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Önsöz 

  

 

Özellikle bakteriyel enfeksiyonlarla mücadelede en büyük geliĢme yirminci yüzyıl 

baĢlarında penisilin antibiyotiğinin keĢfidir. Takibindeki dönemde yeni antimikrobiyal 

etkenlerin bulunması sayesinde enfeksiyonların tedavisinde çok büyük güç elde 

edilmiĢken doğru kullanılmaması sonucunda mikroorganizmalar antibiyotiklere karĢı 

direnç kazanmıĢ ve enfeksiyonlarla mücadele daha da zor hale gelmiĢtir. Ġnsanlarda 

gözlenen antibiyotik iliĢkili diyare vakaları, antibiyotiklere karĢı dirençli 

mikroorganizmalar tarafından meydana gelmektedir. Clostridium difficile insanlardaki 

antibiyotik iliĢkili diyare vakalarının % 20‟sine neden olmaktadır. Toksin üretebilen 

Clostridium difficile insanlarda neden olduğu diyare vakalarının yanında hayvanlarda 

özellikle de neonatal dönemdeki hayvanlarda enfeksiyon oluĢturarak diyareye neden 

olmaktadır. Bu tez çalıĢmasında neonatal dönemdeki ishalli buzağı, kuzu ve oğlaklarda 

ve ahır içerisinde yetiĢtirilen tavuk gaita örneklerinde toksijenik Clostridium difficile 

varlığı araĢtırılmıĢtır. 
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Genç Çiftlik Hayvanlarının Ġshal Vakalarından, Clostridium difficile’in Ġzolasyonu, 

Ġdentifikasyonu ve Antimikrobiyal Duyarlılığının Belirlenmesi 

 

ÖZET 

Clostridium difficile (Bacillus difficile) ilk olarak 1935 yılında bebek gaita 

örneklerinden izole edilmiĢ ve patojen olduğu düĢünülmemiĢtir. Ancak 1978 yılından 

itibaren antibiyotik iliĢkili diyare ve psödomembranöz kolitise neden olduğu ortaya 

konularak patojen olarak kabul edilmiĢtir. Bu çalıĢma ile ishalli buzağı, kuzu, oğlak ve 

iĢletme içinde yetiĢtirilen tavuklarda C. difficile‟nin tespit edilmesi, bu izolatların 

toksijenik olarak karakterize edilmesi, toksin üretebilen izolatların PCR 

ribotiplendirmelerinin yapılması ve mikrobroth dilüsyon metodu ile antimikrobiyal 

duyarlılıklarının araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

ÇalıĢma kapsamında 2015 yılında neonatal dönemdeki ishalli 50 adet buzağı, 50 

adet kuzu ve 50 adet oğlak gaita örnekleri numunesi ile 50 adet tavuk kloakal svap 

örneği olmak üzere toplam 200 adet gaita örneği alınarak incelendi. AraĢtırma boyunca 

toplanan gaita örneklerinin 58 (% 29.0)‟inden Clostridium difficile izole edildi. 

Buzağılardan alınan gaita örneklerinin 35 (% 70.0)‟inden, kuzu örneklerinin 15           

(% 30.0)‟inden, oğlak numunelerinin 7 (% 14.0)‟ünden ve tavuk gaita örneklerinin 1        

(% 2.0)‟sinden Clostridium difficile tespit edildi. Tür identifikasyonu ve toksin 

karakterizasyonu ile izolatların 28 (% 48.2)‟inin toksijenik karaktere sahip olduğu 

belirlendi. Toksijenik olan 28 izolatın PCR ribotiplendirmesinde 078, 012 ve 033 

ribotipleri tespit edildi. 

Toplam 24 adet toksijenik suĢun mikrobroth dilüsyon metodu ile antimikrobiyal 

duyarlılık testleri yapıldı. Toksijenik olan izolatların tamamında, ampisilin/sulbaktam, 

amoksisilin/klavulanik asit, sefotetan, kloramfenikol, imipenem, meropenem, 

metronidazol, mezlosilin, piperasilin ve piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerine duyarlı, 

ampisilin, sefoksitin, klindamisin, penisilin ve tetrasikline dirençli oldukları tespit 

edilmiĢtir.  
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Sonuç olarak yürütülen araĢtırma ile neonatal buzağı ve kuzu ishal vakalarında 

toksijenik C. difficile varlığı ilk kez ülkemizde tespit edilmiĢ olup bölgemizdeki ishalli 

neonatal buzağı ve kuzularda görülen ishal vakalarında C. difficile‟nin de dikkate 

alınması gerektiği ortaya konulmuĢtur.  

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal duyarlılık testi, Buzağı, Clostridium difficile, 

Erzurum, Neonatal. 
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Isolation, Identification and Antimicrobial Susceptibility Determination of 

Clostridium difficile from Cases of Diarrhea in Young Farm Animals 

 

SUMMARY 

Clostridium difficile (Bacillus difficile) was first isolated from baby gaita 

specimens in 1935 and was not thought to be pathogenic, but since 1978 it has been 

accepted as pathogen by proving to be caused by antibiotic-associated diarrhea and 

pseudomembranous colitis. In this study, it was aimed to detection C. difficile in 

diarrheal calves, lambs, goats and in chickens grown in the farm and toxigenic 

characterization of these isolates and investigation of PCR ribotyping and antimicrobial 

susceptibility by microbroth method on toxin producing isolates.  

In the scope of the study, a total of 200 gaita samples including in the neonatal 

period 50 calves, 50 lambs and 50 goat feces samples and 50 chicken cloacal swab 

samples in 2015 were examined. Clostridium difficile was isolated by 58 (29.0 %) of the 

gaita samples collected during the study. Clostridium difficile was detected as 35                    

(70.0 %) of the gaita samples taken from the calves, 15 (30.0 %) of the lamb samples, 7 

(14.0 %) of the goat specimens and 1 (2.0 %) of the chicken stool specimens. 

Identification and toxin characterization revealed that 28 (48.2 %) isolates had toxigenic 

character. The PCR ribotypes of the 28 toxigenic isolates identified PCR ribotypes 078, 

012 and 033. 

A total of 24 toxigenic strains were tested for antimicrobial susceptibility by 

microbial dilution method. isolates were found to be resistant to ampicillin, 

clindamycin, cefoxitin, penicillin and tetracycline, susceptible to ampicillin/sulbactam, 

amoxicillin/clavulanic acid, cefotetan, cefoxitin, chloramphenicol, imipenem, 

meropenem, metronidazole, mezlosiline, piperacillin and piperacillin/tazobactam 

antimicrobial agents. 

As a result of this research, toxigenic C. difficile presence in neonatal calf and 

lamb diarrhea cases was detected for the first time in our country and C. difficile should 

be taken into account in case of diarrhea in diarrheal neonatal calves and lambs. 
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Key Words:  Antimicrobial susceptibility test, calf, Clostridium difficile, Erzurum, 

Neonatal. 
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1- GĠRĠġ 

 

 

 

1.1. Clostridium Türleri 

 

Clostridia sınıfında, Clostridiales takımının Clostridiaceae ailesinin Clostridium cinsi 

yer almaktadır. Clostridium eski yunan diline göre küçük iğ anlamına gelmektedir. Ġlk 

olarak A. Prazmowski tarafından 1880 yılında ortaya konulan Clostridium genusu 

içerisinde 168 adet tür vardır. 16S rRNA gen dizilimine göre Collins ve ark. (1994) 

tarafından gruplandırılmıĢtır. Bu gruplamaya göre 19 grup oluĢmuĢtur. DNA G+C 

içeriği (mol %) 22-53 tür (Rainley ve ark 2015).  

Gram pozitif, anaerobik, spor oluĢturan, çubuk Ģekilli bir bakteridir. Clostridium 

türleri toprak, taze su ve deniz çökeltileri, çürük sebzelerde, hayvansal materyallerde, 

kanalizasyonda, omurgasız ve omurgalıların gastrointestinal bölgesinde bulunur 

(Poxton 2005). Gram pozitiftir ancak bu görünüm özellikle inkübasyonun erken 

dönemlerinde görülebilmektedir (Timoney ve ark 1988, Quinn ve ark 2004, Rainley ve 

ark 2015). Genellikle hareketlidir ve peritik flagellaya sahiptirler (Rainley ve ark 2015). 

Clostridium perfringens, dokularda kapsül oluĢturabilen tek türdür ve hareketli değildir.  

Clostridium spiroforme haricindeki bütün patojenik Clostridium türleri düz basil 

Ģekillidir (Quinn ve ark 2004).   

Clostiridium türlerinin ayrımında endosporun lokalizasyonu, Ģekli ve boyutu 

önemlidir (Quinn ve ark 2002). Genellikle hücre geniĢliğinden daha büyük oval veya 

küresel endosporlara sahiptirler (Quinn ve ark 2004, Rainley ve ark 2015). Genellikle 

kemoorganotrofiktirler ve karbonhidrat veya peptonlardan organik asitler ve alkoller 

oluĢtururlar. Bazı türleri atmosferik nitrojeni tutar (Rainley ve ark 2015). Genellikle 

katalaz negatiftir (Collins ve ark 2004, Rainley ve ark 2015). Karbonhidratları, alkolleri, 

amino asitleri, purinleri, steroidleri ve diğer organik bileĢenleri metabolize edebilirler. 

Hücre duvarı genel olarak meso-diaminopimelic (meso-DAP) asit içerir. Etken genel 

olarak zorunlu anaerobiktir ancak oksijen toleransı suĢlara göre değiĢim göstermektedir. 

Optimal üreme pH ve sıcaklığı pH 6.5-7.0 ve 30-37°C arasındadır. SuĢlar fenotipik 
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karakterlerine göre ayırt edilmiĢtir. Bu ayrımda, glukozdan asit üretimi, jelatin hidrolizi, 

et sindirimi, niĢasta hidrolizi kullanılmaktadır (Rainley ve ark 2015). 

Patojenik Clostridium türleri dört grup içerisinde sınıflandırılmaktadır. Bu 

grupların 3‟ü toksin aktivitesi ve etkiledikleri dokulara göre, diğer grup ise daha az 

önemdeki clostridiumları içermektedir. Bu sınıflandırmaya göre, ilk grupta gözle 

görünür doku hasarı olmaksızın nöro-musküler etki gösteren nörotoksik clostridiumlar 

olan Clostiridium tetani ve Clostridium botulinum türleri yer almaktadır. Bir diğer 

grupta ise nispeten kas ve karaciğer gibi dokularda lokalize lezyonlar oluĢturan 

histotoksik clostridiumlar. Gastrointestinal dokularda inflamasyona ve hasara sebep 

olan Clostridium perfringens tip A ve E enteropatojenik ve enterotoksijenik 

clostridiumlar içerisinde yer almaktadır. Dördüncü grup Clostridiumlar hayvanlarda 

sporadik görülen enfeksiyon sebebi olan clostridiumlardır (Quinn ve ark 2002). 

Clostridium türleri toprak, su veya deniz tortusunda saprofit olarak 

bulunmaktadırlar. Ayrıca normal bağırsak florasında bulunurlar. Bir kısmı endosporlar 

halinde kas veya karaciğerde bulunabilir. Bu bakterilerin aktivasyonu sonucunda 

hastalık Ģekillenebilmektedir (Quinn ve ark 2002). 

Zorunlu anaerobik olmaları sebebiyle numune toplama ve uygulamalarında özel 

iĢlemler gerekmektedir. Canlı hayvandan veya taze kadavradan numunelerin 

alınmaması durumunda, bağırsak florasındaki bakteriler dokulara yayılarak doğru 

laboratuvar analiz ve teĢhisini engeller. Laboratuvara nakil için uygun örnekler doku 

blokları veya sıvılar anaerobik transport mediumu içerisine alınmıĢ örneklerdir. 

Numuneler alındıktan hemen sonra kültüre edilmelidir. Maya ekstraktı, Vitamin K, ve 

heminle zenginleĢtirilmiĢ kanlı agar izolasyon için uygundur. Besiyerleri taze olmalı ve 

oksijensiz bir Ģekilde muhafaza edilmelidir. Uygun atmosfer koĢulları anaerobik jar 

veya kabinler ile sağlanabilmektedir. Bu koĢullar  % 5 – 10 arasında CO2 içermelidir. 

