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OZET .

Marmara Universitesi Hastanesi'nde izole
edilen clostridium difficile kokenlerinin anti-
biyotiklere diren¢ durumu

Amag: Bu calismada Marmara Universitesi Hastanesinde izole
edilen toksijenik Clostridium difficile kokenlerinin antibiyotiklere
diren¢ durumunun arastiriimasi amaglanmistir.

Yontemler: Mikrobiyoloji Laboratuvarina Nisan 2008- Ocak 2010
tarihleri arasinda, Clostridium difficile toksini bakilmasi istegiyle
gonderilen digkilardan anaerop kiiltiir yapilmis, izole edilen 50
toksijenik kokenin, CLSI'nin 6nerdigi (M11-A7) agarda dillisyon
yontemi ile antibiyotik duyarliliklari calisilmistir Antibiyotiklerden
metronidazol, vankomisin, meropenem, klindamisin ve ampisilin
secilmistir. Orta diizeyde direncli olanlar da direncliler arasinda
gosterilmistir.

Bulgular: Tiim kokenler metronidazol, vankomisin ve merope-
neme duyarli bulunmustur. Kokenlerin %62'sinde klindamisine,
%68'inde ise ampisiline direng saptanmistir.

Sonug: Elde ettigimiz sonuclara gére hastanemizde su ana kadar,
Clostridium difficile'ye bagh ishal tedavisinde en fazla kullanilan
antibiyotiklerden metronidazol ve vankomisine karsi bir direng
tehlikesi goriilmemektedir. Ayrica, klinik mikrobiyoloji laboratu-
varlarinda rutinde kiltliri ve antibiyotik duyarliligi yapiimayan
Clostridium difficile ile ilgili verilerimiz, tilkemizde yapilacak diger
calismalara da isik tutacaktir.

Anahtar sozciikler: Clostridium difficile, antibiyotiklere direng,
vankomisin, metronidazol

ABSTRACT

Antimicrobial resistance patterns of
Clostridium difficile strains isolated from
Marmara University Hospital

Objective: This study was designed to investigate antimicrobial
resistance patterns of toxigenic Clostridium difficile strains
isolated from Marmara University Hospital.

Methods: The stool specimens ordered for detection of
Clostridium difficile toxin at the Microbiology Laboratory, between
April 2008 and January 2010 were cultured anaerobically. The
antimicrobial susceptibility of the isolated 50 toxigenic Clostridium
difficile strains was determined using the agar dilution protocol
in the CLSI guidelines (M11-A7). The investigated antibiotics
were metronidazole, vancomycin, meropenem clindamycin,
and ampicillin. Breakpoints of susceptibility for each drug were
considered according to the levels listed by the CLSI, intermediate
strains evaluated as resistant ones.

Results: All isolates were sensitive to metronidazole, vancomycin
and meropenem. Resistance rates to clindamycin and ampicillin
were 62% and 68%, respectively.

Conclusion: For now there seems to be no resistance risk for
metronidazole and vancomycin, the two agents commonly used
to treat Clostridium difficile-associated diarrhea. Our findings
determine the current antibiotic susceptibility patterns of the
Clostridium difficile isolates in our region and also in Turkey,
where clinical laboratories do not routinely perform culture and
susceptibility testing of the organism.

Key words: Clostridium difficile, antimicrobial resistance,
vancomycin, metronidazole

*Bu ¢alisma 7-10 Temmuz 2010 tarihlerinde, Philadelphia,ABD'de diizenlenmis olan 10. the Anaerobe Society of the Americas Kongresi'nde “Antimicrobial
susceptibility pattern of Clostridium difficile in a Turkish University Hospital.” isimli poster ile sunulmustur.

GiRiS

Gram pozitif, zorunlu anaerop bir comak olan Clostridi-
um difficile, hastane kaynakli ishallerin en 6nemli sebeple-

rinden biridir. Genellikle antibiyotik kullanimina bagl geli-
sen hastaligin bulgulan hafif ishalden, yasami tehdit eden
psddomembranoz kolite kadar farklilik gosterebilir. Hastal-
gin tedavisi, hastanin almakta oldugu antibiyotigin kesil-
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mesi, gerekiyorsa metronidazol veya oral vankomisin ampi-
rik tedavisinin uygulanmasidir (1).

