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Ozet: Clostridium difficile, asemptomatik tastyicihik, ilimli diyare, psddomembransiz kolit, psédomemranoz kolit (PMK), fulminant
kolit/toksik megakolon gibi ¢ok gesitli klinik tablolara neden olabilen insan gastrointestinal sistem mikrobiyota iiyesi, gram pozitif,
sporlu anaerob ¢omakeiktir. Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi sonrasi kolonda bulunan C.difficile suslar1 ekolojik avantaj
kazanip ¢ogalmakta ve toksin sentezleyerek ishale neden olmaktadir. Son 20 yilda gerek hastane, gerekse toplum kaynakli
C.difficile enfeksiyonlarinin insidans ve mortalitesinde belirgin bir artis oldugu goze carpmaktadir. Bu caligmada Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hastanesi Hematoloji ve Onkoloji kliniklerinde terapotik veya proflaktik amagh genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi sonrasinda ishal gelisen hastalarin digkisinda toksijenik C.difficile varhginin iki farkli immiindiagnostik testin
yanisira molekiiler test kullanilarak aragtirilmasi amaglanmustir. Ocak- Haziran 2015 tarihleri arasinda Hematoloji ve Onkoloji
kliniklerinde yatan ve diyare gelisen 82 hastanin digki 6rnekleri incelenmistir. Digki 6rnekleri kapakli, sizdirmaz transport diski
kaplarinda bir saat icinde Mikrobiyoloji laboratuvarina ulagtirilmigtir. Glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH) ve toksin A ve B
saptamada EIA (enzim immunoassay) yontemi (TECH LAB, Inc.), toksin B genini saptamada ise real-time PCR yontemi (BD
GeneOhm™ Cdiff Assay) kullamilmigtir. Elli alti 6rnekte her ti¢ testle negatif sonug elde edilmis olup, dokuz hastada da yapilan
testlerden en az iki tanesi pozitif olarak bulunmustur. Ug hastada ise EIA (GDH, toksin A ve B) testleri pozitif iken molekiiler
yontemle negatif sonug alindi. Molekiiler yontem ile saptanan ve yalanci negatiflik olarak kabul ettigimiz bu durumun tcdB geninde
gerceklesen mutasyon veya sadece toksin B-/binary toksin sentezleyen sus nedeniyle oldugu diisiiniilmiistiir. GDH EIA testinin
riskli hasta gruplarina uygulanacak giivenirlilikte bir tarama testi oldugu ve GDH pozitifligi durumunda ise toksin A ve B saptayan
immiindiagnostik testler veya toksin B genini saptayan molekiiler testlerden biriyle sonucun dogrulanmasmnim uygun bir yaklagim
olacagi sonucuna varildi. Bu calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji ve Onkoloji
kliniklerinde terapotik veya proflaktik amagli genis spekturumlu antibiyotik kullanimi sonrasinda ishal gelisen hastalarin diskisinda
toksijenik C.difficile varhginin iki farkli immiindiagnostik testin yanisira molekiiler test kullamilarak arastirilmasi amaglanmugtir.
Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda Hematoloji ve Onkoloji kliniklerde yatan ve diyaresi olan 82 hastanin diski ornekleri
incelenmistir. Digki ornekleri kapakl, sizdirmaz transport diski kaplarinda bir saat icinde Mikrobiyoloji laboratuvarina
ulastinnlmistir. Glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH) ve toksin A ve B saptamada EIA (enzim immunoassay) yontemi (TECH LAB,
Inc.), toksin B genini saptamada ise Real-Time PCR yontemi (BD GeneOhm™ CdiffAssay) kullanilmstir. Elli alti 6rnekte her ¢
testle negatif sonugc elde edilmis olup, dokuz hastada da yapilan testlerden en az iki tanesi pozitif olarak bulunmustur. Ug hastada ise
EIA (GDH, toksin A ve B) testleri pozitif iken molekiiler yontemle negatif sonug alindi. Molekiiler yontem ile saptanan ve yalanci
negatiflik olarak kabul ettigimiz bu durumun tcdB geninde gerceklesen mutasyon veya sadece toksin B-/binary toksin sentezleyen
sus nedeniyle oldugu diistiniilmiistur. GDH EIA testinin riskli hasta gruplarina uygulanacak giivenirlilikte bir tarama testi oldugu ve