Bazı Clostridium türleri vejetatif formları 15 dakikadan fazla süre oksijene maruz 

kaldığında yaĢayamamaktadır (Quinn ve ark. 2002).  

Bağırsakların lümen kısmı ile oksijen taĢıyan mukozal damarlar arasındaki 

uzaklık nedeniyle, lümen kısmı anaerobik bakteriler için 1 000 - 10 000 kat daha 

uygundur. Clostridium, Bacteroides - Prevotella grubu gibi bakteri grupları kolon 
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anaeroblarının % 99‟unu oluĢturmaktadır. Bfidobacterium ve Lactobacillus etkenleri de 

kolon florasının baskın üyeleridir ancak yaĢ ilerledikçe miktarları azalmaktadır 

(Mullany ve Roberts 2010). 

Dünya üzerinde toprak ve taze su içerisinde yoğun miktarda bulunmaktadır. 

Kontamine gıdaların oral kolonizasyonu sağlayarak Clostridium spp.‟nin hayvanların 

gastrointestinal mikrobiotasının üyeleri olmasının kaynağıdır. Clostridium türlerinin 

spor oluĢturmasının yanında ekzotoksin üretebildikleri de bilinmesi gereken önemli bir 

konudur. Bilinen 80 Clostridium türünün 30‟undan fazlası hayvanlarda patojen olarak 

bilinir ve bunların % 30‟u insanlarda da patojendir (Mullany ve Roberts 2010).  

 

 

1.2. Clostridium difficile 

 

 

1.2.1. Tarihçe 

 

Clostridium difficile (Bacillus difficile) ilk olarak Hall ve O‟Toole tarafından 1935 

yılında bebek gaita örneklerinden izole etmiĢtir (Mullany ve Roberts 2010). Clostridium 

difficile (C. difficile) adı, bakterinin izolasyonunun, identifikasyon ve laboratuvar 

çalıĢmalarının zor olması sebebiyle Ġngilizcede zor anlamına gelen “difficult” 

kelimesinden türetilmiĢtir (Rainey ve ark. 2015). Bakterinin ilk teĢhisinden 1978 yılına 

kadar dünya genelinde patojen olmadığı düĢünülmekteydi ancak 1978 yılından itibaren 

Ģiddetli nekrotize ve genellikle ölümle sonuçlanan kolon enfeksiyonu olan antibiyotik 

iliĢkili diyare ve psödomembranöz kolitise neden olduğu tespit edilmiĢtir. Son 

zamanlarda C. difficile iliĢkili (Clostridium difficile Associated Disease, CDAD) insan 

vakaları dünya genelinde artan bir eğilim göstermektedir (Mullany ve Roberts 2010). 

Günümüzde C. difficile, insanlarda Ģiddetli ishal, psödomembranöz kolitis ve toksik 

megakolona sebep olan önemli bir patojen olarak kabul edilmektedir (Angione ve ark. 

2014).  
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1.2.2. Etiyoloji 

 

Clostridium difficile, Gram pozitif, spor oluĢturan, basil Ģekilli, zorunlu anaerobik, sıvı 

kültürlerde genellikle hareketli, peritirik flagellaya sahip, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 µm 

boyutunda bir bakteridir (Rainey ve ark. 2015, Dawson ve ark. 2009). Ġncelenen 

preparatlarda tek tek görülebileceği gibi uç uca ikiden altıya kadar bakterinin birleĢmesi 

ile zincir Ģeklinde görülebilir. Bakteri sporları oval, subterminal (nadiren terminal) ve 

hücreden ĢiĢkindir. Birçok suĢ için sporulasyon Brucella Blood Agarda 2 gün 

inkübasyon sonucu geliĢir (Rainey ve ark. 2015). Glisin ve taurokolat sporulasyonu 

uyaran kimyasal maddelerdir. Deoksikolat da sporulasyonu uyarmaktadır ancak 

germine olan sporların fazla geliĢmesini de inhibe etmektedir (Dawson ve ark. 2009). 

Katı besiyerlerinde spor oluĢumunun geliĢmesi için agar içeriğinde % 0.1 oranında 

sodyum taurocholate olmalıdır (Rainey ve ark. 2015).  C. difficile sporlarının 

germinasyonu için gereken ortam koĢulları 37°C ve pH 6.5-7.5‟dir (Dawson ve ark. 

2009). 

Bakterinin vejetatif formu zorunlu anaerobik olması nedeniyle oksijene karĢı 

duyarlıyken spor formu kurumaya, ısıya, birçok dezenfektana ve fiziksel ajanlara karĢı 

dayanıklıdır (Wilcox 2003, Dawson ve ark. 2009, Weber ve ark. 2010). Etkenin sporları 

çevre ve ortam yüzeylerinde uzun süre boyunca canlılığını sürdürebilmektedir 

(Clements ve ark. 2010, Dawson ve ark. 2009). C. difficile, kolonda vejetatif halde, 

kolon dıĢarısında ise spor formunda bulunmaktadır. Bakterinin vejetatif formu, oda 

ısısında kuru yüzeylerde 15 dakika canlı kalırken, nemli yüzeylerde ise 6 saat canlı 

kalabilir (Weber ve ark. 2010).  

Bakteri 25°C ile 45°C arasında üreme gösterirken en uygun üreme sıcaklığı 30-

37°C‟dir. Kanlı agardaki C. difficile kolonileri 2-5 mm çapında, dairesel, kenarları 

pürüzlü, düz veya hafif konveks, opak, gri-beyazımsı ve mat veya parlak koloniler 

Ģeklinde gözlenir. Hemin ve vitamin K1 ilave edilmiĢ Brucella kanlı agarda 18 saat 

inkübasyon sonrasında uzun dalgaboylu ultraviolet ıĢık altında solgun yeĢil renkte 

floresan verir (Rainey ve ark. 2015).  
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Bakterinin baĢlıca virülens faktörleri olan üç toksinin (toksin A, toksin B, binary 

toksin) yanında flagellar protein, yüzey proteinleri, yüzey adezini yer almaktadır ve bu 

faktörler kolonizasyonu sağlamaktadır (Giannasca ve Warny 2004, Jones ve ark. 2013). 

Tüm suĢları 8 U/ml penisilin G, 4 µg/ml ampisilin, 4 µg/ml vankomisin, <1 

µg/ml rifampin, ve 2 µg/ml metronidazol antimikrobiyal etken maddelerine duyarlıdır. 

Klindamisin, sefalosporinler, sefamisinler, tetrasiklinler, kloramfenikol ve eritromisine 

duyarlılığı değiĢkendir (Rainey ve ark. 2015).  

16S rRNA gen dizilimine göre C. difficile,  Eubacterium tenue, Clostridium 

irregulare, Clostridium sordellii, Clostridium ghonii, Clostridium lituseburense, 

Clostridium mangenotii, ve Clostridium bifermentans bakterileri ile % 94.7-95.4 

benzerlik göstermektedir. DNA G+C içeriği (mol%):28 (Rainey ve ark. 2015).  

 

 

1.2.3. Toksinler 

 

C. difficile enfeksiyonlarının patogenezinde rol alan ve büyük clostridial sitotoksinler 

ailesi (LCT) üyeleri olarak kabul edilen toksin A, toksin B ile clostridial binary 

toksinler arasında kabul edilen binary toksin (CDT) olmak üzere üç toksin 

sentezleyebilmektedir (Rainey ve ark. 2015, Mullany ve Roberts 2010, Rupnik ve ark. 

2003, Jones ve ark. 2013, Carman ve ark. 2011, Dawson ve ark. 2009, Davies ve ark. 

2016).  Binary toksin üreten suĢların prevalansı insanlara göre hayvanlarda daha yüksek 

orandadır (Jobstl ve ark. 2010).Toksin üretmeyen suĢlar ise hastalık oluĢturmamaktadır 

(Giannasca ve Warny 2004). Toksin A 2710 amino asit içermektedir ve moleküler 

ağırlığı 308 kDa‟dır. Toksin B 269.6 kDa ağırlığında ve 2 366 amino asit içermektedir 

(Jank ve Aktories 2008). 

Toksin A ve toksin B‟nin de aralarında yer aldığı büyük clostridial 

sitotoksinlerin (LCT) yapısal ve fonksiyonel özellikleri; 1) yüksek moleküler ağırlığa 

sahip olmaları, 2) yapılarında bir amino-terminal (N-terminal) enzimatik bölge, 3) bir 
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merkezi hidrofobik bölge ve 4) karbonhidrat taĢıyan karbosi-terminal (C-terminal) 

bölgelerin olmasıdır. Multivalan lektin olan C-terminal bölgenin fonksiyonu, konak 

hücrelerin yüzeyindeki karbonhidrat reseptörlerine uyumlu olması sebebiyle reseptöre 

toksinin bağlanmasını sağlar. Hedef hücre içerisine toksinin giriĢi reseptör-aracılı 

endositozis yoluyla olmaktadır. Merkezi hidrofobik bölge toksinin endositik vezikülden 

GTPaz substratını etkileyeceği bölgeye doğru yer değiĢtirmesinde görevli olduğu 

düĢünülmektedir (Giannasca ve Warny 2004). 

C. difficile tarafından sentezlenen toksin A ve toksin B hastalığın prevalansı ve 

patojenitesi için en önemli virülens faktörleridir (Belyi ve Aktories 2010). Toksin A ve 

toksin B‟nin konak hücrelerinde Rho GTPaz‟ların glukolizasyonu ile epitel doku 

kaybına neden olarak diyare ve kolitis meydana getirir (Belyi ve Aktories 2010, Jones 

ve ark. 2013). Toksinler intestinal epitel hücrelerin aktin hücre iskeleti yapısını 

bozmaktadır (Dawson ve ark. 2009). Toksin A, temel olarak sıvı kaybına neden olduğu 

için enterotoksin olarak kabul edilir ancak düĢük oranda sitotoksik etki gösterir. Toksin 

B, enterotoksik aktiviteye sahip değildir ve toksin A ya nazaran daha güçlü sitotoksik 

etki gösterir (Rainey ve ark. 2015, Giannasca ve Warny 2004). Toksin B‟nin bir 

pikogramdan daha az miktarına maruz kalındığında dahi hücreler yuvarlak Ģekil alır, 

destek çatıları bozulur ve hücre ölümü görülür (Rainey ve ark. 2015).  

C. difficile genomunda 19.6 kb‟lık patojen lokusu (PaLoc) bölgesi içerisinde 

toksin A ve toksin B sentezinden sorumlu 5 farklı gen bölgesi mevcuttur (Belyi ve 

Aktories 2010, Carman ve ark. 2011, Dawson ve ark. 2009). PaLoc bölgesindeki 

değiĢimler toksin üretiminin temelini oluĢturmaktadır (Belyi ve Aktories 2010). C. 

difficile suĢlarında PaLoc bölgesi aynı olmayabilir ve bu nedenle toksin A üretemeyen 

toksin B üretelebilen veya toksin A üretebilen toksin B üretemeyen suĢlar 

olabilmektedir (Dawson ve ark. 2009). PaLoc üzerindeki gen bölgeleri; toksin A‟nın 

üretiminden sorumlu gen bölgesi tcdA, toksin B kodlayan bölge tcdB, her iki toksinin 

sentezi üzerine negatif regülatör görevi gören bölge tcdC, pozitif regülatör bölge tcdR, 

tcdE ise holin-like protein sentezinde görevlidir. Hipervirülent suĢlarda negatif regülatör 

olan tcdC gen bölgesinde silinmeler olmaktadır (Belyi ve Aktories 2010).  

Toksin A ve toksin B arasında % 63 oranında amino asit dizilimi benzerliği 

bulunurken, her iki toksin arasında antijenik benzerlik çok düĢüktür. Bazı çalıĢmalar 
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sonucunda, hastalardaki antikor titreleri ile antikorların toksin nötralize edebilme 

kabiliyeti arasında herhangi bir iliĢki bulunamamıĢtır. Ayrıca hastaların yaĢı ile birlikte 

antikor konsantrasyonu artmasına rağmen serum toksin nötralizasyon seviyesi azaldığı 

tespit edilmiĢtir (Wilcox ve Minton 2001).   

