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Hastane kaynakl ishallerde Clostridioides (Clostridium) difficile
arastirilmasi

Eyyiip Kaya?, "*'Candan Oztiirk?, "*'Seda Tezcan Ulger?,
Hamide Kayal, "*'Sebahat Aslan Tek!
1 Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji AD, Mersin, Tiirkiye

0z

Amag: Clostridioides difficile enfeksiyonu, saglik hizmeti ile iliskili bir enfeksiyon olup 6zellikle
hastanede yatan hastalar i¢cin 6nemli mortalite ve morbidite kaynagidir. Calismamizda; hastane
kaynakli ishallerde C. difficile insidansini belirlemek icin yatan hastalarin gaita 6rneklerinde C.
difficile izolasyonu ve toksin varliginin arastirilmasi amaclanmistir. Yontem: Calismaya, Ekim
2020-Temmuz 2021 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Hastanesi'nde cesitli servislere
yatirilan, en az iki giin boyunca giinde licten fazla gevsek veya sulu diskilama yapan, iki yas
tizerinde 85 hasta dahil edilmistir. Sizdirmaz kaplarda toplanan gaita 6rneklerinde, 24-48 saat
icinde ‘Epilisa Fecal C. difficile Toksin A/B ELISA kiti (Epitope Diagnostics, Inc. ABD) kullanilarak
C. difficile toksin A/B varhgi arastirllmistir. ilave olarak gaita érnekleri; sikloserin, sefoksitin,
amfoterisin-B iceren C. difficile agar (Biomerieux, Fransa), ChromlID C. difficile agar (Biomerieux,
Fransa) ve %5 koyun kanli Columbia agar (Biomerieux, Fransa) besiyerlerine ekilmistir.
Besiyerleri 37°Clik etiivde anaerop ortamda 48-72 saat inkiibe edildikten sonra
degerlendirilmistir. C. difficile olarak tanimlanan kolonilerden Schaedler Anaerop buyyona
(Oxoid, Ingiltere) ekim yapilmis ve 48-72 saatlik anaerop inkiibasyonun sonunda ELISA
yontemiyle toksin varligl arastirilmistir. Bulgular: Calismamizda ELISA toksin A/B pozitifligi
%4.7 (4/85) olarak bulunmustur. Anaerop kiiltiirde tlireyen alti (%7.1) C. difficile izolatinin
tciinde toksin varligi saptanmistir (p=1.000). Hasta popiilasyonumuzda CDE sikhiginin %3.5
(n=3) oldugu belirlenmistir. Toksijenik kiiltlir referans test olarak alindiginda, ELISA Toksin A/B
testinin duyarlilik, 6zgullik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degeri sirasiyla; %100,
%98.8, %75 ve %100 olarak belirlenmistir. Sonug: Antibiyotik kullanim1 ve hastane yatisi ile
iliskili olan CDE'nun o6nlenmesinde akilci antibiyotik kullanimi ve uygun enfeksiyon kontrol
programlarinin g6z éntiinde bulundurulmasi gereklidir.
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Hastane kaynakli ishaller ve Clostridioides difficile

Investigation of Clostridioides (Clostridium) difficile in patients with
hospital-acquired diarrhea

Abstract

Aim: Clostridioides difficile infection is a healthcare-associated infection and is an important
source of mortality and morbidity, especially for hospitalized patients. In our study, we aimed to
determine the incidence of C. difficile in hospital-acquired diarrhea by isolating C. difficile and
investigating the presence of toxin in stool samples of hospitalized patients. Method: The study
included 85 patients over two years of age who had loose or watery stools more than three times
a day for at least two days and hospitalized in various wards at Mersin University Hospital
between October 2020 and July 2021. Stool samples collected in sealed containers were analyzed
for the presence of C. difficile toxin A/B using the 'Epilisa Fecal C. difficile Toxin A/B ELISA Kit'
(Epitope Diagnostics, Inc. ABD) within 24-48 hours. In addition, stool samples were cultured on
C. difficile agar containing cycloserine, cefoxitin, amphotericin-B (Biomerieux, Fransa), ChromID
C. difficile agar (Biomerieux, Fransa) and 5% sheep blood Columbia agar (Biomerieux, Fransa)
media. The media were incubated in an anaerobic environment at 37°C for 48-72 hours and then
evaluated. The colonies identified as C. difficile were inoculated on Schaedler Anaerobic Broth
(Oxoid, Ingiltere) and after 48-72 hours of anaerobic incubation, the presence of toxin was
investigated by ELISA method. Results: ELISA toxin A/B positivity was found to be 4.7% (4/85)
in our study. Six (7.1%) C. difficile isolates were isolated in anaerobic culture and the presence of
toxin was detected in three of them (p=1.000). The frequency of CDE in our patient population
was determined to be 3.5% (n=3). When toxigenic culture was taken as the reference test, the
sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value of ELISA Toxin A/B
test were determined as 100%, 98.8%, 75% and 100%, respectively. Conclusion: Rational
antibiotic use and appropriate infection control programs should be considered in the prevention
of CDE, which is associated with antibiotic use and hospitalization.
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Giris