GDH porzitifligi durumunda ise toksin A ve B saptayan immiindiagnostik testler veya toksin B genini saptayan molekiiler testlerden
biriyle sonucun dogrulanmasinin uygun bir yaklagim olacagi sonucuna varildi.
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Abstract: Clostridium difficile, the member of human gastrointestinal system microbiotia, is a gram- positive, spore-forming
anaerobic bacilli. It is present in the gastrointestinal tract in asymptomatic carriers, though; it can cause a variety of clinical features
such as: mild diarrhea, non-pseudomembranous colitis, pseudomembranous colitis (PMC), and fulminant colitis/toxic megacolon.
Following the use age of broad spectrum antibiotics, C.difficile strains gain benefit of ecological advantage and start to multiply and
produce toxins leading to diarrhea. In the last 20 years, nosocomial and community acquired C.difficile infections showed
significant increasing incidence and mortality rates. Our study is aimed to investigate toxigenic C.difficile in diarrheal stool
specimens collected from in-patients of Eskisehir Osmangazi University Hospital Hematology and Oncology departments who
receive broad spectrum antibiotics for prophylactic or therapeutic purposes. Toxigenic C.difficile was investigated by
immunodiagnostic and molecular tests. During the period between January-June 2015, 82 diarrheal specimens were collected in
suitable stool containers and sent to Microbiology laboratory within an hour. EIA method (TECH LAB, Inc.) was used to detect the
presence of glutamate dehydrogenase enzyme (GDH) and toxins A plus B. Also, real-time PCR (BD GeneOhm™ Cdiff Assay) was
used to detect toxin B gene. Fifty six samples were negative in all three tests performed. However; nine specimens were positive in
at least two diagnostic tests performed. Three samples were positive by EIA (GDH, toxins A and B) while these specimens were
negative by the molecular test. The negative result could be false negative due to tcdB gene mutation, or it could be due to toxin B-
/binary toxin producing strain. According to our results, GDH EIA is a reliable initial screening test to be applied in high risk
patients. Though, it would be an appropriate approach to verify GDH EIA positive results by performing either immuno diagnostic
tests which detect toxin A and B or toxin B gene based molecular tests. Our study is aimed to investigate toxigenic C.difficile in
diarrheal stool specimens collected from in-patients of Eskisehir Osmangazi University Hospital Hematology and Oncology
departments who receive broad spectrum antibiotics for prophylactic or therapeutic purposes. Toxigenic C.difficile was investigated
by immunodiagnostic and molecular tests. During the period between January-June 2015, 82 diarrheal specimens were collected in
suitable stool containers and sent to Microbiology laboratory within an hour. EIA method (TECH LAB, Inc.) was used to detect the
presence of glutamate dehydrogenase enzyme and toxins A plus B. Also, real-time PCR (BD GeneOhm™ Cdiff Assay) was used to
detect toxin B gene. Fifty six samples were negative in all three tests performed. However; nine specimens were positive in at least
two diagnostic tests performed. Three samples were positive by EIA (GDH, toxins A and B) while these specimens were negative
by the molecular test. The negative result could be false negative due to tcdB gene mutation, or it could be due to toxin B-/binary
toxin producing strain. According to our results, GDH EIA is a reliable initial screening test to be applied in high risk patients.
Though, it would be an appropriate approach to verify GDH EIA positive results by performing either immuno diagnostic tests
which detect toxin A and B or toxin B gene based molecular tests.

