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OZET

Amacg: Antibiyotikle iligkili ishal ve nozokomiyal ishal
olgularinda en sik etken Clostridium difficile olarak
belirlenmektedir. Bu etkeni arastiracak cegitli yontemler
kullanilmakla birlikte en sik tercih edilen yontem ELISA
ile toksin saptanmasi yontemidir. Bu ¢alismada Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne basvuran ve
2008-2011 yilart arasinda antibiyotikle iliskili ishal on
tanist ile merkez mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen
orneklerdeki C. difficile toksin pozitifligi ve yatan hasta
sayisi/yatilan giin sayisi arasindaki iligkinin aragtirilmast
amaglanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2008-2011 yillar:
arasinda, ishalli 1829 olgulardan gonderilen toplam
2515 diskr orneginin C. difficile toksin sonuglar: retros-
pektif olarak incelenmigti. Bu olgulardaki pozitiflik oran-
lart yil, erigkin/cocuk, klinik/poliklinik ve yatan hasta
sayisi/yatilan giin sayist olarak belirlenmigtir. Toksin A ve
B’nin tespiti ELISA yontemi (TOX A/B QUIK CHEK,
Techlab, ABD) ile yapimugtir.

Bulgular: Calismada 87 olguda (%4.8) toksin pozitif
bulunmug ve toksin pozitif olgu sayisimn yilara gore
istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldigr saptanmigtir.
Olgularin %77’sinin yatan hastalar ait oldugu ve
yatan hastalarda pozitifligin %5.4 oldugu goriilmiistiir.
C. difficile’ye bagli ishal insidanst, 1000 hastanede yatig
giinii icin 0.07 ve 1000 hasta kabulii i¢in 0.5 olarak tespit
edilmistir.

Sonug: Onemli bir nozokomiyal gastroenterit etkeni olan
C. difficile siklig1, yeterli enfeksiyon kontrol onlemlerinin
alinmast ve uygun antibiyotik kullamim politikalart ile
azaltilabilir. Bununla birlikte hastalara uygun tedavi icin
C. difficile tamistmin dogru ve hizli sekilde yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Clostridium difficile, antibiyotikle
iliskili ishal, ELISA

SUMMARY

A Retrospective Analysis of Clostridium difficile Toxin
Positivity in Patients with Diarrhea

Objective: Clostridium difficile is the most common cause of
antibiotic-associated and nosocomial diarrhea. Although
there are various methods for the investigation of the presence
of this pathogen, the most preferred method for the detection
of toxin is ELISA. In this study, it was aimed to investigate
C. difficile toxin positivity and its relation with the number of
patients and duration of stay in the hospital, in samples of
patients with the initial diagnosis of antibiotic-associated
diarrhea who were referred to the hospital of Uludag
University Faculty of Medicine between 2008-2011.

Materials and Methods: C. difficile toxin detected in a total
of 2515 stool samples which were sent to the Microbiology
Laboratory of Uludag University Medical Faculty Hospitals
between 2008 and 2011, were reviewed retrospectively. Stool
samples were obtained from 1829 patients with diarrhea.
These cases were reviewed in categories of age groups,
adult/child, in-patient/outpatient and the relation of the num-
ber of toxin positive cases and toxin positivity with number
of patients and duration of stay at the hospital were investi-
gated. C.difficile toxin A/B was detected by ELISA (TOX A/B
QUIK CHEK, Techlab, USA).

Results: C. difficile toxin positivity was found in 87 (4.8%)
patients and it was detected that the number of C. difficile
toxin-positive cases significantly decreased over years. The
incidence of diarrhea due to C. difficile, was 0.07 for 1000-
day stay at the hospital and 0.5 for 1000 patient-admitted
to the hospital.