Hastalığın doğal hayvan modeli hamsterlardır. Fare, hamster gibi deney 

hayvanlarında yapılan araĢtırmalarda, toksin A ve toksin B‟nin saf bir Ģekilde oral 

olarak verilmesi sonrasında klinik semptomların tamamı deneysel olarak meydana gelir 

(Giannasca ve Warny 2004). Sadece toksin A, hamsterlara oral olarak verildiğinde letal 

etki gösterir ancak toksin B letal etki göstermez (Rainey ve ark. 2015, Giannasca ve 

Warny 2004). Toksinlerin her ikisi birlikte intraperitoneal uygulandığında letal etki 

gösterirler (Rainey ve ark. 2015). Her iki toksin birlikte verildiğinde sinerjik etki 

göstermektedir. Ġntragastrik yol ile verildiklerinde toksin A ilk olarak epitel bütünlüğü 

bozarak daha güçlü sitotoksin olan toksin B‟nin hücre içerisine giriĢine kolaylık sağlar. 

Epitel bariyerin bozulması sonrasında toksin B hücrelerin toksikasyonuna ve ölümüne 

yol açar. Tek doz klindamisin uygulanması sonrasında toksijenik C. difficile‟nin 

intragastrik olarak verilmesinin ardından diyare, letarji belirtileri sonrasındaki 2-3 gün 

içerisinde ölüm görülür (Giannasca ve Warny 2004).  

Bazı C. difficile suĢları, binary toksin (CDT, cytolethal distending toxin) olarak 

adlandırılan ve kromozomal genler tarafından kodlanan üçüncü bir toksin daha 

üretmektedir (Mullany ve Roberts 2010, Swick ve ark. 2016). Binary toksin üretebilen 

toksin A ve toksin B üretemeyen suĢların da enfeksiyon oluĢturabileceği 

belirtilmektedir (Rupnik ve ark. 2003, Eckert ve ark. 2015). Binary toksin C. difficile 

suĢlarının % 17 – 23‟ü tarafından sentezlenmektedir (Eckert ve ark. 2015). Toksin A ve 

toksin B üretebilen suĢların % 36‟sı binary toksin de üretmektedir. Buna ek olarak, 

toksin A ve B üretemeyen suĢların % 2‟si binary toksin de üretmektedir ancak bu 

etkenlerin asemptomatik bireylerden elde edilmiĢ olması nedeniyle bu toksinin 

enfeksiyondaki rolünün çok düĢük olduğu belirtilmektedir (Mullany ve Roberts 2010). 

Binary toksin, aktin hücre iskeletinin depolimerizasyonunu, adezyonu ve bakterinin 

kolonizasyonunu sağlamaktadır (Jones ve ark. 2013, Davies ve ark. 2016). Binary 

toksinin hedef hücreye lipoliz-uyarımlı bir membran reseptörü aracılığı ile girdiği 

belirlenmiĢtir (Jones ve ark. 2013).  
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C. difficile‟nin binary toksini, Clostridium botulinum tip C ve tip D‟nin C2 

toksini, Clostridium perfringens tip E‟nin iota toksinin, Clostridium spiroforme‟nin 

iota-like toksini clostridial binary toksinlerinin üyeleridir. Clostridial binary toksinler 

aktin değiĢtiren ADP-ribosyltransferaz‟dır (Rupnik ve ark. 2003). Binary toksin 

polipeptid yapıdaki katalitik komponent CDTa (47.9 kDa) ve bağlayıcı komponent 

CDTb (98.8 kDa) olmak üzere iki komponentten oluĢmaktadır (Rupnik ve ark. 2003, 

Carman ve ark. 2011, Davies ve ark. 2016).  

Binary toksin üretiminden sorumlu gen bölgesi CDT lokus veya CdtLoc olarak 

tanımlanmaktadır. CdtLoc cdtA, cdtB ve cdtR genlerini içeren 6.2 kb lık gen bölgesidir 

(Carman ve ark. 2011). Binary toksin üretimi cdtR bölgesi tarafından regüle edilirken, 

cdtB gen bölgesi bağlanma komponentini, cdtA gen bölgesi enzimatik komponenti 

kodlamaktadır (Rupnik ve ark. 2005, Dawson ve ark. 2009). CdtR, cdtA ve cdtB 

genlerini içeren izolatlar binary toksin üretebilmektedir ve CDT
+ 

olarak belirtilirler 

(Carman ve ark. 2011). Binary toksin üretemeyen C. difficile izolatlarında CdtLoc gen 

bölgesi 68 baz çifti uzunluğundadır (Dawson ve ark. 2009). C. difficile suĢlarının toksin 

üretimine göre 5 sınıfa ayrılır ve A+B+CDT+ (IIIa, IV, V, VI, VII, IX, XIV, XV, XXII, 

XXIII, XXIV, XXV, XXVIII), A+B+CDT- (0, I, II, XII, XIII, XIX, XX, XXI, XXVI, 

XXIV, XXIX), B+A-CDT+ (X, V-like, XVI, XVII, XXX, XXXI), B+A-CDT- (VIII), 

CDT+A-B- (XIa, XIb) olarak toksin tiplendirmesi tespit edilmiĢtir (Rupnik ve ark. 

2003, Warren ve Guerrant 2011). 

 

1.2.4. Epidemiyoloji 

 

Clostridium difficile enfeksiyonu insanlarda nazokomiyal bir enfeksiyondur ve 

antibiyotik-iliĢkili diyare vakalarının % 20‟lik kısmını oluĢturmaktadır (Carman ve ark. 

2011, Simango ve Mwakurudza 2008). Etken koyun, domuz, tavuk, keçi, sığır gibi 

birçok hayvandan izole edilmiĢtir (Simango ve Mwakurudza 2008). Hayvanlardan ve 

insanlardan izole edilen etkenler benzer suĢlardır (Awbersek ve ark. 2009). Ġnsanlardaki 

enfeksiyonların önemli kaynağı çiftlik hayvanlardır ve bu hayvanlar hastalık 



9 
 

rezervuarları olarak kabul edilmektedir (Skraban ve ark. 2013, Simango ve 

Mwakurudza 2008, Awbersek ve ark. 2009).  

Son 20 yıl içerisinde birçok ülkede C. difficile’nin insidensi artma eğilimi 

göstermiĢtir. Hastalığın Ģiddetinde de artıĢ olduğu 2003 yılında Kanada‟da yaĢanan 

salgın raporunda ilk olarak bildirilmiĢtir. Yapılan araĢtırma sonucunda hastalık 

nedeniyle yaklaĢık 2 000 kiĢinin hayatını kaybettiği belirtilmektedir (Clements ve ark. 

2010). Ülkelerdeki vakaların incelemelerinde en düĢük düzeyde görülen ülkeler her 10 

000 hastada pozitif vakası hiç olmayan Türkiye ve Lüksenburg olarak bildirilmektedir 

(Bauer ve ark. 2011). Hastalığın çocuklardaki vakalarının yetiĢkin vakalarının yanında 

artmakta ve 5 günlük bebeklerden 17 yaĢlarına kadar değiĢen yaĢ aralığı gösterdiği 

bildirilmektedir (Pituch 2009).  

Sağlıklı yetiĢkinlerin yaklaĢık % 1-3‟ü asemptomatik C. difficile taĢıyıcılarıdır 

(Giannasca ve Warny 2004). Ayakta tedavi edilen yetiĢkinlerin % 3‟ünde tedavi sonrası 

intestinal sistemlerine C. difficile kolonize olmaktadır (Gardiner ve ark. 2009). Sağlıklı 

bebeklerin % 60‟ında klinik semptom olmaksızın etken tespit edilmiĢtir. Hastalığın 

geliĢmesindeki en önemli risk faktörü antibiyotik tedavisidir. Antibiyotik kullananların 

yaklaĢık % 20‟sinde etken kolonize olmaktadır. Hastalık için özellikle 65 yaĢ üzeri olan 

insanlar, yatalak hastalar, kazanılmıĢ bağıĢıklık yetersizliği sendromu (AIDS) hastaları 

veya kemoterapi tedavisi görenler gibi kiĢiler risk grubunda yer almaktadır (Giannasca 

ve Warny 2004).  

Clostridium difficile, deniz tortuları, toprak, su, kum, hastane ortamı, deve, at, 

eĢek, köpek, kedi ve kanatlı gibi birçok hayvanın intestinal sistemi ve gaitasında 

bulunabilmektedir. Bunların yanı sıra, insan gaitası, kırmızı ve beyaz et ve et 

ürünlerinde, sebzelerde, nadiren kan, insan ve hayvanların piyojen enfeksiyon örnekleri 

gibi farklı ortamlardan da tespit edilmektedir (Rainey ve ark. 2015, Hopman ve ark. 

2011, Skraban ve ark. 2013, Metcalf ve ark. 2011). Bakteri sporlarının çevre ortam 

yüzeylerinde, hastane personel kıyafetleri ve ekipmanlarında bulunması nedeniyle 

mücadelesi zordur (Giannasca ve Warny 2004). Clostridium difficile deniz gıdaları ve 

balıklardan % 4.8, toprak örneklerinde % 22, kıyma örneklerinde % 3 oranında tespit 

edilmiĢtir (Jobstl ve ark. 2010, Metcalf ve ark. 2011).  
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Clostridium difficile‟nin sağlık tesisleri yüzeylerindeki araĢtırmada temizlik 

öncesinde enfekte hasta odalarının % 83‟ünde, enfekte olmayan hasta odalarının % 

33‟ünde etken izole edilmiĢtir. Odalar temizlendikten sonra ise enfekte hastaların 

odalarının % 67‟sinden C. difficile tespit edilmiĢtir (Dubberke ve ark. 2007). 

Clostridium difficile enfekte hastaların tedavi gördükleri odalarda yapılan incelemelerde 

ise bakteri sporlarının en yoğun olduğu yüzey % 45 oranıyla taban yüzeyidir, daha 

sonra sırasıyla % 35 oranında aydınlatma pirizlerinde, % 9 oranında yatakta, % 8 

oranında masada, % 3 oranında pencerede tespit edilmiĢtir (Verity ve ark. 2001).  

Genellikle domuz, buzağı ve bu hayvanların yaĢam alanlarında tespit edilen 

Clostridium difficile 078 ribotipine bağlı vakaların arttığı belirtilmektedir (Goorhuis ve 

ark. 2008, Jones ve ark. 2013). Hollanda‟da 2005 - 2008 yılları arasında 078 ribotipinin 

insidensinin % 3‟ten % 13‟e yükseldiği belirtilmektedir (Goorhuis ve ark. 2008). C. 

difficile 027, 012, 017, 019, 036, 078 ve 153 PCR ribotiplerinin insanlarda, çiftlik 

hayvanlarında ve pet hayvanlarında ortak olduğu bildirilmektedir (Jones ve ark. 2013). 

Ekonomik analizlere göre hastalığın ekonomik kaybı olgu baĢına Amerika‟da    

5 042 – 7 179 $,  Ġrlanda‟da 4 577 £, Almanya‟da 8 843 £, Ġngiltere‟de 5 000 - 15 000 € 

olarak hesaplanmıĢtır (Wiegand ve ark. 2012, Jones ve ark. 2013, Dubberke ve ark. 

2008). Amerika‟nın hastalığa bağlı 897 milyon ile 1.3 milyar $, Avrupa Birliği‟nin ise 

yıllık 3 milyar € ekonomik kaybının olduğu bildirilmektedir (Jones ve ark. 2013, 

Dubberke ve ark. 2008). Enfeksiyonun 2008 yılındaki A.B.D.‟deki ekonomik kaybı 4.8 

milyar dolar olarak bildirilmektedir (Dubberke ve Olsen 2012). Amerika‟da 1997-2007 

yılları arasında Clostridium difficile nedeniyle hayatını kaybeden insan sayısı 43 513 

insandır (Hall ve ark. 2012). Ġnsanlardaki bu hastalığın raporları gün geçtikçe 

artmaktadır, 1997 yılındaki raporlar ile 2007 yılındaki raporlar karĢılaĢtırıldığında 20 yıl 

içerisinde hastalığın insanlardaki mortalitesinde 5 kat artıĢ olduğu belirtilmektedir 

(Angione ve ark. 2014, Hall ve ark. 2012).  
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1.2.5. Risk Faktörleri 

 

Hastalığın geliĢimi ve sürecini kolaylaĢtıran bir risk faktörü antibiyotik kullanımıdır ve 

antibiyotik nedeniyle bağırsak florası zarar görürken toksin üreten C. difficile kolonize 

olur (Wilcox 2003, Clements ve ark. 2010). Ġnsanlarda enfeksiyon olguları tipik olarak 

antibiyotik tedavisi baĢlangıcındaki birkaç gün içerisinde geliĢir (Wilcox 2003). 