Keywords: Clostridium difficile; ToxinA; Toxin B; Diarrhea; Diagnostic tests.

1. Giris
027/NAP1/BI  kokeninin  tcdC

C.difficile ilk olarak 1935 yilinda yenidogan
cocuklarin diski mikrobiyotasi arastirildiginda
tanimlanmustir.  Kiiltiir ~ ortaminda  zor
tiretilmesi ve morfolojisi nedeniyle Bacillus
difficile olarak isimlendirilmistir (1). Yeni
doganlarda bu bakterilerin tasiyicihiginin
herhangi bir hastalik olugturmamasi nedeniyle
mikrobiyota {iyesi olarak kabul edilmistir.
Bakteri patojenitesinde Onemli rolii olan
toksin A (enterotoksin) ve toksin B
(sitotoksin) {ireten toksijenik suslar var oldugu
gibi, toksin iiretmeyen non-toksijenik suslar
da bulunmaktadir. Toksin A’nin kemotaktik
aktivite goOsterdigi ve notrofillerin ileuma
infiltrasyonunu ve sitokin salgilamalarim
stimiile ettigi gosterilmistir. Toksin A ayrica
hiicreler arasi baglarin bozulmasina bagh
olarak barsak duvarinda permabilite artmasina
sebep olarak diyare olusumuna neden
olmaktadir. Sitotoksin ise, invivo ve invitro
ortamlarda endositoz yolu ile barsak epitel
hiicrelerine girerek ve bu hiicrelerde aktin
depolimerizasyonuna neden olmaktadir (2).

Toksinlerden en az birinin  {retilmesi,
hastaligin gelismesi i¢in yeterli goriilmektedir
(3, 4). Son zamanlarda ise daha viriilan olan

geninde
delesyon nedeni ile yiiksek miktarda toksin A
ve B sentezlemekle beraber ayni zamanda
ticlincli  toksin olarak tamimlanan ‘binary
toksin’ tirettigi anlagilmustir. Bu toksin binary
ADP-ribozilasyon toksinleri ailesine aittir ve
yaklasik  suslarin = %17-23’linde  tespit
edilebilmektedir (2, 5, 6). Toksijenik
C.difficile suslarmin ¢esitli gastrointestinal
hastaliklara ve antibiyotige bagli ishallere
neden oldugu agikca bilinmektedir.

Bu calismada ESOGU Tip Fakiiltesi
Hematoloji ve Onkoloji kliniklerinde yatan
terapotik  veya proflaktik amagli  genis
spektrumlu antibiyotik kullanimi sonrasinda
diyare gelisen hastalarin digki 6rneklerinde,
glutamat dehidrogenaz enzim (GDH), toksin
A ve B ve toksin B geninin saptanmasi
amagclanmustir.

2. Gereg¢ ve Yontemler
Orneklerin alindigr hasta popiilasyonu

Eskisehir ~ Osmangazi  Universitesi ~ Tip
Fakiiltesi  Hastanesinin = Hematoloji  ve
Onkoloji kliniklerinde yatan, terapotik veya
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proflaktik olarak genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 sonrasinda diyare gelisen hastalar
calisma gurubuna alinmustir.

Orneklerin toplanmasi

Ornekler Ocak-Haziran 2015 tarihleri arasinda
topland1. Hastalardan alman diski 6rnekleri
verilen temiz, kuru ve kapakli, diski kaplari
icinde 1 saat icinde Mikrobiyoloji
laboratuvarina ulastirildi.

Orneklerin saklanmast

Diski 6rnekleri 2 steril ependorf tiipiine
alinarak biri EIA testlerinde kullanmak tizere
-20°C’de, digeri ise molekiiler test igin
-70°C’de saklandi.

EIA testleri

Diski 6rneklerinde GDH enzimi aranmasinda
(C. DIFF CHEK™-60 TECHLAB, Inc.) kiti
kullanilmigtir. Teste baslamadan 6nce EIA
kit igerikleri ve digski ornekleri oda 1sisina
getirildi  ve  lretici firma  Onerileri
dogrultusunda  test yapildi.  Ependorf
tiiplerine etiketleme yapildiktan sonra her
birine 200 pl diluent soliisyon konuldu.
Yumusak ve sivi 6rneklerden 50 pl eklenip
10 sn vortekslendi. 5000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek siipernatanlar ayrildi. Kit
prospektiisiinde belirtildigi sekilde ¢alisildi.