Clostridioides (Clostridium) difficile
(C. difficile), hastane kaynakl ve antibiyotik
iligkili ishallerin en yaygin nedenlerinden
biridir. C. difficile enfeksiyonu (CDE) hafif
olabildigi gibi yasami tehdit edici olan
fulminant kolit, pseudomembranodz
enterokolit gibi ciddi seyirli hastaliklara
hatta toksik megakolondan %25-40'a varan
oranlarda 6liime neden olabilmektedir.12 C.
difficile, Gram pozitif, anaerop, spor
olusturan bir bakteridir. C. difficile saghkl
bireylerin %3'lnde, yenidoganlarin %15-
20'sinde ve hastanede yatan bireylerin %10-
30'unda bagirsak florasinin bir parcasi
olarak bulunabilmektedir.34

C. difficile enfeksiyonu gelismesinde,
antibiyotik  kullanimi 6nemli bir risk
faktoriidiir. Bircok enfeksiyonun tedavisinde
kullanilan genis spektrumlu antibiyotikler,
patojen organizmalarla birlikte normal
bagirsak florasim1 da baskilamaktadir.s
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Sadece toksin salgilayan C. difficile suslar
enfeksiyona yol ag¢maktadir. Toksin A
(enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) CDE
patogenezinden sorumludur.6 Hiperviriilan
suslar, toksin A ve toksin B disinda, aktine
6zgll bir ADP riboziltransferaz aktivitesine
sahip binary toksin denilen ti¢iincii bir toksin
tretmektedirler. Binary toksinler bir¢ok
toksijenik C. difficile susu tarafindan da
tretilmektedir.’

Sporlar CDE’nin bulasmasinda ve
niiksetmesinde 6nemli rol oynamaktadir C.
difficile sporlari, enfekte bireylerin ve
asemptomatik tasiyicilarin diskilamasiyla
atilmakta ve hastane ortaminda
kontaminasyona yol acmaktadir. C. difficile
sporlari, hastane ylzeyleri ve ekipmanlari
gibi cansiz ortamlarda uzun siire canh
kalabilmektedir. Dolayisiyla potansiyel bir
enfeksiyon kaynagi olarak islev
gorebilmektedir.8
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Toksijenik kiiltiir ile hiicre kiiltiirii
sitotoksin testleri kesin tami icin altin
standart olarak kabul edilmektedir ancak C.
difficile'nin laboratuvar tanisi i¢in, glutamat
dehidrojenaz (GDH) antijeni ve ELISA toksin
A/B testini iceren algoritmada niikleik asit
amplifikasyon  testlerinin  kullanilmasi
Onerilmektedir.?

Avrupa C. difficile Calisma Grubu
(ESGCD)'nun onciiliigiinde ilkemizin de
dahil oldugu 14 farkh iilkeden ishali ve
toksijenik kiiltiir sonucu pozitif olan 38
hastanenin katildig1 bir ¢alisma yapilmis, 14
tilkenin CDE insidans1 0.13-7.1/10.000,
ortalama insidans ise 2.45/10.000 kisi basi
olarak tespit edilmistir.10 CDE 2003'ten 6nce
az sayida bildirilmistir, ancak 2003’ten sonra
Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve
Kanada'da birden ¢ok CDE salgin
bildirilmistir.”11  ABD'de 2017 yilinda
223.900 vaka, 12.800 6liim meydana gelmis
olup 1 milyar USD degerinde ek maliyet
olusmustur. Avrupa’daise C. difficile kaynakl
123.997 vaka, 3.700 6liim meydana gelmis
ve hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda
en c¢ok goriilen sekizinci mikroorganizma
olarak bildirilmistir.12

Calismamizda; hastane kaynakl
ishallerde C. difficile insidansim belirlemek
icin yatan hastalarin gaita 6rneklerinde C.
difficile izolasyonunun ve toksin varliginin
arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem
Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Mersin Universitesi
Rektorligu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan, 01/04/2020 tarihli 2020/267
saylll karar numarasi ile onaylanmistir.
Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan 2021-1-TP3-
4337 numarasi ile desteklenmistir.

Hasta Secimi

Calismaya, Ekim 2020-Temmuz 2021
tarihleri arasinda Mersin  Universitesi
Hastanesi'nde cesitli servislere yatirilarak
tedavi edilen en az iki glindiir antibiyotik
tedavisi alan, en az iki giin boyunca giinde
ticten fazla gevsek veya sulu diskilama yapan
iki yas tlizerindeki 85 hasta dahil edilmistir.
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Calisma icin hastalardan veya
ebeveynlerinden onay alinmistir. Calismaya
iki yas altindaki hastalar, kat1 kivamh gaita
ornekleri, rektal strinti ornekleri ve
kolonoskopik oOrnekler dahil edilmemistir.
Her hastaya ait sadece bir gaita Ornegi
calisiimistir.