Conclusion: In order to decrease the risk of infection due
to C. difficile, which is an important agent of nosocomial
gastroenteritis, adequate infection control measures and
appropriate antibiotic use policies should be implemented.
Appropriate treatment of the patients requires accurate and
prompt diagnosis of C. difficile toxin in suspected cases.
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GIRIS

Klinik olarak asemptomatik tasiyiciliktan oOliimle
sonlanabilen psddomembrandz enterokolit tablolari-
na kadar ¢ok genis bir yelpazesi olan Clostridium
difficile antibiyotikle iligkili ve nozokomiyal ishaller-
de en sik rastlanan etken olarak karsimiza ¢ikmakta-
dir “¥. Anaerop, sporlu, gram pozitif bir bakteri olan
C. difficile suglarinin antibiyotikle iligkili ishale
neden olduklari ilk kez 1977 yilinda gosterilmigtir ©.
C. difficile enfeksiyonlarmin yakindan takip edildigi
tilkelerde, 1990’11 yillarda bu enfeksiyonlarin insi-
dansinda belirgin bir artigin bagladigi, 2006 ve 2007
yillarinda ise artig oraninin en iist seviyeye ulagtigi
belirlenmistir ©. Bazi1 Avrupa ve Kuzey Amerika
iilkelerinde salginlara yol acan ve agir seyirli enfek-
siyonlara neden olan endemik suslar tanimlanmuis;
ozellikle viriilanst yiiksek C. difficile 027/NAP1/BI
susunun diger bolgelere de yayildig1 ve tiim diinya
iilkeleri i¢in tehdit olusturdugu bildirilmigtir ©.

C. difficile enfeksiyonlarinda klinik tablo salinan
toksinlerle olugsmaktadir. Bu bakterinin toksin A ve B
olmak tizere iki tip toksini bulunmaktadir. Toksin A
klinik bulgular1 olusturan degisikliklerden sorumlu
bir enterotoksindir; toksin B ise giiclii bir sitotoksin-
dir. Toksinlerin hiicre membranindaki reseptorlere
baglanmas1 toksik etkiyi olusturur. Her iki toksin
mukozada enflamasyona yol agar; notrofil, monosit
ve dokiilen enterositleri iceren proteinden zengin bir
ekstida salinimina neden olur. Ayrica her iki toksin
monositlerden sitokin salinimindan da sorumludur.
C. difficile suglarinin yaklagik %?25°1 toksin tiretme-
mektedir ve dolayisiyla bunlar ishal ve kolite neden
olmaz ®379).

C. difficile enfeksiyonlarinin tanisinda digki, endos-
kopi ve biyopsi drnekleri kullanilabilir. Orneklerden
kiiltiir ile bakteriyi izole etmek miimkiindiir, ancak
esas olan toksin belirlenmesidir ¢!V, Toksin belir-
lenmesinde en duyarli ve 6zgiil yol hiicre kiiltiirii ile
sitotoksisite deneyleridir. Ancak bu deneyler zor,
zaman alic1 ve gec¢ sonug verir. Son yillarda, hasta
orneklerinde toksin belirlemeye yonelik ELISA ve
lateks agliitinasyon testleri hizli ve kolay olmalari
nedeniyle sik kullanilmaktadir ©1219,

Bu ¢aligmada, 2008- 2011 yillar1 arasinda hastanemi-
zin merkez mikrobiyoloji laboratuvarina, ishalli

olgulardan gonderilen diskr 6rneklerindeki C. diffici-
le toksin pozitifligi ve yatan hasta sayisi/yatilan giin
sayis1 arasindaki iligkinin aragtirilmasi amag¢lanmis-
tir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2008-2011
yillart arasinda ishalli olgulardan gonderilen toplam
2515 digki 6rneginde C. difficile toksin varligi retros-
pektif olarak incelendi. Digk1 6rnekleri 1829 olgudan
geldi. Bu olgulardaki pozitiflikler; yil, eriskin/cocuk,
klinik/poliklinik ve yatan hasta sayisi/yatilan giin
sayist olarak incelendi. Merkez mikrobiyoloji labara-
tuvarina gonderilen digki 6rnekleri 6ncelikle makros-
kopik olarak incelendi ve materyalin uygunlugu
degerlendirildi. Yalnizca sulu digkida toksin calisil-
mis ve makroskobik olarak uygun olmayan ornekler
reddedilmigti. Laboratuvarimizda toksin A ve B’nin
tespiti icin ELISA yontemi (TOX A/B QUIK CHEK,
Techlab, ABD) kullanildi. Test iiretici firmanin oneri-
si dogrultusunda calisildi. ELISA sonuglari, iiretici
firmanin kilavuzunda belirtilen sinir degeri (cut-off)
kullanilarak, negatif, sinirda ve pozitif olmak iizere
lic kategoride raporlandi. Ishalli olgular erigkin/
cocuk olarak degerlendirilirken 18 yas alti cocuk, 18
yas ve Ustii erigkin olarak kategorize edildi. Yillara
gore pozitiflik oranin1 degerlendirmek icin > trend
analizi kullanildr ve p<0.05 degerleri anlamli kabul
edildi. Ug olgu, gonderildigi boliim tespit edilemedi-
§i icin klinik/poliklinik bazinda degerlendirmeye
alinmadi. Klinik/poliklinik bazinda degerlendirme
1826 olguda yapildi.