Hastalığın geliĢiminde yüksek riskli antibiyotikler; sefotaksim, seftazidim, co-

amoksiklav, sefalosporinler, klindamisindir, orta riskli antibiyotikler; 

ampisilin/amoksisilin, ko-trimaksazol, makrolidler, tetrasiklinlerdir, penisilinler, düĢük 

riskli antibiyotikler; aminoglikozidler, metronidazol, florokinolonlar, rifampisin, 

vankomisindir (Wilcox 2003, Bignardi 1998).  

Hastalığın diğer risk faktörleri uzun süre hastane tedavisi, 65 yaĢ üzeri olmak, 

neoplastik hastalıklar, gastrointestinal operasyonlar, ülser tedavileri, nazogastrik tüp ile 

beslenme ve gastrointestinal hastalıklardır (Wilcox 2003, Pituch 2009, Bignardi 1998). 

YaĢlı insanların bağırsak florası C. difficile enfeksiyonunun geliĢimine karĢı daha düĢük 

inhibitör etkiye sahiptir ve bildirilen enfeksiyon vakalarının % 80‟inden fazlası 65 yaĢ 

üzerindeki hastanede tedavi edilmiĢ kiĢilerden oluĢmaktadır (Wilcox 2003).  

Çocuklardaki risk faktörleri: bağırsak florasının bozulması, immun yanıt 

yetersizliği, yetersiz beslenme, uygun olmayan koĢullar, enfeksiyonlar ve kanserdir 

(Pituch 2009). Ġnsanlarda enfeksiyon riski yüksek yaĢ olarak belirtilirken hayvanlarda 

görülen formlar ise genellikle genç yaĢlarda ortaya çıkmaktadır (Zidaric ve ark. 2008).  

 

 

1.2.6. Patogenez 

 

Mikroorganizma sporları fekal-oral yol ile mide asidi bariyerini aĢarak kolona ulaĢır 

(Swick ve ark 2016, Giannasca ve Warny 2004). Herhangi bir enfeksiyon için tercih 

edilen antimikrobiyal tedavi sonucunda bağırsak florasının kaybı meydana gelirken C. 
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difficile sporları kolonda germine olur (Swick ve ark 2016, Giannasca ve Warny 2004, 

Genth ve ark. 2008).  

Vejetatif forma dönüĢen bakterinin epitelyal hücrelere adezyonu ve 

kolonizasyonunda belirli faktörler mevcuttur (Pechine ve Collignon 2016). Bu 

faktörlerden ikisi bakteri yüzey katman proteinleri (SLP) olan adezin Cwp66 ile sitein 

proteaz Cwp84‟tür (Genth ve ark. 2008, Pechine ve Collignon 2016). Diğer bir 

kolonizasyon faktörü fibronektin bağlayan proteindir (Pechine ve Collignon 2016). 

Bakteri kolon epitel katmanında kolonize olduktan sonra iki büyük ekzotoksin olan 

toksin A ve toksin B‟yi üretir (Giannasca ve Warny 2004).  

Kolonizasyon sonrasında primer virülens faktörleri olan toksin A ve toksin B 

sentezlenir (Swick ve ark 2016, Genth ve ark. 2008). Toksin A ve/veya toksin B‟nin 

sentezlenebilir olması virülens için önemlidir, toksijenik suĢlar Ģiddetli hastalık 

oluĢturabilme yeteneğine sahip iken, toksijenik olmayan suĢlar ise hastalığa neden 

olmaz (Swick ve ark 2016). Her iki toksin de vejetatif C. difficile tarafından sentezlenir. 

Toksin sentezi uygun ortam Ģartlarında olmaktadır ve ortam sıcaklığı, glukoz, belirli 

amino asit, bütürik asit veya antibiyotikler gibi çeĢitli ortam uyarıcıları tarafından 

düzenlenir (Genth ve ark. 2008). Bakteri tarafından sentezlenen toksinler enterik sinir 

sistemini uyarır ve yoğun nötrofil infiltrasyonuna, mast hücreleri ve makrofajlar 

tarafından çeĢitli tümör nekrozis faktör ve proinflamatuvar interlökinlerin salınımını 

uyarmaktadır (Genth ve ark. 2008, Keessen ve ark. 2011). Etkenin toksin üretebilmesi 

için PaLoc bölgesi içerisinde yer alan ve negatif regülatör olan tcdC gen bölgesindeki 

silinme olması gerektiği belirtilmektedir (Mullany ve Roberts 2010).  

Toksin A ve toksin B konak hücresinin çeĢitli membran reseptörlerine 

bağlanmaktadır. Toksinin konak epitel hücresine bağlanması reseptör-temelli endositoz 

ile gerçekleĢir (Genth ve ark. 2008). Her iki toksin de glukoziltransferaz toksin olarak 

sınıflandırılır ve yapısında N-ucunda glukoziltransferaz kısmı, küçük hidrofobik bir 

kısım ile karakterize translokasyon bölümü ve C-ucunda reseptöre bağlanma kısmı yer 

almaktadır. Toksinin C-terminal bağlanma kısmı, henüz belirlenememiĢ olan konak 

hücre reseptörüne bağlanır. Bağlanma sonrasında endositozis gerçekleĢir ve toksin 

endozom ile hücre içerisine girer. Endozom içerisindeki toksin endozomal membrandan 

sitozole doğru hareket eder ve glukoziltransferaz kısmı endozom dıĢarısında kalır. Bu 
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aĢama veziküler H
+
ATPaz tarafından endozomların asitliğinin artmasıyla meydana gelir 

ve membran üzerinde por ouĢumunu sağlar (Genth ve ark. 2008, Jank ve Aktories 

2008). Bafilomisin, H
+
ATPaz bloke ederek toksinin sitozole giriĢini ve hücrenin 

intoksikasyonunu inhibe eder (Jank ve Aktories 2008). Glukoziltransferaz kısım pordan 

geçerek sitozole ulaĢır (Genth ve ark. 2008). Konak hücresi içerisinde bulunan inositol 

hekzakisfosfat (InsP6) sitozole geçmiĢ glukozilasyon kısmının toksinin diğer 

kısımlarından ayrılmasını ve sitoplazmada serbest kalmasını sağlar (Jank ve Aktories 

2008). 

Hücrelerde bulunan Rho proteinleri hücre iskeletinin aktin polimerizasyonunda 

görev alan proteinler GTPaz‟ların küçük moleküler kitleleridir. Clostridial 

glukozilasyon toksinleri (toksin A ve toksin B) Rho proteinlerinin yapısını 

değiĢtirmektedir. Rho GTPaz‟lar GDP-bağlı formda inaktif haldedir. Guanin nükleotid 

çevirme faktörü (GEF), Rho GTPazları aktive eder. GEF aracılığı ile GDP, GTP ye 

dönüĢür. Ayrıca GAP aracılığı ile hidroliz gerçekleĢtirilir. Toksinin glukozilasyon kısmı 

Rho GTPazın yapısında değiĢimine neden olarak aktive olmasını engeller. Rho 

proteinleri hücre içerisinde epitel hücrelerinin bariyer fonksiyonlarında, immun hücre 

göçünde, adezyonda, fagositozda, süperoksit üretiminde, sitokin salınımı ve immun 

hücre sinyallerinde görev alır. Toksin Rho proteininin treonin 35 veya 37 sıralarında 

değiĢime neden olur (Jank ve Aktories 2008). Toksikasyon sonucunda konak hücre 

proteinlerinin Rho ailesi üyelerinin glikozilasyonu ile konak hücre iskeletinin bozulması 

sonucu epitel hücrelerinin ölümüne (apoptozis) ve güçlü bir yangı meydana gelir (Swick 

ve ark. 2016, Jones ve ark. 2013). Bu durumların sonucunda klinik semptomları 

Ģekillendiren bağırsak doku hasarlanır ve akut yangı geliĢir (Swick ve ark. 2016). 

Enfeksiyon mukoza bariyer fonksiyonunun kaybı ve kolon yangısı ile karakterizedir 

(Genth ve ark. 2008).  
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1.2.7. Semptomlar 

 

C. difficile sporları kolona ulaĢması sonrasında ya asemptomatik kolonizasyon gözlenir 

ya da hastalık geliĢerek diyare, kolitis, toksik megakolon, pseudomembranöz kolitis ve 

ölüm gözlenebilir (Gardiner ve ark. 2009, Wilcox 2003, Clements ve ark. 2010). Etken 

normal yetiĢkin insanların bağırsak floralarının mikroorganizmalarının % 2‟sini 

oluĢtururken bu oran yaĢ ile birlikte artmaktadır ki yaĢlı insanlarda % 10-20 oranında 

bir kısmı kapsamaktadır. Flora içerisindeki oranın yaĢla değiĢiminin nedenleri ise 

antibiyotik alımı ve zamanla C. difficile‟ye maruz kalma oranıdır (Wilcox 2003). 

Ġnsanlarda hastalığın geliĢiminde üç temel basamak vardır; 1) normal kolon florasının 

bozulması, 2) toksijenik C. difficile‟nin kolonda kolonizasyonu ve 3) C. difficile‟nin 

kolonda çoğalması ve toksin üretmesidir (Keessen ve ark. 2011). Ġnsanlarda 

enfeksiyonun komplikasyonları, hipotansiyon, Ģok, sepsis, ileus, megakolon, 

perforasyon ve ölümdür (Usacheva ve ark. 2016). Klinik belirtilerin temel kaynağı 

toksinler olmasına rağmen gaita içerisindeki toksin miktarı ile hastalığın Ģiddeti 

arasında bir bağlantı yoktur (Kuijper ve ark. 2006).  

Toksin A ve toksin B üretemeyen C. difficile suĢları hastalık 

oluĢturamamaktadır. Hastalık toksin A üretemeyen toksin B üreten suĢlar tarafından da 

meydana gelebilmektedir (Planche ve Arnold 2009). Ġnsanlarda dört farklı klinik form 

görülür. Asemptomatik form, yetiĢkinlerin yaklaĢık % 3-5‟i ve yeni doğanların yaklaĢık 

% 50‟si C. difficile‟nin asemptomatik taĢıyıcılarıdır. Orta Ģiddette enfeksiyon, orta 

Ģiddette sulu kansız ishaldir ve abdominal kramp gözlenir. Clostridium difficile 

pseudomembransız kolitis formu, ateĢ, malazi, yüksek volümlü ve kanlı ishal ve 

abdominal ağrı mevcuttur. Dördüncü form ise pseudomembranöz kolitis formu, 

sistemik bir formdur (Mcfee ve Abdelsayed 2009). Hastalarda abdominal ağrı ve 

hassasiyet, kusma, anoreksiya, letarji, ateĢ ve kanlı olabilen Ģiddetli ishal gözlenir 

(Mcfee ve Abdelsayed 2009, Hammitt ve ark. 2008, Keessen ve ark. 2011).  

Enfeksiyonun tekrar etmesi durumu gözlenebilen bir durumdur ve tekrar enfekte 

olma riski % 45 – 61 arasındadır (Johnson 2009a). ĠyileĢtikten sonraki birkaç gün ile 

birkaç hafta sonra reenfeksiyonlar meydana gelebilmektedir (Johnson 2009b). Bu 
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durum ya aynı suĢ ya da farklı bir suĢ ile enfeksiyon sonucu meydana gelir. Yeni bir suĢ 

tarafından enfeksiyon vakaları % 33 – 75 oranlarında görülmektedir. Tekrarlayan 

Clostridium difficile enfeksiyonlarının risk faktörleri, yetersiz antikor yanıtı, kolon 

florasının bozulmasının kalıcı hale gelmesi, ileri yaĢ, uzun süreli hastanede kalıĢ ve 

antasit ilaçların kullanılmasıyladır (Johnson 2009a).  