Ulkelere ve merkezlere gére degisiklik géstermekle
beraber, son dénemlerde C.difficile enfeksiyonlarinin mor-
bidite ve mortalitesinde belirgin bir artis gozlenmektedir.
Bu artista, mikroorganizmanin viriilansi ve uygulanan anti-
biyotik politikasi dnemli rol oynamaktadir (2). Ozellikle
2000'li yillarin ilk yarisinda, dlinyanin cesitli Glkelerinden
virilansi ylksek C.difficile 027/NAP1/Bl kdkenine bagh 6lum
orani yuksek salginlar bildirilmistir (3-5).

Hastaligin laboratuvar tanisi genellikle serolojik testler-
le, diskida C.difficile toksinin varh§i gosterilerek konur (1).
Klinik laboratuvarlarda rutin olarak C.difficile kulturd, dola-
yistyla antibiyotik duyarlilik testleri yapilmamaktadir. Aerop
ve fakiltatif anaerop bakterilere uygulanan basit antibiyo-
tik duyarllik testleri anaerop bakteriler icin uygun bulun-
mamaktadir. Anaerop bakteriler icin kabul edilen agarda
diliisyon yonteminin ise rutin laboratuvarlarda kolaylikla
uygulanabilir yani yoktur. Diger yandan anaerop bakterile-
rin kdltlirl zor, zahmetli, 6zel caba ve kosullari gerektirmek-
tedir. Tim bu zorluklar C.difficile'nin Gretilmesini ve antibi-
yotik duyarlilik testlerinin yapiimasi engellemektedir (6,7).
Diinyada belirli merkezlerde yapildigi kadariyla C. difficile
kokenlerinin, metronidazol ve vankomisine duyarli oldukla-
r gosterilmistir (8,9). Ancak, son yillarda bu antibiyotiklerle
yapilan tedavilerde klinik yanitsizliklar ya da direncli kdken-
lerin varhi@i bildirilmistir (10-13). Bu veriler, C.difficile koken-
lerinin en azindan belirli araliklarla antibiyotik duyarhhk
testlerinin yapilmasini ve direng gelisimine karsi dikkatli
olunmasini gerektigini gdstermektedir.

Ulkemizde yapilmis, C.difficile kokenlerinde herhangi
bir in vitro duyarlilik calismasina rastlanmamistir. Bu ¢alis-
mada Marmara Universitesi Hastanesi'nde Uretilmis etken
toksijenik C.difficile kokenlerinin antibiyotiklere direng
durumlari arastinimistir

GEREC ve YONTEM

Marmara Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari
Mikrobiyoloji bélimiine, Nisan 2008 - Ocak 2010 tarihleri
arasinda, C.difficile toksin varliginin arastiriimasi istemiyle
gonderilen diski 6rnekleri calismaya alinmistir. Toksin varli-
g1 ImmunoCard (Meridian) enzim immunoassay (EIA) yon-
temiyle calisilmis, es zamanli olarak diski 6rnekleri siklose-
rin-sefoksitin-fruktoz agara (CCFA - BioMerieoux) ekilerek

anaerop kosullarda inkiibe edilmistir. izole edilen kékenler,
geleneksel yontemler (koloni morfolojisi (Resim 1), karakte-
ristik kotl koku, mikroskopik goriiniim) ve Rapid ID 32A
(BioMerieux, Fransa) kiti ile biyokimyasal reaksiyonlari
degerlendirilerek tanimlanmistir. Bakteride toksin varligi da
ImmunoCard (Meridian) EIA yontemiyle belirlenmistir (14).

Ard arda gonderilen digki 6rneklerinden Uretilen ayni
hastaya ait C.difficile izolatlarindan birisi calismaya alinmis-
tir. iki yas altindaki hastalara ait érnekler calisma disinda
tutulmustur.