Gaita Ornekleri, serum fizyolojik ile
lam-lamel arasinda mikroskopik incelenmis,
eritrosit ve lokosit varligt yonlinden
degerlendirilmistir.

Toksin A/B Varliginin Saptanmasi

C. difficile toksin A/B'nin Kkalitatif
tespiti icin sandivi¢ ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) prensibi ile ¢alisan
Epilisa Fecal C. difficile Toksin A/B ELISA Kit
(Epitope Diagnostics, Inc. ABD)’i kullanilarak
tretici firmanin Onerileri dogrultusunda
calisilmistir.  Hastalardan alinan gaita
ornekleri, 2-8°C’de muhafaza edilmis, 24-48
saat icinde c¢alisilmistir.

Anaerop Kiiltiir

Gaita ornekleri, 1:1 oraninda %96'lik
etil alkol ile karistirilarak oda 1sisinda 45-60
dk vortekslenmis ve 2500 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Sedimentten 100’er pl
alinarak sikloserin, sefoksitin amfoterisin-B
iceren Clostridium difficile agar (CLO)
(Biomerieux, Fransa), ChromID C. difficile
agar (CDIF) (Biomerieux, Fransa) ve
fenotipik karekterizasyon icin %5 koyun
kanli Columbia agar (COS) (Biomerieux,
Fransa) besiyerlerine ekilmistir.
Calismamizda standart sus olarak Refik
Saydam Ulusal Tip Kiltir Koleksiyonu
Laboratuvart (RSKK)'ndan temin edilen
American Type Culture Collection (ATCC)
9689 C. difficile susu kullanilmistir.

Besiyerleri, anaerop ortam saglayici
(Genbox Anaero, kuru system, Biomerieux,
Fransa) ve resazlrin indikatér (Anaer
indikatér, Biomerieux, Fransa) 2.5 L
anaerobik kavanoza (Biomerieux, Fransa)
yerlestirilmistir. Besiyerleri 37°C’lik etiivde
48-72 saat inkiibe edilmistir. Kenarlar 2.5
mm c¢apinda filamantdz, topaklanmis cam
benzeri, opak gorinimli, tipik at pisligi
kokusu, Gram pozitif basil ve katalaz testi
negatif olan koloniler VITEK® 2 Compact
cihazi ile tammmlanmistur.
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C. difficile  olarak tanimlanan
kolonilerden Schaedler Anaerop buyyona
ekim  yapilmis ve  48-72 saatlik
inkiibasyonun sonunda ELISA yoOntemiyle
toksin varligl arastinlmistir. izolatlar %16
gliserolli triptik soy buyyonda (Oxoid,
Ingiltere) -20°C’de saklanmistir.13

Istatistiksel Analiz

Siirekli  6lcimlere ait normallik
kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test
edilmistir. Hastanin = kemoterapi alip
almamasina, toksijenik kiiltiir ve ELISA
testlerine gore siirekli olciimler arasindaki
farkliliklar icin Student ¢t testinden
yararlanilmistir. Tamimlayic1 istatistikler
olarak ortalama ve standart sapma degerleri
verilmistir.

Kategorik degiskenler arasindaki
farkliliklar icin ise Pearson ki-kare ve Fisher
Exact ki-kare testlerinden yararlanilmistir.
Tanimlayici istatistikler olarak say1 ve ytlizde
degerleri verilmistir. Ayrica, kiiltiir testi ile
ELISA testleri arasindaki uyum icin Cohen
Kappa istatistiginden  yararlanilmistir.
Testlere ait duyarhlik, 6zgiillik, pozitif ve
negatif prediktif degerleri hesaplanmistir.
[statistik anlamlilik olarak p<0.05 alinmigtir.

Bulgular

Calismamizda C. difficile’ye bagli ishal
insidansi, 1000 hasta kabulii icin 35.3 ve

Tablo 1. Hastalarin servislere gore dagilimi

1000 hastane yatis giinii icin ise 4.2 olarak
tespit edilmistir.

Calismaya dahil edilen 85 hastanin
36’s1 (%42.4) kadin, 49'u (%57.6) erkektir.
Toplam seksen bes hastanin yas aralig1 3-87,
yas ortalamast 43.5 + 24.1 olarak
bulunmustur. Erkeklerin yas ortalamasi 39.1
+ 23.8, kadinlarin ise 49.5 * 23.4 olarak
hesaplanmistir (p=0.049). Hastalarin
servislere gore dagilimi Tablo 1'de
gosterilmistir. Hastalarin 29'unda (%34.1)
karin agrisi, 10'unda (%11.8) ates, dérdiinde
(%4.7) ise her iki semptom birlikte
bulunmaktaydi. Mikroskobik incelemede
gaita orneklerinin 62’sinde (%72.9) lokosit
ve eritrosit saptanmazken, 14’tinde (%16.5)
yogun l6kosit, dokuzunda (%10.6) az sayida
l6kosit saptanmistir. Hastalarin 10’unun
(%11.8) gaita Orneginde yogun eritrosit,
13’tinde (%15.3) nadir eritrosit
gorilmiistir. Calismaya dahil edilen
hastalarin 27’sinde (%31.8) lokositoz,
42’sinde (%49.4) hipoalbuminemi, 28’inde
(%33.0) serum kreatinin seviyesi >1.5
mg/dL’nin tizerindedir (Tablo 2).