Clostridium difficile domuz, buzağı, köpek, at, devekuĢu, fil, uçamayan kuĢlar, 

kedi, fare, deney hayvanları gibi birçok hayvan türünde bulunmaktadır (Hammitt ve ark. 

2008, Hopman ve ark. 2011, Keessen ve ark. 2011). Ġnsanlarda olduğu kadar 

hayvanlardan da izole edilen bakterilerin antimikrobiyal direnç geliĢimi yönünden 

incelenmesi antibiyotik tedavi protokollerine katkı saylayacaktır (Thitaram ve ark. 

2016).  

C. difficile domuzlarda neonatal enteritis iliĢkilidir (Hopman ve ark. 2011). 

Domuzlarda C. difficile enfeksiyonu ilk olarak 20 yılı aĢkın süre öncesinde gnotobiyotik 

domuzlara kazara bulaĢma vakası ile bildirilmiĢtir. YaklaĢık 15 yıl sonrasında ise 5 

günlük domuz yavrularında C. difficile ve toksinlerinin neden olduğu dispne, hafif 

ĢiĢkin abdomen, skrotal ödem, ishal, asites, mezokolonda ödem ve hidrotoraks klinik 

belirtilerle seyreden bir salgın meydana geldi. Bu vakada mortalite oranı % 16 olarak 

tespit edilmiĢtir. Enfeksiyon, 2000 yılından itibaren neonatal domuzlarda en temel 

enteritis nedeni olarak kabul edilmiĢtir (Songer ve Anderson 2006).  

Hastalıkta, 1-7 günlük domuzlar etkilenir ve ishal gözlenebilir (Hopman ve ark. 

2011, Songer 2010, Songer ve Anderson 2006, Keessen ve ark. 2011). Domuzlarda 

bulunan suĢlar genellikle 078 ribotipleri olmaktadır  (Hopman ve ark. 2011). ġiddetli 

mezokolonik ödem, kolonda seröz ödem, nadiren pseudomembran oluĢumu ve macun 

veya sulu kıvamda sarımsı kolon parçaları ile karıĢık bir ishal tablosu halinde gözlenir 

(Songer 2010, Songer ve Anderson 2006). Enfeksiyonun domuz yavrularında morbidite 

oranı % 97-100, mortalite oranı % 16‟dır (Keessen ve ark. 2011). Barınakların 2/3‟si, 

domuz yavrularının 1/3‟i enfekte olmaktadır ve sütten kesim döneminde domuzların 

normalden % 10 daha az kondisyona sahip olurlar (Songer 2010, Songer ve Anderson 

2006, Keessen ve ark. 2011). Mikroskobik bakıda mukozada erozyon, mezokolona 

nötrofil lökosit infiltrasyonu yaygındır. Nötrofil eksudasyonu ve lümen içerisine fibrinin 
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meydana getirdiği görüntü “volkan lezyonu” olarak isimlendirilmiĢtir (Songer ve 

Anderson 2006). 

Domuz yavrularındaki klinik belirtiler vejetatif bakterilerin veya bakteri 

sporlarının oral yol ile verilmesi sonucunda da deneysel olarak gözlenmiĢtir. Ayrıca, 

ishali olmayan domuzlarda da C. difficile ve toksinleri tespit edilebilmektedir. Normal 

dıĢkılayan veya konstipasyonu olan domuzların % 74‟ünde toksin A ve toksin B tespit 

edilmiĢtir (Songer ve Anderson 2006).  

C. difficile buzağılar için de oldukça önemlidir (Songer 2010). Buzağılarda 

enfeksiyon ince bağırsaklarda ve kalın bağırsaklarda enterokolitis Ģeklinde görülür. 

Deneysel olarak operasyon ile bağırsaklarına C. difficile toksinleri inokule edilmiĢ 

buzağılarda doku hasarı ve nötrofil infiltrasyonuna neden olduğu ortaya konulmuĢtur 

(Keessen ve ark. 2011). Kanada‟da buzağılar üzerine yapılan bir vaka-kontrol 

epidemiyoloji çalıĢmasında ishalli buzağıların gaitalarında sağlıklı buzağıların 

gaitalarına göre daha fazla toksin varlığı tespit edilmiĢtir. Ġnsanlardan izole edilen 

ribotipler ile buzağılardan izole edilen ribotipler (017, 027 ve 078 ribotipleri) aynıdır  ve 

domuz ve buzağılardan izole edilen suĢların % 80‟den fazlası insanlarda ölüm ile 

sonuçlanmıĢ vakaların suĢları ile aynı veya benzerdir (Songer 2010).  

Atlarda C. difficile enfeksiyonunda çeĢitli klinik belirtiler ve değiĢken Ģiddette 

seyretmektedir. Genellikle C. difficile‟nin metronidazol dirençli suĢlar atlar için daha 

virulenttir (Diab ve ark. 2013). Atlar veya taylar C. difficile enfeksiyonuna karĢı eĢit 

oranda duyarlıdırlar  (Diab ve ark. 2013, Uzal ve ark. 2012). Hastalık sporadik olarak da 

ya da aniden salgın olarak da ortaya çıkabilir (Diab ve ark. 2013). Taylarda genel olarak 

lezyonlar ince bağırsaklarda görülürken, atlarda lezyonlar sekum ve kolonda 

gözlenmektedir (Uzal ve ark. 2012). Tay ve atlarda temel klinik belirti ishaldir, bunun 

yanında muköz membranlarda hiperemi, yüksek ateĢ, taĢikardi, taĢipne, dehidrasyon, 

abdominal ĢiĢkinlik ve kolik vardır. Taylarda doğumu takiben hastalık geliĢebilir ve 

depresyon, sulu veya kanlı ishal, dehidrasyon ve/veya toksemi takibinde sıklıkla ölüm 

meydana gelir (Diab ve ark. 2013).  
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Cooper ve ark. (2013) C. difficile‟nin tavukların enterik hastalıklarının 

etiyolojisinde yer alan ve nekrotize enteritisle karakterize % 90‟ın üzerinde mortalite ile 

seyreden bir enfeksiyona sebep olduğu bildirilmektedir. 

 

1.2.8. Laboratuvar TeĢhisi 

 

Hastalığın laboratuvar teĢhisi gaita örneğinden ya toksin üreten C. difficile’nin 

izolasyonu ya da örnekte toksinin teĢhisi üzerine temel almaktadır. TeĢhis için 

gönderilen gaitaların taze olması ve inhibitör madde içermemesi gerekmektedir 

(Rodriguez ve ark. 2016).  

 

 

1.2.8.1.Kültür  

 

Klinik örneklerden C. difficile‟in bakteriyolojik kültürde izolasyonu en duyarlı teĢhis 

metotlarından biridir ve hastalığın antibiyotik direnç profillerinin takibi ve 

epidemiyolojik araĢtırmaların temelini oluĢturur (Rodriguez ve ark. 2016). Bakterinin 

teĢhisinde anaerobik kültürün sensivitesi yüksek olmasına rağmen tek baĢına yeterli 

olmamaktadır (Napolitano ve Edmiston 2017). Ġnkübasyon süresinin 2 güne kadar 

uzuyor olması ve izolasyon ile identifikasyon sonrasında toksijenik suĢ olup olmadığı 

konusunda test yapma ihtiyacı bu metodun dezavantajı olarak kabul edilmektedir. 

Bakteri izolasyonunda George ve ark. (1979) tarafından ortaya konulan cycloserine-

cefoxitin fuctose agar (CCF) halen günümüzde yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Rodriguez ve ark. 2016).  

Gelen örneklerden bakteri izolasyonu öncesinde spesifiteyi arttırma amacıyla ya 

80°C‟de tutulması ya da “ethanol Ģoku” adı verilen ve örnek ile aynı miktarda saf etil 
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alkol ile karıĢtırılarak oda sıcaklığında inkübasyon ön iĢlemlerin uygulanması tavsiye 

edilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016, Martinez-Melendez ve ark. 2017). 

Ön iĢlem sonrasında ayırt edici ve özel besi yeri olan cycloserine-cefoxitin-

fructose (CCF) agara ekim yapılır ve anaerobik ortamda inkübe edilir. Besiyeri 

içerisindeki cycloserine ve cefoxitin C. difficile‟yi etkilemeksizin diğer Gram pozitif 

bakterileri ve Gram negatif bakterileri inhibe etmektedir. Etken izolasyonunda ticari 

kromojenik agarlar da kullanılabilmektedir (Martinez-Melendez ve ark. 2017). 

 

 

1.2.8.2.Seroloji 

 

Gaita örneklerinde toksin A ve toksin B‟nin teĢhisinde enzim immunoassay (EIA) kolay 

kullanımı ve 2-6 saat içerisinde sonuç vermesi sebebiyle yaygın olarak tercih 

edilmektedir. EIA teĢhis kitlerinin sensivitelerinin % 63 - 99 arasında olduğu 

bildirilmektedir (Napolitano ve Edmiston 2017). Metot hücre kültürüne göre daha hızlı 

ancak daha düĢük sensiviteye sahip bir metotdur ve uygulanabilmesi için özel bir 

ekipmana gerek duyulmaz (Rodriguez ve ark. 2016). 

Test metodu tedavi indikatörü olarak kullanılmamalıdır çünkü baĢarılı bir 

Ģekilde tedavi edilmiĢ insanların % 25‟inde EIA toksin testleri uzun süre pozitif 

sonuçlar vermektedir.  BaĢka bir EIA metodunda ise hedef antijen C. difficile‟ye ait 

glutamat dehidrogenaz (GDH)‟dır (Napolitano ve Edmiston 2017). Bakteri tarafından 

sentezlenen ve gaita içerisine salınan GDH toksijenik suĢlara spesifik bir enzim 

değildir. Bu nedenle bu enzime yönelik pozitif sonuçlar sonrasında toksin teĢhisi 

yapılmaktadır (Rodriguez ve ark. 2016, Napolitano ve Edmiston 2017).  
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1.2.8.3.Hücre Kültürü 

 

Toksin teĢhisi için kullanılan en iyi ve güvenilir metot hücre kültürüdür. Hücre 

kültüründe kullanılan hücre hatları; Vero, Hep2, fibroblast, HeLa hücre hatlarıdır. Gaita 

içerisinde toksin var ise 24 - 48 saat içerisinde hücreler üzerine sitopatik etki gözlenir. 

Toksin B‟nin sitopatik etkisinin toksin A‟ya göre daha fazla olması nedeniyle daha çok 

bu yöntem toksin B‟nin varlığını ortaya koyabilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016). 

 

 

1.2.8.4.Moleküler TeĢhis 

 

Moleküler temelli metotlardan PCR metotları insanlarda, hayvanlarda ve çevre 

örneklerinde bakterinin teĢhisi için yaygın olarak kullanılmaktadır (Rodriguez ve ark. 

2016, Napolitano ve Edmiston 2017). Bu metotlarla 2 saat içerisinde pozitif veya 

negatif sonuç verilebilmektedir. Bu metotların sensiviteleri % 84 - 96, spesifiteleri % 94 

- 99 arasındadır (Napolitano ve Edmiston 2017). Real time PCR ile de bakterinin ve 

toksinlerinin teĢhisi sağlanabilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016). Moleküler teĢhis 

yöntemlerinde canlı hücre olmasına ihtiyaç duyulmaması sebebiyle numune gönderim 

koĢulları zor değildir (Martinez-Melendez ve ark. 2017).  