EIA plaginin Al kuyucuguna 1 damla (50
ul) pozitif kontrol ve B1 kuyucuguna ise bir
damla diluent negatif kontrol igin konuldu.
Diger kuyucuklara hazirlanmig orneklerden
100’er pl ilave edildi. Plaklarin agz
kapatildiktan sonra 37°C’de 50 dk siire ile
inkiibe edildi. Siire bitiminde kuyucuklar
otomatik yikama cihazi (BIO-TEK) ELx50
kullanilarak 5 kez yikandi. Daha sonra 2
damla (100 pl) substrat her kuyucuga
eklenerek 10 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Siire bitiminde stop soliisyonu ile reaksiyon
durduruldu. Kuyucuklar 450 nm dalga
boyunda BIO-TEK ELx800 cihazinda
okutuldu. Absorbans degeri 0.120’den diisiik
olan ornekler negatif, yliksek ¢ikan ornekler
ise pozitif olarak kabul edildi.

Orneklerde toksin A ve B varhig: C.difficile
Tox A/B 1™ TECHLAB, Inc. Kkiti

kullanilarak aragtirildi. Teste baslamadan
once EIA kit icerikleri ve diski 6rnekleri oda
1sisitna getirildi.  Ependorf  tiiplerine
etiketleme yapildiktan sonra her birine 200
pl diluent soliisyon konuldu. Yumusak ve
sivi orneklerden 50 pl eklendi. Tiipler 10sn
vortekslenip, 5000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi ve silipernatanlar ayrilarak kit
prospektiisiinde belirtildigi sekilde isleme
alindu.

Hazirlanmis hasta 6rneklerinden 100’er pl
kuyucuklara ilave edildi. Plaklarin agzi
kapatildiktan sonra 37°C’de 50 dk siire ile
inkiibe edildi. Siire bitiminde kuyucuklar
otomatik yikama cihaz1 (BIO-TEK) ELx50
kullanarak 5 kez yikandi. Daha sonra 2 damla
(100 ul) substrat her kuyucuga eklenerek 10
dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. Siire bitiminde
stop soliisyonu ile reaksiyon durdurulduktan
sonra kuyucuklar 450 nm dalga boyunda
BIO-TEK ELx800 cihazinda okutuldu.
Absorbans degeri 0.120’den diisiikk olan
ornekler negatif, yiiksek ¢ikan ornekler ise
pozitif olarak degerlendirildi.

Molekiiler test

Diski 6rneklerinde C.difficile’e ait toksin B
genini saptamak i¢cin BD GeneOhm™ Cdiff
Assay kiti kullanildi.Teste baglamadan once
digsk1 ornekleri ve kit igerikleri oda 1sisina
getirildi. Ependorf tiipiindeki 6rnekler 15 sn
boyunca yiiksek hizda vortekslendikten
sonra bir steril ekiivyon oOrnek tiipiline
batirilarak 6rnek alindi. Ekiivyon 0Ornek
tamponu tiipiine yerlestirilerek ve fazla kismi
kirild1 ve tiipiin kapagi kapatildi. Tiip yliksek
devirde 1dk vortekslendi. Ornegi seyreltmek
igin Ornek tamponundan 40 pl bir tipe
aktarildi. Daha sonra bu soliisyondan 10 pl
lizis tiiptine aktarihip 5dk vortekslendi. Lizis
tiipl kisa siire santifiije edildikten sonra 7dk
95°C lik 1s1 blogunda bekletildi. Daha sonra
lizatlar buz {izerine konuldu. Ana karisim
tiipiine de 225 upl o6rnek tampon eklenerek
buz iizerinde bekletildi. Smart Cycler tiipleri
sogutma blogu iizerinde yerlestirildikten
sonra rekonstitlisyon yapilmis 25 pl ana
karisim tiiplere ilave edildi. Her lizize
ugratilmis 6rnekten 3’er ul bu tiiplere eklendi
ve tanimlar1 yapildi.
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3 ul kontrol DNA bir tiipe pozitif kontrol
icin ve 3 pl 6rnek tamponu negative kontrol
icin diger bir tiipe aktarildi. Smart Cycler
tiipleri 5-10sn santrifiij edildi. Tipler cihaza
yiiklenmeden 6nce Smart Cycler sogutma
blogu tizerinde tutuldu. BD GeneOhm Cdiff
protokolii ile bir caligma hazirlandiktan sonar
Smart Cycler tiipleri 1-core modiiliine
yerlestirildi ve galisma baglatildi ve sonuglar
bir saat sonra kaydedildi.