Anaerop Kkiiltiir ile 85 hastanin
20’sinde (%23.5) Clostridium tiirleri izole
edildi. VITEK 2 (Biomeriux, Fransa) sistemi
ile yedisi (%8.2) C. clostridioforme, altisi
(%7.1) C. difficile, ikisi (%2.3) C. novyi, ikisi
(%2.3) C. sordelli, biri (%1.2) C. baratii, biri
(%1.2) C. sporogenes ve biri (%1.2) C
subterminale olarak tanimlandi.

Eriskin (n=65)

Cocuk (n=20)

Servis Say1 (n) % Servis Say1 (n) %
Tibbi onkoloji 14 21.5 (. Onkoloji 6 30.0
Gastroenteroloji 11 16.9 C.Hematoloji 5 25.0
Genel cerrahi 11 16.9 C. Enfeksiyon Hastaliklari 5 25.0
Hematoloji 10 15.4  C.Nefroloji 4 20.0
Nefroloji 10 15.4

Enfeksiyon Hastaliklari 5 7.7

Noroloji 4 6.2

Toplam 65 100.0 Toplam 20 100.0
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Tablo 2. Hastalara ait klinik ve biyokimyasal veriler

Hasta verileri Referans Deger Say1 (n) Yiizde (%) p
WBC (x103 /pL) <11 58 68.2 0.476
>11 27 31.8
Albumin (g/dL) <3 42 49.4 0.394
>3 43 50.6
Kreatinin (mg/dL) <15 57 67.0 0.308
>1.5 28 33.0
Karin Agrisi Yok 56 65.9 0.462
Var 29 34.1
Ates Yok 75 88.2 0.776
Var 10 11.8
Gaitada PMNL Yok 62 72.9 0.525
Var 23 27.1
Gaitada RBC Yok 62 72.9 0.385
Var 23 27.1
Calismamizda ELISA toksin A/B CDE pozitif hastalarda lokositoz

pozitifligi %4.7 (n=4) olarak bulunmustur.
Anaerop kiiltiirde iireyen alti (%7.1) C
difficile izolatinin, tg¢ilinde toksijenik kiiltiir
ile toksin varlig1 saptanmis, kalan {iglinde ise
saptanmamistir (p=1.000). Hasta
popiilasyonumuzda CDE sikhig1 %3.5 (n=3)
olarak belirlenmistir (Tablo 3).

Toksijenik kiiltiirii pozitif olan iki
eriskin hastanin biri nefroloji, digeri
hematoloji hastasi olup yas ortalamalari
65’tir. Toksijenik kiiltiiri pozitif olan 7
yasindaki  hasta  pediyatrik  onkoloji
hastasidir. Kiiltiirde C. difficile iiremesi olan
ve ELISA toksin A/B pozitif bulunan bir
hastanin  toksijenik  kiiltiiri ~ negatif
bulunmus olup yalanc pozitiflik olarak
degerlendirilmistir. Bu hasta 23 yasindaki
bir gastroenteroloji hastasi idi. Toksijenik C.
difficile izolatlarinin izole edildigi gaita
orneklerin ikisinde lokosit  varligi
goriilirken, non-toksijenik o6rneklerde ve
toksin pozitif olan bir hasta 6rneginde
16kosit saptanmamistir (Tablo 4).
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%33.3 (n=1), CDE negatif hastalarda ise
%31.7 (n=26) oranminda (p=1.000); CDE
pozitif hastalarda hipoalbuminemi %66.7
(n=2), CDE negatif hastalarda %47.1 (n=40)
oraninda (p=0.611); >1.5 mg/dL'nin
tzerindeki serum kreatinin dilizeyi CDE
pozitif hastalarda %33.3 (n=1), CDE negatif
hastalarda ise %33 (n=28) oraninda
(p=1.000) belirlenmistir (Tablo 5).

ELISA toksin A/B testinin duyarlilik,
ozgullik, pozitif prediktif deger ve negatif
prediktif degeri sirasiyla; %100 (30.48-
100.0), %98.8 (93.37-99.80), %75 (20.34-

95.88) ve %100 (95.5-100.0) olarak
belirlenmistir (Cohen Kappa=0.851;
p<0.001).