TeĢhisi yapılan suĢların karĢılaĢtırılabilmesi için geliĢtirilen farklı moleküler 

tiplendirme metotları mevcuttur. Pulsed-field gel elektroforez (PFGE) ve restriction 

endonükleaz analizi (REA) bakterinin genotiplendirilmesinde Amerika ve Kanada‟da 

yaygın olarak kullanılmaktadır. PFGE analizinde genellikle restriksiyon enzimi olarak 

SmaI ve SacII enzimleri kullanılmaktadır. Bu enzimler ile bakteri genomunda farklı 

bölgeler kesilerek kendine özgü bir band profili ortaya çıkarır. PFGE analizi ile 

adlandırılan suĢlar NAP (North America Pulsotype) sonrasında numara yazılarak 

adlandırılmaktadır. REA metodu tam hücre DNA‟sında uygulanmaktadır. Analizde 

restriksiyon enzimi olarak HindIII kullanılır. Sonucu klasik jel elektroforez sonucundaki 
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band profiline göre değerlendirilir. Avrupa‟da bakterinin tiplendirilmesinde yaygın 

olarak PCR ribotiplendirme uygulanmaktadır. Bu metot 16-23S rDNA integenic spacer 

bölgelerinin boyut farklılıkları üzerine temel alan bir metotdur. Sonuçları klasik jel 

elektroforezdeki band profiline göre yapılmaktadır band profillerinde bir band farklılığı 

yeni ribotip olacaktır. Ribotiplendirme sonrası her bir ribotip sırasına göre üç rakamlı 

olacak Ģekilde adlandırılır Örneğin, PCR ribotip 001 (Rodriguez ve ark. 2016). 

 

 

1.2.9. Tedavi ve Koruma 

 

Esasında gastrointestinal sistemde bulunan mikrobiyomun varlığı patojen 

mikroorganizmaların kolonizasyonunu önlemektedir. Bu nedenle mikrobiyom 

kolonizasyon direnci olarak kabul edilmektedir. Bunda en önemli mekanizmalardan biri 

temel besinler için yarıĢmadır (Usacheva ve ark. 2016). 

Ġnsanlarda C. difficile‟e bağlı vakaların tedavisinde eğer mümkünse antibiyotik 

kullanılmamalıdır. ġiddetli vakalarda ise etkene karĢı direkt metronidazol veya 

vankomisin etken maddeleri ile tedavi uygulanmalıdır (Keessen ve ark. 2011, 

Napolitano ve Edmiston 2017). Hastalığın tedavisinde metronidazol ve vankomisin 

kullanılmaktadır ancak bakterinin metronidazole karĢı duyarlılığın azaldığı rapor 

edilmektedir (Goorhuis ve ark. 2008, Kelly ve Lamont 2008). Makrolidler içerisinde yer 

alan yeni fidaksomisin C. difficile üzerine vankomisinden 8 kat daha fazla etkili olduğu 

rapor edilmiĢtir (Napolitano ve Edmiston 2017). Hayvanların tedavilerinde ilk 

basamakta metronidazol etken maddesi ile tedavi gerçekleĢtirilmelidir ancak 

vankomisin etken maddesi insanlarda son dönemde kullanılması sebebiyle mecbur 

kalınmadıkça hayvanlarda kullanılmamalıdır. Hayvanların tedavilerinde mutlaka 

destekleyici sıvı ve elektrolit takviyesi yapılmalıdır (Diab ve ark. 2016).  

 Koruma stratejisi olarak kompetatif eksklüzyondan faydalanılabileceği 

bildirilmektedir (Keessen ve ark. 2011). Toksijenik olmayan Clostridium difficile 

suĢlarının toksin üretebilen, hastalığa neden olan suĢlar üzerine etkili olduğu ve 
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koruyucu etki gösterdiği araĢtırmalarda bildirilmektedir. Ġnsanlardan izole edilen 

toksijenik olmayan suĢların hamster ve yavru domuzlar üzerine araĢtırmalarda koruyucu 

olduğu tespit edilmiĢtir (Diab ve ark. 2016, Keessen ve ark. 2011). Henüz bir aĢısı 

olmasa da hastalığa karĢı immunoproflaksi için aĢı çalıĢmaları yapılmaktadır (Keessen 

ve ark. 2011, Napolitano ve Edmiston 2017). Ġntravenöz immunglobulin 

uygulanmasının da tedaviye katkı sağlayacağı bildirilmektedir (Napolitano ve Edmiston 

2017). Hamster ve fare modellerinde yapılan araĢtırmalarda C. difficile toksin A‟ya 

karĢı antikorların hastalığın geliĢimi ve taĢıyıcılık üzerine koruyucu etki göstermiĢtir  

(Keessen ve ark. 2011). Toksin A ve toksin B‟ye karĢı spesifik monoklonal antikorların 

intravenöz yol ile verildiği insanlar reenfeksiyonlardan korumaktadır (Keessen ve ark. 

2011).  

Clostridium difficile hastalarının özel odalarda tedavilerinin sağlanması 

bakterinin çevreye ve diğer insanlara bulaĢmasını önleyen önemli konudur (Fletcher ve 

Cinalli 2007, Khan ve Elzouki 2014, Napolitano ve Edmiston 2017). C. difficile gaita ile 

saçılmakta olup özellikle hastaların elleri ile insanlara bulaĢmakta ve çevre kontamine 

olmaktadır (Fletcher ve Cinalli 2007). Bakteri hastalardan veya kontamine olmuĢ 

ortamdan direkt veya indirekt yollar ile bulaĢmaktadır (Napolitano ve Edmiston 2017). 

Hastanelerde oda yüzeyleri, tuvaletler, yataklar, tabanlar ve hastane ekipmanları 

genellikle bakteri sporlarıyla bulaĢık halde olmaktadır (Fletcher ve Cinalli 2007). 

Hastanelerde enfeksiyonun kontrolü için enfekte hastaların izole edilmesi, sınırlı 

antibiyotik kullanımının sınırlandırılması, çevre ve ortam yüzeylerinin dezenfekte 

edilmesi gerekmektedir (Keessen ve ark. 2011). Çevre yüzeylere veya bakteri kaynağı 

olan ekipmanlara eldiven gibi bariyerler kullanılması faydalıdır (Napolitano ve 

Edmiston 2017). Eldiven kullanımı ve el hijyeni nazokomiyal enfeksiyonların 

azalmasına etki etmektedir (Fletcher ve Cinalli 2007). El temizliğinde sabun kullanımı 

sporların uzaklaĢtırılmasında etkilidir (Fletcher ve Cinalli 2007). Hayvan hastanelerinde 

de benzer kontrol stratejisi uygulanarak hasta hayvanların karantina altında tutulması, 

kiĢisel koruyucu bariyerler (eldiven) aracılığı ile kiĢisel temizliğin sağlanması, hastane 

yüzeylerinin % 10‟luk çamaĢır suyu ile dezenfekte edilmesi ve ayak banyolarının 

oluĢturulmasıdır (Keessen ve ark. 2011). ĠĢletmelerde ise yavrulama bölümlerinin 

özellikle dezenfekte edilmesi çok önemlidir (Diab ve ark. 2016). Zayıf hijyen 

uygulamaları etkenin bulaĢmasını kolaylaĢtırmaktadır (Fletcher ve Cinalli 2007). 
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Dezenfektan olarak uygun dezenfektanın tercih edilmesi gerekmektedir (Diab ve ark. 

2016). Dezenfeksiyon için klorin temelli dezenfektanlar sporlar üzerine etkilidir ve 

yüzeylerin % 10‟luk çamaĢır suyuyla silinmesi gerekir (Keessen ve ark. 2011, Fletcher 

ve Cinalli 2007). Klorin-temelli dezenfektanlar dıĢındaki dezenfektanlar bakterinin 

sporulasyonunu uyarabilmektedir (Keessen ve ark. 2011).  

1978 yılından itibaren insanlar için patojen olarak kabul edilen C. difficile 

domuz ve atlarda da patojen olarak kabul edilmektedir. Buzağı, kuzu, oğlak ve 

tavuklarda C. difficile teĢhis edilmekte olup insanlarda meydana gelen vakaların 

kökenlerinin hayvansal gıdalardan olduğu bildirilmektedir. Ayrıca neonatal dönem 

çiftlik hayvanlarında bakterinin patojen olabileceği vurgulanmaktadır. Ülkemizde genel 

olarak insan vakaları ve gıdalardaki mevcudiyeti üzerine araĢtırmalar yapılmıĢ olup 

neonatal dönem çiftlik hayvanları üzerine araĢtırmaya rastlanılamamıĢtır. Özellikle 

çiftlik hayvanlarının rezervuar olarak kabul edildiği bu hastalıkta çiftlik hayvanlarında 

araĢtırma yapılmasının hayvan ve insan sağlığı yönünden önemli olduğu düĢünülerek 

ishalli buzağı, kuzu, oğlak ve iĢletme içinde beslenen tavuklarda C. difficile‟nin tespit 

edilmesi, bu izolatların toksijenik olarak karakterize edilmesi, toksijen olarak belirlenen 

suĢların yaygın olarak karakterizasyonda kullanılan yöntem olan PCR 

ribotiplendirmelerinin yapılması ve broth mikrodilüsyon metodu ile antibiyogram 

yapılarak tedavide antibiyotik seçimine katkı sağlayabilmek amaçlanmıĢtır. 
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2- GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

2.1. Gereç 

 

 

2.1.1. Gaita Örneklerinin Toplanması 

 

ÇalıĢma kapsamında 2015 yılı Mart-Haziran ayları arasında Erzurum Veteriner Kontrol 

Enstitüsü hizmet alanı içerisindeki altı ilden (Ağrı, Artvin, Erzincan, Erzurum, 

GümüĢhane, Iğdır) yaĢları 0-28 gün olan ishalli 50 adet buzağı (22 adet canlı, 28 adet 

ölü), 50 adet ishalli kuzu ve 50 adet ishalli oğlak gaita örnekleri numunesi ile 50 adet 

tavuk kloakal svap örneği olmak üzere toplam 200 adet gaita örneği 50 ml hacimli vida 

kapaklı steril kaplara alınmıĢtır. ÇalıĢmaya dahil edilen gaita örneklerinin illere göre 

dağılımı Çizelge 2.1‟de verilmiĢtir. Örneklerin % 90‟ı Erzurum ilindeki iĢletmelerden 

alınmıĢtır. Buzağılardan alınan örneklerin 46 (% 92)‟sinin Erzurum, 1 (% 2)‟si Ağrı, 1 

(% 2)‟si Erzincan, 1 (% 2)‟si GümüĢhane, 1 (% 2)‟si Iğdır illerinden alınmıĢtır. Kuzu 

örneklerinin 40 (% 80)‟i Erzurum, 2 (% 4)‟ü Ağrı, 2 (% 4)‟ü Artvin, 5 (% 10)‟u 

Erzincan, 1 (% 2)‟si GümüĢhane illerinden alınmıĢtır. Oğlak örneklerinin 44 (% 88)‟i 

Erzurum, 1 (% 2)‟si Artvin, 5 (% 10)‟u Erzincan illerinden, tavuk örneklerinin ise 49 

(% 98)‟u Erzurum, 1 (% 2)‟si Erzincan illerinden alınarak çalıĢmaya dahil edilmiĢtir.  
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 Çizelge 2.1. Alınan gaita örneklerinin illere göre dağılımı. 

Ġl Buzağı (n) Kuzu (n) Oğlak (n) Tavuk (n) Toplam (n) 

Ağrı 1 2 - - 3 

Artvin - 2 1 - 3 

Erzincan 1 5 5 1 12 

Erzurum 46 40 44 49 179 

GümüĢhane 1 1 - - 2 

Iğdır 1 - - - 1 

Toplam 50 50 50 50 200 

 

 

2.1.2. Kültür 

 

Gaita örneklerinin ön inkübasyonu için saf etil alkol kullanıldı. Gaita ve svap 

örneklerinin ön zenginleĢtirmeleri için Clostridium difficile Mannitol Taurocholate 

Broth kullanıldı. Bu sıvı besiyerinin içeriği Çizelge 2.2.‟ de verildi. Toz halde olan 

besiyerinden hassas terazide 55.63 gram tartıldıktan sonra 1 litre hacimli ĢiĢe içerisine 1 

litre distile su ile karıĢtırıldı. KarıĢım manyetik karıĢtırıcıda kaynayıncaya kadar ısıtıldı. 