BULGULAR

Calisma doneminde merkez mikrobiyoloji laboratu-
varina gonderilen digki 6rneklerinin 2515’1 (%87.4)
calismaya uygun bulunmustur. Tablo 1’de yillara
gore gelen ornek ve calisilan 6rnek sayilart goriil-
mektedir. Calismaya uygun bulunan ornekler 1829
olguya ait olup, 87 olguda (%4.8) pozitiflik saptan-
mustir. Yillara gore pozitiflik oranlarinda anlamli
olarak azalma olmustur (p=0.031). Erigkin/cocuk
olarak bakildiginda, esas anlamli azalmanin erigkin-
lerde oldugu (p<0.001), ¢ocuklarda anlamli bir fark
olmadig1 goriilmiistiir (p=0.103) (Tablo 1).
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Tablo 1. Gelen ve calisilan 6rnek sayismin ve olgularin yillara gore dagihmi.

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 42(1):10-15, 2012

Olgu sayisi Pozitif olgu sayis1 (%)
Yil Gelen 6rnek sayisi Caligilan 6rnek sayisi (%) E* C* Toplam E* C* Toplam
2008 293 278 (94.9) 169 34 203 35 1 36 (17.7)
2009 531 515 (97) 278 98 376 11 10 21 (5.6)
2010 843 664 (78.8) 368 108 476 11 3 14.29)
2011 1210 1058 (87 .4) 535 239 774 8 8 16 (2.1)
Toplam 2877 2515 (87.4) 1350 479 1829 65 22 87 (4.8)
*E: Erigkin, C: Cocuk
Tablo 2. Yatan hastalardaki pozitifliklerin kliniklere ve yogun bakimlara gore dagilimi.

Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
Boliimler 2008 n % 2009 n % 2010 n % 2011 n %
Erigkin enfeksiyon 31 8§ 258 26 1 3.8 14 1 7.1 27 1 37
Erigkin hematoloji 24 5 208 44 0 42 1 24 62 2 32
Eriskin onkoloji 18 5 278 23 1 43 35 1 29 61 0
Erigkin gastroenteroloji 13 4 308 40 1 25 21 0 36 I 28
Eriskin diger 34 1 29 63 3 93 4 43 113 1 09
Erigin yogun bakim 17 8 471 14 2 23 1 43 38 2 53
Erigkin toplam 137 31 226 210 8 38 228 8 35 337 7 21
Cocuk 35 1 29 98 10 102 101 1 1 242 7 29
Cocuk yogun bakim 7 2 286 11 1 91
Cocuk toplam 35 1 29 98 10 102 108 3 2.8 253 8§ 32
Genel toplam 172 32 186 308 18 5.8 336 11 33 590 15 25
Tablo 3. Olgularin polikliniklere gore dagilmi.
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif

POLIKLINIKLER 2008 n % 2000 n % 200 n % 20 n %
Hematoloji 8 3 0 6 0
Enfeksiyon 5 0 15 0 39 0 37 1 2.7
Gastroenteroloji 1 0 4 0 47 0 112 0
Nefroloji 4 1 6 0
Onkoloji 9 0 25 3 0
Romatolojii 4 0 1 0
Genel Dahiliye 12 2 167 10 0 10 0 13 0
TOPLAM 18 2 111 29 0 116 1 09 178 1 0.6

Istek yapan boliimiin belirlendigi 1826 olgunun
1406°s1 (%77) yatan hastalara ait olup, eriskin/gocuk
ve klinik/yogun bakim olarak dagilimi Tablo 2’de
goriilmektedir. Yatan hastalarin %35 .4’linde pozitiflik
saptandi. Tabloda da goriildiigii gibi en yliksek oran
2008 yilinda erigkin yogun bakimlarinda tespit edil-
migtir. Yatan hastalardaki olgu sayisinda yillar igeri-
sinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir (p<0.001).
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Istek yapan boliimiin belirlendigi 1826 olgunun
341’1 (%18.7) poliklinik hastalarina ait bulundu.
Poliklinik hastalarinin %1.2’sinde pozitiflik saptan-
d1. Poliklinik hastalar1 arasinda ¢ocuk yas grubuna
rastlanmadi. Poliklinik hastalarinda da, pozitiflik
saptanan olgu sayisinda yillar icerisinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalmanin oldugu goriildii
(p=0.01) (Tablo 3).
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Tablo 4. Pozitif olgularin yatan hasta/yatilan giin sayis1 olarak dagilimr*.