Calismamizda kemoterapi alan 2/33
hastada hem ELISA toksin A/B hem de
toksijenik kiiltiir yontemi ile pozitiflik
saptanmis olup bu grupta CDE orani
%6.1’dir. Kemoterapi almayan 52 hastanin
birinde (%1.9) CDE tespit edilmistir
(p=0.373) (Tablo 5).
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Tablo 3. C. difficile toksin A/B ve toksijenik kiiltiir test sonuclari

ELISA Toksin A/B Toksijenik Kultiir
Cinsiyet Toksin (+) Toksin (-) Toplam Cinsiyet Toksin (+) Toksin (-) Toplam
Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
Kadin 2 5.6 34 94.4 36 100 Kadin 1 2.8 35 97.2 36 100
Erkek 2 4.1 47 95.9 49 100 Erkek 2 4.1 47 95.9 49 100
Toplam 4 4.7 81 95.3 85 100 Toplam 3 3.5 82 96.5 85 100
Tablo 4. Toksin pozitif bulunan hastalarin demografik 6zellikleri
No Cinsiyet Yas Bolim Altta Yatan  Antibiyotik KT/RT Karin Ates Gaitada WBC Albumin Serum ELISA  Kiltlr*
Hastalik Agrisi Lokosit  (x103 (g/dL) Kreatinin = Toksin
/ul) (mg/dL)  A/B
1 K 23 GE Hemoroid,
CIP, MET, ONZ - - - - 9.28 3.1 0.51 + -
Chron
2 E 7  Cocuk .
ALL CIP, MEM, TEI KT - - - 0.49 2.44 0.14 + +
Onkoloji
3 E 53 Hematoloji AML,
CRO, MEM, PPI KT + - + 8.65 3.44 0.56 + +
Hemoroid
4 K 77 Nefroloji DM, KAH,
KBY AMS, MEM, PPI - + - + 13.83 2.18 2.86 + +

ALL: Akut lenfoblastik l6semi, AML: Akut miyeloid 16semi, AMS: Ampisilin sulbaktam, CIP: Siproflaksasin, CRO: Seftriakson, DM: Diabetes mellitus, GE:
Gastroenteroloji, KAH: Kronik akciger hastaligi, KBY: Kronik bobrek yetmezligi. KT/RT: Kemoterapi/Radyoterapi, MEM: Meropenem, MET: Metronidazol, ONZ:
Ornidazol, PPI: Proton pompa inhibitérii, TEl: Teikoplanin, *Toksijenik Kiiltiir
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Tablo 5. CDE pozitif ve negatif hastalarin klinik 6zellikleri

CDE CDE
Parametre Pozitif hastalar negatif hastalar p
% (n) % (n)
Lokositoz (>11 x103 /uL) 33.3 (n=1) 31.7 (n=26) 1.000
Hipoalbuminemi (< 3 g/dL) 66.7 (n=2) 47.1 (n=40) 0.611
Kreatinin (> 1.5 mg/dL) 33.3 (n=1) 33 (n=28) 1.000
Kemoterapi alan 6.1 (n=2) 93.9 (n=31) 0.373
Kemoterapi almayan 1.9 (n=1) 98.1 (n=51) 0.506

Tartisma

Ulkemizde yapilan cesitli
calismalarda C. difficile toksin A/B pozitiflik
oranl %3.2-24 arasinda degismektedir.14
ELISA toksin A/B pozitiflik oranlar,
Hindistan’da  %10-17 arasinda olup
Avrupa’da %30'a kadar degisebilmektedir.
Farkli ¢alismalarda C. difficile prevalansi,
ishali olmayan hastalarda %?2-4 ve ishalli
hastalarda %7-30 civarindadir.1s

C. difficile enfeksiyonlarinin insidansi
ve siddeti 2000°1li yilarin baslarinda artis
gostermistir. Bu artisa ozellikle
moksiflaksasin gibi florokinolonlara direncli
ve enzimatik ve baglayici komponentlerinin
cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlandigi
binary toksin olusturan BI/NAP1/027
ribotipi, Kanada, ABD, Avrupa. Dogu Asya ve
Avustralya gibi lilkelerde salginlara neden
olmustur. Bu salginlar, C. difficile suslarinin

global olarak  siirveyans  ihtiyacini
arttirmigtir.16

Biiyiikbaba Boral'in!? 1998-2000
yillar1 arasinda yaptifi c¢alismada, 360

hastanin gaita orneginde toksin A sikhig
%4.7 iken, 2000-2002 yillar1 arasindaki
calismasinda 400 hastada toksin A/B
varligimi %12 olarak saptamistir. Bu
calismada 2000 yili sonrasi goriilen ytiksek
pozitiflik orani, 2000 yili 6ncesinde sadece
toksin A’'y1 saptayan Kkitin kullanilmasi ve
toksin A-/B+ varyantlarin
belirlenememesine baglanmistir. Calismalar,
her iki toksini tespit edebilen kitlerin
kullanilmasi gerektigini vurgulamaktadir.
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ELISA testi yliksek 6zgiilliige sahiptir.
Testin pozitif olmasi icin gaitada, hem toksin
A hem de toksin B'den 100-1000 pg
bulunmasi gerekmektedir.!8 Gaitadaki toksin
A/B miktar1 belirli bir sinirin altinda ise

yanlis negatif sonuclara yol acabilir.
Calismamizda kullanilan Kkitin  analitik
duyarlilign  yaklasik 25.000 pg/ml'dir.