Isıl iĢlem sonrasında homojenize olan sıvı besiyeri 20 ml hacimli vida kapaklı tüplere 

10‟ar ml hacimlerle aktarıldı. Tüp sporlarına yerleĢtirilen tüpler otoklava alınarak 121°C 

de 15 dakika boyunca sterilize edildi. Sıvı besiyeri sterilizasyon aĢamasından sonra 

kontaminasyon kontrolü için aerobik ortamda 37°C‟de bir gün inkübe edildi. Steril sıvı 

besiyerleri kullanılıncaya kadar buzdolabında +4°C‟de muhafaza edildi. Kültür 

iĢlemlerinde anaerobik ortamın sağlanması için 2.5 litre hacimli jar ve ticari Anaerocult 

A (Merck) anaerob ortam kiti kullanıldı. 
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Çizelge 2.2. Clostridium difficile Mannitol Taurocholate Broth Ġçeriği. 

BileĢenler Gram/Litre 

Proteoz pepton 40.00 

Disodyum hidrojen fosfat 5.00 

Potasyum dihidrojen fosfat 1.00 

Sodyum klorid 2.00 

Magnezyum sülfat 0.10 

Mannitol 6.00 

Nötral kırmızı 0.03 

Sodyum taurocholate 1.00 

Sistein 0.50 

pH 7.3±0.2  (25°C de) 

 

ÇalıĢmada katı besiyeri olarak Clostridium difficile Agar kullanıldı (Çizelge 

2.3). Dehidre haldeki besiyerinin 34.55 gramı, erlenmayer içerisinde 1 litre distile su ile 

karıĢtırıldı. Hazırlanan besiyeri solüsyonu manyetik karıĢtırıcı ile ısıtılıp karıĢtırılarak 

homojenize edildi. Homojen hale gelen besiyeri otoklavda 121°C de 15 dakika boyunca 

sterilize edildi. Besiyeri sıcaklığı 45-50°C‟ye düĢtüğünde, içerisine % 7 oranında 

defibrine koyun kanı ve Clostridium difficile Supplement (Çizelge 2.4) 1 ĢiĢe (2 ml) 

ilave edildi ve sonrasında 90 mm ebatlarındaki plastik tek kullanımlık petriler içerisine 

yaklaĢık 18 - 20 ml besiyeri aktarıldı. Petrilere aktarılan besiyerleri bir gece oda 

sıcaklığında bekletildi. Ertesi gün bir petri sterilite kontrolü için aerobik ortamda 

37°C‟de bir gün inkübe edildi. Steril katı besiyerleri kullanılıncaya kadar buzdolabında 

+ 4°C‟de muhafaza edildi. Ġzole edilen suĢların -20°C‟de saklanabilmesi için microbank 

kullanıldı. Polimeraz zincir reaksiyon analizleri için de fosfat buffer saline (PBS) 

kullanıldı. 

 

 

 



26 
 

Çizelge 2.3. Clostridium difficile Agar Ġçeriği. 

BileĢenler Gram/Litre 

Proteoz pepton 40.00 

Disodyum fosfat 5.00 

Monopotasyum fosfat 1.00 

Sodyum klorid 2.00 

Magnezyum sülfat 0.10 

Fruktoz 6.00 

Agar 15.00 

pH  7.4±0.2 (25°C de) 

 

Çizelge 2.4. Clostridium difficile Supplement Ġçeriği. 

BileĢenler Gram/Litre 

D-Sikloserin 250 mg 

Sefoksitin 8 mg 

 

 

2.1.3 PCR ile Ġdentifikasyon, Toksin Genlerinin Tespiti ve PCR Ribotiplendirme 

Ön iĢlem sonrası izolasyon için katı besiyerine ekimi yapılan numunelerdeki Ģüpheli 

kolonilerden Clostridium difficile identifikasyonu ve toksin A, toksin B ile binary toksin 

varlığı için kullanılan primerler Çizelge 2.5. ve bileĢenler Çizelge 2.6.‟da verildi. 
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Çizelge 2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu test bileĢenleri. 

Primer Adı Dizilim 5‟ – 3‟ Ürün 

tpi-(F) AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA 230 

tpi-(R) CATAATATTGGGTCTATTCCTAC  

tcdA-(F) AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 369 

tcdA-(R) GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT  

tcdB-(F) GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 160 

tcdB-(R) ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT  

cdtA-(FA) GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 221 

cdtA-(FB) GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC  

cdtA-(R) CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA  

cdtB-(F) TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 262 

cdtB-(R) CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG  

16S rDNA GTGCGGCTGGATCACCTCCT  

23S rDNA CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC  

 

Çizelge 2.6. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılan bileĢenler. 

BileĢen BileĢen Konsantrasyonu Marka 

Taq DNA Polimeraz 5 U/µl Vivantis 

MgCl2 25 mM Thermo 

dNTP Miks 10 mM Vivantis  

100 bp DNA Ladder  Thermo 

DNA Loading Dye 6X Thermo 

Agaroz - Sigma 

DNA Boyası 20 000x RedSafe 

TAE Buffer 50X Merck 
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2.1.4. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 

 

Toksijenik C. difficile etkenlerinin antimikrobiyal duyarlılık testi için Sensititre 

Anaerob duyarlılık test kiti (Trek Diagnostic Systems, Thermo) kullanıldı. Kit içeriği 

Çizelge 2.7.‟de verildi. 

 

Çizelge 2.7. Antimikrobiyal duyarlılık test kiti içeriği 

Cihaz/Program Marka 

Anaerobe MIC Plate 
Sensititre/Trek 

Diagnostic Systems 
Supplemental Brucella Broth for Anaerobes 

Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth 

 

 

2.2. Yöntem 

 

 

2.2.1. Gaita Örneklerinin Toplanması 

 

Erzurum Veteriner Kontrol Enstitüsüne gelen ve ishal nedeni ile öldüğü belirtilen 

yaĢları 0-28 günlük buzağı, kuzu ve oğlaklardan gaita örnekleri, tavuklardan ise kloakal 

svap örnekleri alındı. Nekropsi ünitesine gelen hayvanların sistemik nekropsisi yapıldı. 

Gaita örnekleri etkenlerin kolonize olduğu kolon kısmından 3-10 ml kadar steril vida 

kapaklı tüplere alınarak laboratuvara sevk edildi.  

Erzurum ili Aziziye ilçesindeki iki farklı köyden 6 farklı iĢletmeden toplam 22 

adet buzağıdan gaita örnekleri alındı. Gaita örnekleri ishal olmuĢ 0-28 günlük canlı 
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buzağılardan rektal tuĢe ile steril 50 ml‟lik steril vida kapaklı tüpler içerisine alındı. 

Alınan örnekler soğuk koĢullarda en fazla 2 saat içerisinde laboratuvara getirildi. 

 

2.2.2. Kültür 

 

Laboratuvara gelen her bir gaita örneği 1:1 hacim oranında saf ethanol ile steril bir kap 

içerisinde karıĢtırıldı ve çalkalanarak homojen hale getirildi. Homojen hale getirilmiĢ 

örnekler oda sıcaklığında 45 dakika inkübe edilerek “alkol Ģoku” sağlandı. Her bir 

örnekten 1 ml alınarak Clostridium difficile Mannitol Taurocholate Broth içerisine 

inokule edildi. Anaerocult A (Merck) kitinin aktive olması için içerisine 35 ml su 

eklendi. Ekim yapılmıĢ sıvı besiyerleri ve su ilave edilmiĢ anaerob ortam kiti jar 

içerisine alındı. Hazırlanan jarlar etüvde 37°C de 24 saat inkübe edildi.   

Ġnkübasyon sonrasında her bir sıvı besiyerinden alınan 100 µl örnek Clostridium 

difficile Agara seyrelterek ekimi yapıldı. Ekimi yapılan besiyerleri Anaerocult A 

(Merck) kiti ile birlikte jar içerisine alınarak 37°C‟de 48 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrasında besiyerlerinde tipik koloni morfolojisine sahip ve Gram boyamasında Gram 

pozitif basil Ģekilli morfolojiye sahip bakterilere ait koloniler tekrar Clostridium difficile 

Agara pasajlanarak Anaerobik ortamda 37°C‟de anaerobik koĢullarda inkübe edildi. 

PasajlanmıĢ kültürlerin bulunduğu jarlar 48 saat inkübasyon sonrasında açılarak saf 

koloniler incelendi. Pozitif olduğu düĢünülen besiyerlerindeki 2-3 bakteri kolonileri 

antimikrobiyal duyarlılık testi için Cryobank içerisine, polimeraz zincir reaksiyon 

testleri için de 2-3 bakteri kolonisi 0.2 ml‟lik mikrosantrifüj tüpleri içerisinde yer alan 

steril PBS ile homojenize edilerek -20°C‟de muhafaza edildi. 

 

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Ġdentifikasyon ve Toksin Genlerinin Tespiti 

 

PBS içerisine alınmıĢ C. difficile bakteriyolojik kültür pozitif olan bakteri 

kolonilerinden DNA ekstraksiyonu için kaynatma metodu kullanıldı. Kaynatma iĢlemi 
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için 0.2 ml‟lik tüpler içerisinde bulunan PBS-bakteri süspansiyonu thermal cycler 

cihazında 99.0°C‟de 10 dakika boyunca bakterinin parçalanması sağlandı. Daha 

sonrasında tüpler 10 000 g devirde 10 dakika santrifüj edildi. DNA örneği için 

süpernatanttan 5 µl kullanıldı.  

Clostridium difficile‟in tür düzeyinde identifikasyonu için tpi (triose phosphate 

isomerase) gen bölgesine spesifik primerler, toksin A varlığının tespiti için tcdA gen 

bölgesine spesifik primerler, toksin B varlığının tespiti için tcdB gen bölgesine spesifik 

primerler kullanılarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu Lemee ve ark. (2004) 

metoduna uygun Ģekilde düzenlendi. Reaksiyon karıĢımı Çizelge 2.8. verildi. 

Çizelge 2.8. PCR ile identifikasyon ve toksin genlerinin polimeraz zincir reaksiyon 

karıĢımı. 

BileĢen Stok Solüsyon Miktar 

Taq DNA Polimeraz 5 U/µl 0.5 µl 

Taq Buffer 10X 2.5 µl 

MgCl2 25 mM 1.5 µl 

dNTP Miks 10 mM 0.5 µl 

tpi-(F) 10 µM 1 µl 

tpi-(R) 10 µM 1 µl 

tcdA-(F) 10 µM 1 µl 

tcdA-(R) 10 µM 1 µl 

tcdB-(F) 10 µM 1 µl 

tcdB-(R) 10 µM 1 µl 

Deiyonize Distile Su - 9 µl 

Hedef DNA - 5 µl 

Toplam  25 µl 

 

Hazırlanan PCR reaksiyon tüpleri thermal cycler cihazı ısı bloğuna yerleĢtirildi. 

Reaksiyon sıcaklık iĢlemleri; ilk denaturasyon için 95°C‟de 3 dakika, takibinde 

denaturasyon için 95°C‟de 30 saniye, bağlanma derecesi 65°C‟den her döngüde 1°C‟de 

azalacak Ģekilde 30 saniye, uzama için 72°C‟de 30 saniye toplamda 11 döngü 
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oluĢturuldu. Ġlk 11 döngü sonrasında 30 döngü olacak Ģekilde denaturasyon için 

95°C‟de 30 saniye, 55°C‟de 30 saniye, uzama için 72°C‟de 30 saniye olarak 

gerçekleĢtirildi.  

Ġzole edilen örneklerden C. difficile binary toksin varlığının araĢtırılmasında 

Person ve ark. (2008)‟in metodu kullanılarak binary toksin üretiminden sorumlu cdtA ve 

cdtB gen bölgelerinin varlığı araĢtırıldı. Reaksiyon karıĢımı Çizelge 2.9.‟deki gibi 0.2 

ml‟lik mikrosantrifüj tüplerinde hazırlandı. 

Çizelge 2.9. Binary toksin genleri cdtA, cdtB genlerinin varlığının araĢtırılması. 