Yil Yatan hasta Pozitif olgu Olgu pozitifligi/ Yatilan giin Olgu pozitifligi/
sayisi sayisl 1000 hasta sayisi sayisi 1000 hasta yatis giinii

2008 32.005 32 1 216.289 0.1

2009 37.447 18 0.5 250.792 0.07

2010 38.055 11 0.3 274.672 0.04

2011 39.738 15 04 280.457 0.05

Toplam 147.245 76 0.5 1.022.210 0.07

p<0.001 () trend analizi)

Olgularin 79 (%4.3)’u acil servise bagvuran hastalar-
di. Bu hasta grubunda da pozitiflik oraninin yillar
icinde anlamli olarak azaldig1 saptandi (p<0.001).

Yatan hastalardaki pozitif olgular yatan hasta sayisi/
yatilan giin sayist olarak degerlendirildiginde; 1000
hasta kabulii i¢in 0.5 ve 1000 hastanede yatig giinii
icin ise 0.07 oranlar1 bulundu ve yillar i¢in anlamli
azalma oldugu saptandi (Tablo 4) (p<0.001).

TARTISMA

C. difficile enfeksiyonlarinin morbidite ve mortali-
tesinde lilkelere ve merkezlere gore degisiklik
goriilmekle beraber, son donemlerde belirgin bir
artts s0z konusudur. Mikroorganizmanin viriilan-
sindaki farkliliklar ve uygulanan antibiyotik teda-
visindeki degisiklikler buna neden olarak gosteri-
lebilir 1419, Ozellikle 2000°1i yillardan sonra diin-
yanin ¢esitli iilkelerinden viriilans1 yiiksek C. diffi-
cile 027/NAP1/BI susu ile mortalite oran1 yiiksek
salginlar bildirilmigtir 7.

Yillar icinde C. difficile’de toksin tiretimini aragtiran
farkli yontemler gelistirilmis; onceleri yalnizca tok-
sin A’y1, daha sonralar1 toksin A ve B’yi birlikte
saptayan kitler hazirlanmig ve referans olarak kabul
edilen hiicre kiiltiirii sitotoksisitesi yontemi ile karsi-
lagtirmalar yapilmistir. Bu yontemlerin duyarlilikla-
11 %66-93, ozgiilliikleri ise %89-99 arasinda bildi-
rilmektedir *®. Uretici firma tarafindan laboratuvari-
mizda kullanilan testin duyarliligt %90.2 (%95 Cl,
84.1-94.2), ozgiilliigii ise %99.7 (%95 ClI , 98.8-99.9)
olarak belirtilmisgtir.

C. difficile’ye bagl enfeksiyonlarm sikliginin yapi-
lan cesitli caligmalarda, calisilan hasta grubunun
ozellikleri ve kurumlarin farkliliklart nedeniyle

degistigi gozlenmigtir. Calismamizi kapsayan 2008-
2011 yillar1 arsinda 87 hastada (%4.8) pozitiflik
saptanmustir. Yine calismamizda C. difficile’ye baglh
ishal (CDBI) 1000 hastanede yatis giinii icin 0.07
iken, 1000 hasta kabulii icin, 0.5 olarak bulunmus-
tur. Bu bulgular daha dnce hastanemizde yapilan ve
2004-2005 yillarimi kapsayan calismanin bulgula-
rindan daha diisiiktiir 1. Onceki calismada, hastane
kaynakli ishalli 44 olgunun 19°unda (%43) C. diffi-
cile toksin pozitifligi saptanmis ve CDBI insidansi
1000 hastanede yatig giinii i¢in 0.6 ve 1000 hasta
kabulii icin beg olarak tespit edilmistir. Biitiin oran-
lar yaklasik 10 kat daha yiiksektir. Bu ¢aligmada da
en yiiksek degerler 2008 yilinda saptanmis olup,
yillar icinde azalma olmustur. Iki calisma arasindaki
fark hastanemizdeki her gecen giin gittikce diizelen
antibiyotik kullanim1 ve enfeksiyon kontrol 6nlem-
lerinin etkin bir sekilde uygulanmasi olabilir. Ayrica
Tablo 1’de de goriildiigii gibi yillara gore laboratu-
vara gonderilen ornek sayist artmigtir. Klinik istem-
ler yeterince 6zenli yapilmaz ise pozitif olgu sayila-
riin diigmesi artmig ornek sayisi ile de aciklanabi-
lir. Ayrica onceki caligmanin prospektif ve nozoko-
miyal diyaresi olan erigkin grupta olmasi; bu ¢alis-
manin ise retrospektif tiim hastaneyi kapsayan bir
calisma olmas1 aradaki farki aciklayabilen bir bagka
nedendir.