Kullanilan kitlerin duyarhilik farkindan
kaynakli yanlis negatifler ortaya ¢ikmis
olabilir. Yanlis negatif  sonuglarin,
numunenin uygunsuz saklanmasi nedeniyle
toksinlerin proteolitik ayrismasindan da
kaynaklanabilecegi belirtilmistir.19
Calismamizda, ornekler 2-8°C’de muhafaza
edilmis olup 24-48 saat i¢cinde ¢alisildigindan
toksin ayrisma olasiliginin ihmal
edilebilecegi kanaatindeyiz.

Kostul ve ark.20 2010-2011 tarihleri
arasinda Mersin Universitesi Hastanesi'nde
158 gaita Ornegini incelemis, 18 (%11.4)
hastada C. difficile toksin A/B pozitif
bulmustur. 16 (%88.8)’sinin 0-18 yas grubu,
bunlardan dokuzunun 0-2 yas aralifinda
oldugu saptanmistir. Deniz ve ark.nin?! 2011
yilindaki ¢alismasina dahil edilen 1-18 yas
grubundaki 20 hastanin 13’tinde (%65)
toksijenik kiiltir pozitifligi saptanmistir.
Bizim calismamizdan farkl olarak <2 yas
cocuklarda da C. difficile toksin varhiginin
arastirlldigt  gorilmektedir ancak bazi
kaynaklar bu yas grubunda C. difficile
arastirmanin klinik 6neminin olmadigini
belirttiginden bu yas grubu calismamiza
dahil edilmemistir.2223 Yiiksek ELISA toksin
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A/B oranlarinin ¢ocuklardaki yiliksek C.
difficile kolonizasyonuna bagh olabilecegini
diistinmekteyiz.

Altindis ve ark.2¢ 2007 yi1linda yapmis
olduklar1 calismada, dahiliye (%41.7),
enfeksiyon  hastaliklarn  (%15.3) ve
cerrahi/anestezi/yogun bakim
tnitelerindeki (%12) toplam 91 hastadan
alinan gaita 6rneklerinde C. difficile toksin
A/B arastirmiglar ve 13 (%14.3) hastada
pozitiflik tespit etmislerdir. Andrés-Lasheras
ve ark.25 2019 yilindaki ¢alismasinda tespit
edilen dokuz toksijenik izolatin besi (%55.6)
acil servis, Ucli (%33.3 dahiliye ve biri
(%11.1) gastroenteroloji hastalarindan izole
edilmistir.  Bizim c¢alismamizda  CDE
saptanan hastalarin biri nefroloji (%1.2), biri
hematoloji (%1.2) ve biri ¢ocuk onkolojisi
(%1.2) boliimlerinde yatan hastalardir.

Sahin ve ark?s 2017 yilinda
Hematoloji ve Onkoloji birimlerine basvuran
toplam 135 hastanin 12’sinde (%8.9),
malignite nedeniyle kemoterapi alan
hastalarin sekizinde (%9.4) C. difficile toksin
A/B pozitif saptamistir. Hung ve ark.27 2021
yilinda 528 CDE tanisi almis hastanin dahil
edildigi calismada hastalarin 77’sinde
hematolojik onkolojik malignite oldugunu
vurgulamistir. Calismamizda kemoterapi
alan 33 hastanin ikisinde hem ELISA toksin
A/B hem toksijenik kiltiir yontemi ile
pozitiflik saptanmis olup, bu grupta CDE
oranl %6.1’dir. Kemoterapi almayan 52
hastanin birinde (%1.9) CDE tespit edilmistir
(p=0.373).

Er ve ark.28 2016 yilinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde CDE
sikhgimm  0.78/10.000  hasta-giin  ve
0.78/1.000 hasta olarak  bulmustur.
Avrupa'da 10.000 hasta giinii icin CDE
insidans1 3.2 vaka olarak bulunmustur.2s
Calismaya dahil edilen yatan hastalardaki
toksijenik kiiltlirii pozitif olgular yatan hasta
sayisi/yatilan giin sayisl olarak
degerlendirildiginden  ¢alismamizda; C
difficile’'ye bagl ishal insidansi, 1000 hasta
kabulii icin 35.3 ve 1000 hastane yatis glinii
icin ise 4.2 olarak tespit edilmistir (p<0.001).