Istatistiksel analiz

Veriler SPSS 21.0 (Stastical Programme
Social Sciences) bilgisayar programinda ki-
kare testi ile yorumlandi.

3. Bulgular
Calismamizda Ocak-Haziran 2015 tarihleri
arasinda Hematoloji ve Onkoloji
kliniklerinde antibiyotik kullanim1

sonrasinda diyare gelisen 82 hastaya ait diski
ornegi incelendi. Dokuz 6rnekte (%10.97) en
az 2 tamsal testle pozitif sonu¢ alindi
Calismamizda C.difficile enterokoliti (CDE)
saptadigimiz 9 hastanin hepsi malignansili
olup ayrica 4 hastada diabetes mellitus
mevcuttu. Bu hastalarin 4u
piperasin\tazobaktam almaktaydi ve diyare
olusumu en erken hastanede yatisin 3.
giiniinde gerceklesti. GDH EIA testi
orneklerin 26’sinda  (%31.7) pozitif ve
56’sinda (%68.3) ise negatif olarak saptandi
(Tablol).

Tablo 1. GDH EIA testi sonuglari

N %
Pozitif 26 317
Negatif 56 68.3
Toplam 82 100.0
GDH EIA testinde pozitif bulunan 26  kullanilan toksin A ve B EIA test

ornekten 17’sinde diger iki testle negatif
sonu¢ alind1 ve bu ornekler negatif olarak
yorumlandi. Toksin varlig1 arastirilmasi igin

sonuglarina gore, 82 oOrnekten 8’1 (%9.8)
pozitif ve 74’4 (%90.2) negatif olarak
belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2. Toksin A ve B EIA testi sonuglari

N %
Pozitif 8 9.8
Negatif 74 90.2
Toplam 82 100.0

Real-Time PCR metoduyla, 82 6rnekten 6’s1 (%7.3) pozitif ve 76’s1 (%92.7) negatif olarak

saptandi (Tablo 3).

Tablo 3. Real-time PCR testi sonuglari

N %
Pozitif 6 7.3
Negatif 76 92.7
Toplam 82 100.0
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Elli alt1 (%89.02) digkida her {i¢ testle de
negatif sonu¢ elde edildi. Dokuz (%10.97)
hastada ise yapilan tanisal testlerden en az iki
tanesi pozitif olarak bulundu. Uc (%3.65)

ormekte ise EIA (GDH, toksin A ve B)
testleri pozitif iken molekiiler ydntemle
negatif sonug alindi (Tablo 4).

Tablo 4. GDH EIA, toksin A ve B EIA, Real-time PCR sonuglari

GDH Antijen EIA

Testi Testi

+ + + o+

Toplam

4. Tartisma ve Sonug

C.difficile diinyada hem nozokomiyal, hem de
toplum kaynakli enfeksiyonlara sebep olabilen
onemli bir patojendir. Bu bakteriye bagh
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalitesinde
belirgin bir artis gézlenmektedir (7, 8). ABD,
Kanada ve Avrupa iilkelerinde son 10 yilda
CDE insidansinda 2-4 kat artis oldugu
bildirilmistir (8, 9). Bu artis demografik
durumun  degismesi, genis  spektrumlu
antibiyotik kullaniminin artmasi ve yeni
florokinolon antibiyotiklere karsi direng
gOsteren daha virtilan suglarin ortaya gikmasi
gibi bir ¢ok faktére baglanmaktadir. Farkli
nedenlerle gerek terapotik gerekse proflaktik
olarak kullanilan antibiyotikler sadece patojen
bakterilere etki yapmamakta ve normal

mikrobiyota iiyeleri arasindaki ekolojik
dengeyi de bozmaktadirlar. Antibiyotik
kesildikten sonra barsak mikrobiyotasina

yaptig1 etki 8 hafta kadar siirebilmekte ve bu
stire i¢inde C.difficile’le bagli enfeksiyonlar
ortaya cikabilmektedir. CDE’lerinin
gelisiminde ileri yas, kullanmlan ilaglar
(antibiyotik, antiperistaltik, immiin siipresif,
antineoplastik, vb.)  yapilan  girisimler
(lavman, nazogastrik tiip), altta yatan ciddi
hastaliklar (kanser, AIDS, bobrek yetmezligi),
hastanede kalis stiresi gibi farkli risk faktorleri
rol oynayabilmektedir. CDE tamist diskida
toksin veya toksin geni arastirilmasi temeline
dayandiriimaktadir.