Bu zaman diliminde izole edilip stoklanmis 50 toksijenik
C.difficile kbkeninin, CLSI'nin dnerdigi (M11-A7) agarda
dillisyon yontemi ile antibiyotik duyarliliklar ¢alisilmistir.
Antibiyotiklerden metronidazol (32 - 0.125 mg/L konsant-
rasyon araliginda), vankomisin (16 - 0.125 mg/L), merope-
nem (32 - 0.125 mg/L), klindamisin (256-0.125 mg/L) ve
ampisilin (16 - 0.125 mg/L) secilmistir (6).

BULGULAR

Antibiyotiklerin minimal inhibitér konsantrasyonu (MiK)
degerleri, CLSI'nin klavuzuna gore; metronidazol icin < 8mg
/L vankomisin i¢in < 2 mg /L, meropenem i¢in <4 mg /L,
klindamisin icin < 2mg /L ve ampisilin icin < 0,5 mg /L
duyarlilik siniri olarak alinmis, orta diizeyde direngli olanlar
da direncliler arasinda gosterilmistir (6).

Bakterilerin hepsi metronidazol, vankomisin ve mero-
peneme duyarli bulunmus, ve MiKsg, / MiKy, degerleri sira-
siyla; 0,125-0,125mg/L,1-0,5mg/Lve 2 -1 mg/L olarak
saptanmigtir. Kokenlerin % 62'si klindamisine direng goste-
ririken MiKs, ve MiKy, degerleri 4 ve 16 mg/L olarak elde
edilmistir. Benzer sekilde ampisiline de yliksek oranda
direng (%68) tespit edilmis ve MiKs, ve MiKq, degerleri ayni
(1 mg/L) bulunmustur (Tablo1).

Resim 1: CCFA besiyerinde C.difficile koloni gorinimu
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Tablo 1: Clostridium difficile Kékenlerinin (n:50) Antibiyotiklere Direng Durumu, MiK araliklari, MiKs, / MiKy, degerleri

Antibiyotikler MiK Araliklar MiKs, MiK,, Direng (orta direnc)
mg/L mg/L mg/L %
Metronidazol <0.125-0.5 0.125 0,25 0
Vankomisin <0.125-1 0,5 1 0
Meropenem <0.125-2 1 2 0
Klindamisin <0.125 - >256 4 16 62 (30)
Ampisilin <0.125-2 1 2 68 (6)
TART|$MA cin gériilmemesi ve diisiik MiK araliklarina sahip olmalari

Son yillarda kii¢uk degisiklikler yapilmakla beraber, met-
ronidazol veya vankomisin C. difficile enfeksiyonlarinin stan-
dart tedavisinde kullanilan antibiyotiklerdir. Her iki antibiyo-
tigin esit etkiye sahip oldugu, her ikisinin kullaniminda %15
- 35 oraninda rekiirrens gerceklestigi bildirilmistir. Pahali
olmasi, sadece agizdan alindiginda etkinligini gostermesi ve
vankomisine direncli enterokoklarin secilmesine yol agmasi
nedeniyle vankomisin tedavide ilk secenek olmamakta, met-
ronidazoliin kullanilmasi daha ¢ok tercih edilmektedir (1,15).

Bazi merkezlerde tedavide metronidazoliin kullaniimasi
sirasinda klinik yanitsizliklar sé6z konusu olmustur. Palaez ve
ark. (16), ilki 1994 yilinda yapilan iki farkli calismada %6 ile
%9 oraninda metronidazole direncli bakteri saptamiglardir.
israil'de yapilan bir calismada ise %2 oraninda direnc bildi-
rilmistir (17). Klinik yanit ile in vitro duyarlilik testleri arasin-
da her zaman tam bir uyumluluk gériilmemektedir. Uyum-
suzluk, duyarlilik testlerinde serum ilag konsantrasyonlarina
gore kirllma noktasi degerlerinin esas alinmasina baglana-
bilir. Nitekim antibiyotiklere yanit vermeyen olgularda ure-
tilen kokenlerin antibiyotiklere in vitro duyarh olduklari
gorilmastir. Bu olgularda diskida ki metronidazol miktari-
nin daha fazla belirleyici oldugu savunulmus, ishalin sidde-
tine gore 1 gram diskida 0.8 ug ile 24.2 pg arasinda degisen
antibiyotik bulundugu gosterilmistir (15).