Ozyurt ve ark!® 2016 yilindaki
calismasinda EIA toksin A/B testi ile %5.5
(n=11) pozitiflik saptamustir. Oksiiz ve ark.2?
2017 yilinda C. difficile toksin A/B ELISA kiti
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ile %2.8 (n=3) oraninda pozitiflik bulmustur.
Xiao ve ark.30 2020 yilinda toksijenik C.
difficile insidansim1 %17.3 (n=26) olarak
bulmustur. Calismamizda ELISA toksin A/B
pozitifligi %4.7 (n=4) olarak bulunmustur.
Hasta popiilasyonumuzda CDE sikligit %3.5
(n=3) olarak belirlenmistir. Calismamizdaki
sonuglarin diger c¢alismalar ile uyumlu
oldugu gorilmistir. ELISA toksin A/B
pozitiflik oranlarindaki farkliligin; kullanilan
kitlerin  yontem/uygulama  farkliligina,
calismaya dahil edilen hastalarin yas
grubunun degiskenligine, gaita 6rneklerinin

saklanma  kosullarina ve  inceleme
farkliliklarina, saghk merkezlerinin
antibiyotik yOnetim politikalarinin

farkliligina, hastalarin yatis streleri ve
kronik hastaliklarin varlig1 gibi nedenlerden
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Ulkemizde ve ¢esitli iilkelerde ELISA
toksin A/B testleri kullanilarak yapilan
calismalarda test duyarhiligt = %45-99,
ozgulliglh %75-100 arasinda bildirilmistir.31
Ozyurt ve ark.1 2016 yilinda EIA toksin A/B
testinin PPD ve NPD sirasiyla %100 ve %98.9
olarak bulmustur. Xiao ve ark.3 2020 yilinda
ELISA toksin A/B testinin PPD ve NPD'leri
sirasiyla %100.0 ve %88.4 olarak tespit
etmistir. Bizim calismamizda, ELISA toksin
A/B testinin duyarlilik, 6zgiilliik, PPD ve NPD
sirasiyla; %100 (30.48-100.0), %98.8
(93.37-99.80), %75 (20.34-95.88) ve %100
(95.50-100.0) olarak belirlenmistir.
Toksijenik kiiltlir testi referans olarak
alindiginda ELISA toksin A/B testi ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
uyum oldugu tespit edilmistir (Cohen
Kappa=0.851; p<0,001). Bulgularimiz CDE
tanisinda ELISA toksin A/B testinin giivenilir
oldugunu gostermistir ancak ELISA toksin
A/B pozitif oldugunda bu sonucun toksijenik
kiltir veya  molekiiler  ydntemlerle
dogrulanmasi gerektigi bilinmektedir.

Vishwanath ve ark.32 2013 yilinda C.
difficile kultir pozitiflik oranin1 %8 olarak
tespit etmistir. Lall ve ark.15 ishal olmayan
kontrol hastalarinda kiltiir pozitifligini %0
olarak bulmustur. Andrés-Lasheras ve ark.25
2019 yilinda kiiltiir yontemi ile izole edilen
14 (%10.2) izolatin 9’'unun (64.3) toksijenik
oldugunu tespit etmistir. Calismamizda C.
difficile kiultir pozitifligi %7.1 (n=6),
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toksijenik kiiltlir pozitifligi ise %3.5 (n=3)
olarak bulunmustur.

Amerika Enfeksiyon Hastaliklari
Dernegi (IDSA) ve Amerika Saghk
Epidemiyoloji Dernegi (SHEA) tarafindan
2017 yilinda yayinlanan kilavuzlarda, 16kosit
15.000 hiicre/mL veya serum Kreatinin >1.5
mg/dL olan hastalar siddetli CDE olarak
kabul edilmistir.® Lee ve ark.33 2021 yilinda
toksijenik kiiltirii pozitif ve negatif olan
hastalar arasinda lokosit ve serum kreatinin
diizeyi yiiksekligi acisindan anlaml bir fark
olmadigini bildirmistir. Calismamiza dahil
edilen hastalarin ikisinde hafif - orta, birinde
ise siddetli CDE goriilmistiir. Calismamizda
C. difficile lireyen ve lremeyen hastalar
arasinda albumin, Kkreatinin ve lokosit
diizeyleri acisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamaistir (p>0.05). Bu
degerlerin siirekli degiskenler olmasindan
dolay1 normalden diisik veya yiiksek
olabilmektedir.