Calismamizda 82 immiindiiskiin hastada CDE
oranm1  %10.97 (9/82) olarak saptandi.

Toksin Ave B EIA

Real-time PCR N
Testi

17

+ 5

3

+ 1

56

82

Ulkemizde ve diger iilkelerde yapilan
caligmalarda CDE saptanma oranlar1 %3.2-24
arasinda degismektedir (10, 11). Calismalar
arast farklt oranlarin elde edilmesi, segilen

hasta gruplari, tamisal testler, kullanilan
antibiyotikler, ~Orneklerin  transportu  ve
saklama kosullariyla ilgili olabilir.

Calismamizda CDE saptadigimiz 9 hastanin
hepsi malignansili olup ayrica 4 hastada
diabetes mellitus mevcuttu. Bu hastalarin 4’u
piperasin\tazobaktam almaktaydi ve diger 5
hastada ise herhangi bir altta yatan hastalik
mevcut degildi. Hastalar arasinda diyare
gelismesi en erken 3. giinde gergeklesti.

Analia ve arkadaslar1, Ispanya’da 2013 yilinda
225 diyareli kanser hastasinda yaptiklari
arastirmada, GDH antijen, toksin A ve B ve
PCR  yontemi uygulayarak  C.difficile
toksijenik tiirlerinin oranmin1 %17.3 olarak
bildirmisler (12). Son zamanlarda bir g¢ok
tilkede CDE insidansinda artig goriilmektedir
ve bu artis ile beraber, C.difficile ribotip 027
NAP1/B1 ve tcd A-/tcdB+ gibi varyant
izolatlara bagl salginlarin sikliginda bir artig
yagsanmaktadir. Yiiksek mortaliteye neden
olan bu virulan suslar yaygmlik agisindan
tilkeler arasinda degiskenlik gostermektedir
(13, 14).

Klasik bilgilere gore CDE genelde hastane
kaynaklidir ama son zamanlarda toplum
kaynakli olgularda belirgin bir artis oldugu ve
diistiniilenden daha yaygin hale geldigi
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bildirilmektedir. ABD’de her yil yiiz bin
kiside 6.9-46 arasinda degisen toplum
kaynakli C.difficile olgusu saptanmaktadir
(15).

CDE’ine  baghi  diyareyi diger ishal
nedenlerinden klinik olarak ayirt etmek
zordur. Bu nedenle CDE’nin mikrobiyolojik
tanis1 cok dnemlidir ve hastalarin sagaltimi ve
hastaligin ~ kontrolii  i¢in  kritik  6nem
tagimaktadir (16, 17). Toksijenik ve
nontoksijenik C.difficile suslar1 oldugu igin
klasik  kiiltiir yonteminin tanisal degeri
bulunmamaktadir. Tam i¢in  C.difficile
toksinlerinin saptanmasi sarttir. Bu amacla
kullanilan tanmisal testler arasinda hiicre
sitotoksisite =~ ve  sitotoksijenik  kiiltiir
yontemleri altin standarttir (18, 19). Sonug
almak i¢in 1-5 giin beklenme rutin kullanimini
kisitlamaktadir (17).

Son yirmi yildir EIA testlerinin yanisira CDE
tanisi i¢in glutamate dehidrojenaz (GDH) EIA
ve niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT)
geligtirilmistir. Ancak bu tan1 yontemlerinin
tek basina duyarlilik ve 6zgilliikleri diigtiktiir
(20). Bu nedenle CDE tanis1 i¢in iki veya iig
asamadan olusan algoritmalar Onerilmistir.