Tek vankomisine direngli kéken 1991 yilinda Polonya'da
disk diffiizyon yontemiyle yapilan calismada gorilmustir
(10).1lk ylksek vankomisin MIK diizeyine sahip C.difficile koke-
ni ise 1996'da tanimlanmistir (18). Daha sonra Pelaez ve ark.
(16), tarafindan yapilan calismada %3.1 oraninda azalmis
duyarlilik orani bildirilmistir O zamandan giinimuze azalmig
duyarliiga sahip kokenlerin sayisinda yavas ama gittikce ytik-
selen bir artis s6z konusudur. ingiltere’de Mutlu ve ark. (19),
MiK degeri 4mg/ L olan kékenlerin 1999 - 2000 yillarinda %2,7
iken, 2005 yilinda %21,6'ya ylkseldigini gdstermislerdir.

Kokenlerimizde metronidazole ve vankomisine diren-

ylz guldiricudir. Benzer sekilde biitiin kokenlerimiz
meropeneme duyarli bulunmustur. Diinyanin gesitli tilkele-
rinde yapilan ¢alismalarda meropenemin de C.difficile
kokenleri tizerine etkili oldugu goésterilmis, direncli herhan-
gi bir kdken bildirilmemistir (8,9,17).

Diger antibiyotiklere direnc Ulkelere gore farklilik gos-
termekle beraber degisik oranlarda bildirilmistir. En fazla
direnc klindamisin - eritromisin grubunda goriilmekte ve
yillar icinde giderek artmaktadir. Klindamisine direnc,
Almanya’da 2003 yilinda %36 iken 2007 yilinda %65,
isvec’te 2006 yilinda %43,7 iken 2009 yilinda %65, Kanada'da
2006 yilinda %14,7 iken 2008 yilinda %90,9 bulunmustur
(15,20). Cin'de 2007 yilinda yapilmis olan bir yillik calismada
ise klindamisine %71,4 oraninda direng saptanmistir (21).
Bizim calismamizda klindamisine direng orani %62 ile diger
Ulkelerin direng oranlarina benzerlik géstermektedir.

Her gegen gln diinyanin cesitli ilkelerinden viriilansi
yliksek ve antibiyotiklere daha direncli C.difficile kdkenleri-
ne bagl yeni hastane salginlari ve yiksek 6lim oranlari bil-
dirilmektedir (22). Epidemiyolojik analizlerin yapilabilmesi
ve antibiyotiklere duyarhlik durumlarinin saptanabilmesi
icin, kiilttriin rutin olarak yapilmasi ve bakterilerin izole edi-
lerek 6zelliklerinin yakindan takip edilmesi blyik 6nem
tasir. Hedefimizde, yaptigimiz ¢alismalari devam ettirmek,
izole edilen C.difficile kokenlerinin zaman icinde antibiyotik
duyarlilik degerlerini yakindan takip etmek, molekdler yon-
temlerle direng mekanizmalarini ve epidemiyolojik 6zellik-
lerini belirlemek bulunmaktadir.

Sonuclarimiz hastanemiz icin, C.difficile kokenlerinin
antibiyotiklere duyarhlklariyla ilgili bir veri tabani olustur-
maktadir. Simdilik, C.difficile'ye bagli ishal tedavisinde en
fazla kullanilan metronidazol ve vankomisine karsi bir
direng tehlikesi goriilmemektedir. Ancak, kokenlerimiz klin-
damisin ve ampisiline yiiksek oranda direngli bulunmustur.
Galhismalarin son derece kisitli oldugu tlkemizde verilerimi-
zin, diger calismalara da isik tutacagina inaniyoruz.
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