniin %99 ve Premier Toxin A/B (Meridian
Diagnostic) kitinin duyarliliginin %82, ozgiilliigii-
niin %99 oldugunu bildirmislerdir.
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Calismamizda O’Connor ve ark.’nin denedikleri iki
kit kullanilmistir. Tlk ¢alisma déneminde kullanilan
ImmunoCard toksin A kit ile alinan pozitiflik oranla-
rinin diisiik (%4.7) olmasi bu kitin O’Connor ve
ark.’nin da belirledikleri gibi diisiik duyarlilik orani-
na (%52) sahip olmasindan ve daha 6nce de bildiril-
digi gibi, C .difficile toxA- toxB+ suslarinin saptana-
mamasindan kaynaklanabilir. Son iki yillik ¢aligma
doneminde kullandigimiz Premier toksin A/B kitinin
O’Connor ve ark. duyarlilik ve 6zgiilliik yoniinden
diger tani kitlerine gore en {istiin oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismamizda bu kitle son iki yilda saptanan
pozitiflik oran1 %12’ye ¢ikmig ve iki ayr1 calisma
donemindeki farkinda istatistiksel olarak ileri dere-
cede anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Sonug olarak, digki o6rneklerinde ELISA ile toksin
A/B’nin saptanmasi, C.difficile’nin neden oldugu in-
feksiyonlarin belirlenmesinde pratik ve duyarli bir
yontemdir. Ancak toksijenik kiiltiir ile birlikte uygu-
landiginda duyarliligin %100, ozgiilliigiin %99.3’e
ciktig1 goz Oniine alinirsa, olanagi olan laboratuvar-
larin bu iki yontemi birlikte uygulamasi tani duyarli-
li1in1 arttiracaktir.
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