Tungcan ve ark. @ yapmig oldugu bir c¢alismada;
2003-2004 yillarinda hastanede yatan ve antibiyotik
kullanim1 sonrasinda ishal geligen nétropenik olan ve
olmayan 149 hastada %22.8 oraninda C. difficile
toksin A/B pozitifligi saptanmistir. Turan ve ark.’nin
@) yapmig oldugu bir bagka caligmada; 2006-2007
yillarinda 72 CDBI siipheli hasta 6rneginden 12’sinde
(%16.7) ELISA ve toksijenik kiiltiir yontemleriyle
toksin pozitifligi saptanmisgtir.
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Oranlar arasindaki farkliliklar; kullanilan kitlerin
farkliligina, 6rneklerin saklanma ve incelenmesinde-
ki yontem farkliliklarina, hasta popiilasyonlarimin
farkliligina, hastanelerin antibiyotik kullanim politi-
kalarinin farkliligina, hastalarin hastanede yatis siire-
leri ve altta yatan hastalik varligina ve hastane enfek-
siyon kontrol oOnlemleri arasindaki farkliliklarin
enfeksiyon sikligina etkisiyle agiklanabilir.

Son yillarda pediatri servislerinde de C. difficile
enfeksiyonu goriilme sikliginda artig oldugu bildiril-
mekte ve bu hasta grubunun da yakindan izlenmesi
Onerilmektedir ?. Calismamizda da pediatrik yaslar-
da toksin pozitifligi diisiik cikmig, ancak yillara gore
anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu durumda
¢ocuk yas grubunda da bu enfeksiyonun olabilecegi
unutulmamalidir.

Yapilan caligmalarda; hastane ile iligkisi olmayan ve
bilinen risk faktorii bulunmayan saglikli kisilerde de
CDBI olgularinda artis bildirilmektedir. Bauer ve
ark. @® yapmisg oldugu bir caligmada; 2423 toplum
kaynakli CDBI siipheli diski &rneginin 37’sinde
(%1.5) toksin pozitifligi tespit edilmigtir. Caligma-
mizda poliklinige ve acile bagvuran olgularda daha
diisiik oranlarda olsa da pozitiflikler olmus, ancak
pozitif olgu sayilarinda yillara gore anlamlt bir fark
tespit edilmemigti. Altindig ve ark. @” yapmig oldugu
bir calismada poliklinik hastalarinin %15.5’inde ve
servis hastalarinin ise %17.1’inde C. difficile toksin
pozitifligi saptanmistir ve arada ¢ok az farkin oldugu-
nu vurgulanmigtir.

C. difficile’ye bagh ishalde onemli risk faktorleri
arasinda antibiyotik kullanimi, hastanede yatis siiresi
ve altta yatan hastalik varligi sayilabilir. Yapilan
caligmalarda; CDBI insidansi, dort haftanin iizerinde
hastanede yatig oykiisti, altta yatan hastalik ve kulla-
nilan antibiyotigin tiirtine bagl olarak arttig1 saptan-
mugtir 829,

Sonug olarak, dnemli bir nozokomiyal gastroenterit
etkeni olan C. difficile sikliginin azaltilmasi, yeterli
enfeksiyon kontrol onlemlerinin alinmast ve uygun
antibiyotik kullanim politikalar1 ile saglanabilir.
Bununla birlikte hastalara uygun tedavi i¢in C. diffi-
cile tanisinin dogru ve hizli sekilde yapilmasi gerek-
mektedir.
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