Ingiltere’de CDE tanis1 icin su anda
kullanilmakta olan 25’den fazla farkli
algoritma bulunmaktadir (21). Son
zamanlarda c¢ogu laboratuvar toksijenik

tiirlerin nontoksijenik tiirlerden ayrimi igin iki
basamakli bir algoritmay1 kullanmaktadir. flk
basamaginda GDH testi olan bu algoritmaya
gore ilk dnce GDH testi yapilmakta, eger test
negatif ise ileri test yapilmamaktadir. Eger
pozitif ise susun toksijenik oldugunun baska
bir hizli testle dogrulanmasi gerekmektedir.
Her ki test sonucu pozitif ve hastada
semptom var ise CDE tanist konulmaktadir.
GDH testi pozitif, toksin testi negatif ise
hastanin toksijenik olmayan bir susu tasidigi
veya toksin testinin yalanci negatif sonug
verdigi diisiiniilmektedir (22).

Calismamizda elli alti 6rnekte her ii¢ testle
negatif sonu¢ elde edildi. Dokuz hastada ise
yapilan testlerden en az iki tanesi pozitif
olarak bulundu. Ug hastada ise EIA (GDH,
toksin A ve B) testleri pozitif iken molekiiler

yontemle negatif sonu¢ alindi. Molekiiler
yontem ile saptanan ve yalanci negatiflik

olarak kabul ettigimiz bu durumun tcdB
geninde gergeklesen mutasyon ve ya sadece
toksin  A/binary toksin sentezleyen sus
nedeniyle oldugu diistiniildii.

Stamper ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada ise sitotoksin ve toksijenik kiiltiir
testleri pozitif olan bir hasta drmeginde PCR
testi  sonucu yalanci  negatif  olarak
saptanmistir (23). Benzer bir calismada 4
ornek GDH antijen ve toksin A ve B EIA testi
sonucu pozitif ve PCR sonucu yalanci negatif
olarak belirlenmistir (24). Son zamanlarda
tcdB gen Dbolgelerinde mutasyonlar ve
delesyonlar olan toksijenik suslarin varligi
bilinmektedir (25, 26).

Ayrica toksin A+/binary toksin + ve toksin B
negatif olan yeni bir susun varligi da
saptanmistir  (27). Toksin B  hastalik
olusumunda en 6nemli viriilans faktorii kabul
edildigi i¢in bu tip variyantlarm raporlanmasi
cok nadir olmaktadir. Toksin B negatif olan
bu sus genetik olarak Kuzey Amerika’da
salgina neden olan BI/NAP1/027 ribotipinden
farklidir bu nedenle tcdB’nin yeni varyantlarin
evrimi i¢in izlenmesi gerekmektedir. PCR
testi ile yalanci negatif sonuglar nedeniyle
toksin gen bolgesini hedefleyen testler yerine
invivo toksin T{retimine ydnelik testlerin
gelistirilmesine agirlik verilmesi gerektigi de
vurgulanmaktadir. Ayrica C.difficile
toksijenik suslar1 tasiyan hastalarda bagka
nedenlere bagl olarak da ishal gelisebilecegi
unutulmamalidir. Molekiiler yontemler ile
pozitif sonuglar s6z konusu oldugunda dogru
tan1 icin bu durumun hastanin klinigi ile
birlikte degerlendirilmesi gereklidir. Ciinki
pozitif molekiiler test sonucu 6rnekte mutlaka
canli organizmalarin bulundugu anlamina
gelmemektedir. Ancak tcdB geninin toksijenik
C.difficile  susuyla  olusan  enfeksiyon
olabilecegini diislindiiriir varligini 1spatlar. Bu
caligmada bir hasta 6rneginde GDH antijen
EIA testi ve Real-time PCR sonucu pozitif,
toksin A ve B EIA testi negatif olarak
saptanmistir. Bu durumun toksin titresinin
azlig1 nedeniyle olabilecegi diisliniilmiistiir.
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Bulgularimiz  1s18inda genis  spektrumlu
antibiyotik uygulanan ve diyare gelisen kanser
hastalarinda CDE tanis1 i¢in yiiksek 6zgiilliik
ve duyarlilikta buldugumuz GDH EIA testini
oOn test olarak 6nermekteyiz. Pozitif sonuglarin
toksin A ve B yi saptayan EIA testi ve toksin
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