Cesitli  enfeksiyonlarin tedavide
kullanilan antibiyotikler iilkeler, hastaneler
ve hatta farkh servislerde bile degisiklik
gosterebilmektedir. Cogu  antibiyotigin
kullanimi CDE patogenezi ile
iliskilendirilmis, ozellikle 2. 3. 4. kusak
sefalosporinler, karbapenemler,
florokinolonlar ve klindamisinin hastane
kaynakli CDE icin en yiiksek riski teskil ettigi
bulunmustur.3+ Lee ve ark33 toksijenik
kiltird pozitif tespit edilen 158 hastanin
79’unda (%50) sefalosporinlerin
(seftazidim/seftriakson, sefepim,
sefuroksim, sefazolin), 29’unda (%18.4)

karbapenemlerin, 20’sinde (%12.7)
glikopeptidlerin, 17’sinde (%10.8)
penisilinlerin kullanildigini tespit

etmislerdir. Ayrica 38 (%24.1) hastanin
proton pompa inhibitori (PPI), 27 (%17.1)
hastanin H2 reseptor antagonisti, 41
(%25.9) hastanin steroid kullandigini
bildirmislerdir. Hung ve ark.2’? toksijenik C.
difficile izole edilen 77 hastanin 31’inde
(%40.3) sefalosporinlerin (sefazolin,
sefuroksim, seftazidim, seftriakson,
sefepim), 18’inde (%23.4) penisilinlerin,
altisinda (%7.8) karbapenemlerin, altisinda
(%7.8) florokinolonlarin, dérdiinde (%5.2)
glikopeptidlerin, 32’sinde (%41.6) PP],
yedisinde (%9.1) H: reseptor blokori ve
20’sinde (%26.0) steroid kullanildigini
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belirtmislerdir. Calismamizda kemoterapi
alan hastalardan biri (%50) ti¢lii antibiyotik
(siproflaksasin, meropenem, teikoplanin),
diger biri (%50) ikili antibiyotik (seftriakson,
meropenem) kullaniminin yanisira PPI
kullanmistir. Kemoterapi almayan hasta ikili
antibiyotigin (ampisilin sulbaktam,
meropenem) yani sira PPl de kullanmistir
(Tablo 4).

fleri yastaki hastalarda CDE riskinin
fazla olmasi, yasa bagl olarak gelisen kronik
rahatsizliklarin varligi, bagisiklik sisteminin
zaylflamas1 sonucu noétrofillerin 6ldiirme
yeteneginin (fagositoz) azalmasi, fekal
floradaki degisiklikler ve  toksinlerin
notralize edilememesi gibi nedenlerden
kaynaklanabilmektedir.!> Hung ve ark.2?
calismalarindaki CDE pozitif hastalarin
altisinda (%7.8) hipertansiyon, besinde
(%6.5) diabetus mellitus, ikisinde (%2.6)
kronik bobrek yetmezligi, birinde (%1.3)
kongenital kalp yetmezligi, birinde (%1.3)
siroz gibi kronik rahatsizliklar1 risk
faktorleri  olarak  tespit  etmislerdir.
Calismamizda toksijenik Kkiltirt pozitif
saptanan hastalarda; ALL (1/3), AML (1/3),
hemoroid (1/3), diabetus mellitus (1/3),
kronik akciger hastaligi (1/3) ve kronik
bobrek hastaligi (1/3) komorbidite olarak
tespit edilmistir (Tablo 4).

Calismamizin kisithiliklarindan biri
biitce yetersizligi nedeniyle C. difficile
disindaki diger bakteriyel, paraziter ve viral
ishal etkenlerinin arastirilmamis olmasidir.
Diger yandan pandemi siireci nedeniyle
orneklem buyiikligi 85 olarak belirlenmis
olup; antibiyotik duyarhliklari, hiicre kiiltiirii
sitotoksite testi, toksin B geni (tcdB), binary
toksin genleri (cdtA ve cdtB) ve tcdC geninde
niikkleotid 117'de tek baz delesyonu
arastirllamamaistir.

Sonug¢

Sonu¢ olarak c¢alismamiz Mersin
Universitesi Hastanesi'ne bagvuran hastalari
temsil eden tek merkezli bir ¢alismadir.
Bulgularimizin, gelecekte yapilacak olan
calismalara kaynak teskil edebilecegini
diisinmekteyiz. Calismamizda ve tilkemizde
yapilan calismalarda da goriildigii gibi CDE
goriilme oranlar1 simdilik diistiktiir. Ancak
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mevcut durum, hiperviriilan suslarla
degisebilir ve CDE ciddi bir sorun haline
gelebilir. Saglik hizmetlerinde C. difficile'nin
Oonlenmesi icin etkili bir enfeksiyon kontrol
programi o6nem tasimaktadir. El hijyeni,
hasta izolasyonu, c¢evre temizligi ve
antimikrobiyal yonetim, CDE’yi 6nlemenin
temel taslaridir.

Ulkemizde C. difficile konusundaki
calismalar olduk¢a smirhdir. Gelecekte
ortaya ¢ikabilecek hipervirulant C. difficile
kaynakli olusabilecek enfeksiyonlarin tespiti
ve kontrolii agisindan, her hastanenin kendi
tan1 ve takip sistemini olusturmasi, daha
uzun stlreli takip edilen, kapsamli, ¢ok
merkezli ve slirveyans calismalara ihtiyac
oldugunu diisiinmekteyiz.
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