BileĢen Stok Solüsyon Miktar 

Taq DNA Polimeraz 5 U/µl 0.5 µl 

Taq Buffer 10X 2.5 µl 

MgCl2 25 mM 1.5 µl 

dNTP Miks 10 mM 0.5 µl 

cdtA-(FA) 10 µM 1 µl 

cdtA-(FB) 10 µM 1 µl 

cdtA-(R) 10 µM 1 µl 

cdtB-(F) 10 µM 1 µl 

cdtB-(R) 10 µM 1 µl 

Deiyonize Distile Su - 10 µl 

Hedef DNA - 5 µl 

Toplam  25 µl 

 

Reaksiyon karıĢımı hazırlandıktan sonra thermal cycler cihazına reaksiyon 

tüpleri yerleĢtirildi. Reaksiyon sıcaklık iĢlemleri; ilk denaturasyon için 94°C‟de 3 

dakika, takibinde denaturasyon için 95°C‟de 30 saniye, bağlanma derecesi 54°C‟de 30 

saniye, uzama için 72°C‟de 30 saniye toplamda 40 döngü olarak son uzama iĢlemi için 

72°C‟de 3 dakika olarak gerçekleĢtirildi.  

Tüm polimeraz zincir reaksiyonlarında elektroforez için % 1.5‟lik jel hazırlandı. 

Hassas terazide tartılan 0.75 gram agaroz 50 ml 1 X‟lik TAE buffer ile karıĢtırıldı. 

Mikrodalga fırında homojen hale gelinceye kadar ısıtıldı. Homojen hale gelen agaroz 
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50°C‟ye kadar soğuduktan sonra içerisine DNA boyası 0.1 µl/ml eklendi ve homojen 

hale getirildikten sonra jel tankına dökülerek oda sıcaklığında jelin donması beklendi.  

Thermal cyclerda reaksiyonlar tamamlandıktan sonra parafilm band üzerinde 10 

µl PCR ürünü ile 2 µl 6X loading dye boyası ile karıĢtırılarak homojenize edildi. Boya 

ile homojen hale gelen örnekler donmuĢ olan jel üzerindeki kuyucuklara aktarıldı.  Her 

çalıĢmada bir kuyucuğa 1 kısım DNA Ladder 1 kısım 6X loading dye ve 4 kısım 

deiyonize distile su olacak Ģekilde hazırlanmıĢ solüsyon yüklendi. Elektroforez 

iĢleminde artı-eksi kutup arası mesafenin 5 katı büyüklükte voltaj hesaplanarak 45 

dakika jelde yürütüldü.  

Elektroforez iĢlemi sonrasında jel transilluminatörde incelendi. Clostridium 

difficile identifikasyonu için kullanılan tpi gen bölgesine spesifik 230 bp‟de bant 

gözlenmesi pozitif olarak değerlendirildi. Toksin A üretiminden sorumlu gen bölgesi 

olan tcdA gen bölgesinde silinme olmamıĢ ise 369 bp‟de, silinme olmuĢ ise 110 bp‟de 

bant oluĢumu arandı. Toksin B üreten suĢ olduğu 160 bp‟de bant oluĢumu ile belirlendi. 

Binary toksin üretiminden sorumlu gen bölgeleri olan cdtA pozitifliği 221 bp‟de, cdtB 

pozitifliği için 262 bp‟de bant oluĢumu arandı. 

 

 

2.2.4. PCR Ribotiplendirme 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu ile C. difficile etkenlerinin ribotiplendirme testi Bidet ve 

ark. (1999) metoduna uygun olarak gerçekleĢtirildi. Bu test için 16S rDNA ve 23S 

rDNA genleri üzerinde tekrar eden gen bölgelerinin çoğaltılmasına bağlı 

ribotiplendirme yapıldı. Toksijenik Clostridium difficile olarak tespit edilen izolatların 

saf kolonilerinden 3-5 adet alındı ve içerisinde 0.5 ml PBS bulunan steril 1.5 ml‟lik 

tüplere alındı. DNA izolasyonu için kaynatma metodu kullanıldı. Tüpler içerisine 

alınmıĢ örnekler ısı bloğunda 95°C‟de 10 dakika bekletildikten sonra 10.000 Devirde 10 

dakika santrifüj edildi. DNA örneği olarak sıvının üst kısmından 3 veya 5 µl kullanıldı. 
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Reaksiyonlar 0.2 ml hacimdeki mikrosantrifüj tüplerinde Çizelge 2.10.‟daki gibi 

hazırlandı. 

 

Çizelge 2.10. PCR ribotiplendirme reaksiyon karıĢımı. 

Reaktif Konsantrasyon Miktarı 

Deiyonize distile su  37.0 µl 

Taq buffer (MgCl* içeren) 10X 5.0 µl 

dNTP Miks 10 mM 2.0 µl 

Taq DNA Polimeraz 5 u/ µl 0.25 µl 

16S rDNA Primeri 50 pmol/µl 1.0 µl 

23S rDNA Primeri 50 pmol/µl 1.0 µl 

Örnek DNA  3-5 µl 

Toplam  49.25 – 51.25 µl 

*MgCl‟nin son hacmi 1.5 mM oranındadır. 

Reaksiyon tüpleri termal cycler cihazına yerleĢtirildikten sonra Çizelge 

2.11.‟deki döngü değerleri kullanılarak reaksiyon yürütüldü. 

Çizelge 2.11. PCR ribotiplendirme reaksiyon döngü ve sıcaklıkları. 

ĠĢlem Sıcaklık Süre (dakika) Döngü 

Ġlk Denaturasyon 95°C 5 1 döngü 

Denaturasyon 95°C 1 

35 döngü Bağlanma 57°C 1 

Uzama 72°C 1 

Son Uzama 72°C 10 1 döngü 

  

Termal cycler cihazında reaksiyon tamamlandıktan sonra ürünlerin konsantre 

hale getirmek için cihaz kapağı ve reaksiyon tüplerinin kapakları açılarak 75°C‟de 45 

dakikaya kadar beklenildi.  

Elektroforez iĢlemi için % 3‟lük agaroz hazırlandı. Jel tankına uygun olarak 

agaroz 100 ml hacimde hazırlandı. Konsantrasyonu 50X olan stok TAE bufferdan 

1X‟lik çalıĢma solüsyonu hazırlandı. Yoğunluğu 50X olan TAE bufferdan 10 ml alındı 
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ve üzerine 490 ml steril distile su eklenerek 1X yoğunluğunda çalıĢma solüsyonu 

hazırlandı. Elektroforez için 300 ml hacimli erlen içerisine 1X „lik TAE bufferdan 100 

ml aktarıldı üzerine 3 gram agaroz katıldıktan sonra mikrodalga fırında ısıl iĢlem 

uygulandı. Homojen hale gelen agaroz oda ısısında soğuyuncaya kadar bekletildi. 

YaklaĢık 50-60°C derecelere geldiğinde jel içerisine 15 µl nükleik asit boyası katıldı ve 

homojen hale gelinceye kadar karıĢtırıldıktan sonra jel tankına döküldü. Jel tankı oda 

sıcaklığında katılaĢıncaya kadar bekletildi. 

Hazırlanan agaroz kuyucuklarında her üç örnekte bir olacak Ģekilde 100 bp‟lik 

DNA ladder ve 6X loading dye ile karıĢtırılan örneklerden 20 µl jel kuyucuklarına 

aktarıldı. Elektroforez 2.5 V/cm olacak Ģekilde 5 saat süre boyunca uygulandı. Uzun 

süre elektroforez sonucunda TAE bufferın ısınarak ürünlerin bozulmasına neden olması 

durumuna karĢın her 1.5 saatte bir TAE buffer yenilendi. Elektroforez sonrasında jel 

transillıuminatörde incelendi ve diğer araĢtırmaların band profilleri ile karĢılaĢtırıldı.  

 

 

2.2.5. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 

 

Antimikrobiyal duyarlılık metodu olarak CLSI‟ya göre zorunlu anaerobik bakteriler için 

uygun olan mikrobroth dilüsyon metodu uygulandı. Toksijenik suĢlar saf olarak kanlı 

Kolombiya agara ekim yapılarak jar içerinde anaerobik ortamda 37°C‟de 48 saat inkübe 

edildi. Ġnkübasyon sonrasında jarlar açılarak kültürler incelendi ve kontamine olmamıĢ 

kültürlerden 3-5 koloni Mueller – Hinton sıvıbesiyeri içerisinde homojen hale getirildi. 

Mueller- Hinton besiyerinden steril filtreli otomatik pipet ile 100 µl bakteri 

süspansiyonu suplementli Brucella sıvıbesiyeri içerisine aktarıldı. Hazırlanan son 

süspansiyonda bakteri miktarı yaklaĢık 1x10
6
 olmaktadır. Suplementli Brucella sıvı 

besiyeri 8-10 kez aĢağı yukarı yapılarak homojen olması sağlandı. Daha önceden sterile 

edilmiĢ cam küvet içerisine bakteri süspaniyonu boĢaltıldı. Anaerob antibiyogram 

pleytinin her kuyucuğuna 8 kanallı otomatik mikropipet ile 100 mikrolitre süspansiyon 

aktarıldı ve pleyt üzeri delikli pleyt bandı ile kaplandı. Bakteri ekimi yapılmıĢ olan 
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pleytlerden her 3‟ü bir jar içerisine anaerobik ortam kiti ile birlikte konuldu ve 37°C‟de 

46 - 48 saat inkübe edildi. Ġnkübasyonun sonrasında jarlar açılarak antibiyogram 

duyarlılığı tespit edildi. Pleytin tamamında gözlenen kontaminasyonlar değerlendirmeye 

alınmadı ancak tek kuyucukta gözlenen kontaminasyonlar göz ardı edildi. 

 Antimikrobiyal duyarlılık test sonuçları EUCAST ve CLSI standart MĠK 

değerleri ile karĢılaĢtırılarak değerlendirildi (EUCAST 2018, Roe-Carpenter 2007) 
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3- BULGULAR 

 

 

3.1. Gaita Örneklerinin Toplanması 

 

ÇalıĢmada gaita örneği alınan ahırların modernize bir yapıda olmadığı, buzağı, kuzu ve 

oğlakların yetiĢkin hayvanların ahırında tahta bariyer ile çevrili dar alanlarda 

yetiĢtirildiği tespit edildi. Tavukların ise özellikle sığır iĢletmeleri içerisinde 

yetiĢtirildiği görüldü. ĠĢletmelere ait genel hijyen ve dezenfeksiyon tedbirlerinin 

uygulanmadığı görüldü (ġekil 3.1. ve ġekil 3.2.). 

 

ġekil 3.1. Buzağılara ayırılan bölmeler yetiĢkin hayvanların yanında bariyer ile ayrılmıĢ 

bölme. 
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ġekil 3.2. KıĢ aylarında ahır içerisinde buzağı ve sığırlarla birlikte barındırılan tavuklar. 

 

 

3.2. Kültür Bulguları 

 

Alınan gaita örneklerin laboratuvar analizlerinin ilk basamağı olan bakteriyolojik kültür 

incelemesinde ön zenginleĢtirme inkübasyonu ve sonrasında bakteri izolasyonu takip 

edilerek bakteri morfolojik ve biyokimyasal özelliklerine göre identifikasyon sağlandı. 

Alınan örneklerdeki izolasyon sayıları Çizelge 3.1.‟de görülmektedir. 

 

Çizelge 3.1. Alınan örneklerdeki Clostridium difficile izolasyon oranı.  

 C.  difficile izole edilen 

örnek sayısı (n) 

C.  difficile izole edilemeyen 

örnek sayısı (n) 

Toplam Örnek 

Sayısı (n) 

Buzağı 35 15 50 

Kuzu 15 35 50 

Oğlak 7 43 50 

Tavuk 1 49 50 
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Buzağılardan alınan gaita örneklerinin % 70.0 (35)‟inden, kuzu örneklerinin % 

30.0 (15)‟inden, oğlak numunelerinin % 14.0 (7)‟ünden ve tavuk gaita örneklerinin      

% 2.0 (1)‟inden Clostridium difficile tespit edildi. AraĢtırma boyunca toplanan gaita 

örneklerinin % 29.0 (58)‟inden Clostridium difficile izole edildi (ġekil 3.5.). 

 

 

ġekil 3.3. Ġzole edilen Clostrifium difficile‟lerin koloni morfolojisi. 

 

ġekil 3.4. Clostridium difficile Gram boyama (x100 büyütme). 
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Ġdentifikasyon ve Toksin Genlerinin Tespiti 

 

Bakteriyolojik kültür yöntemi ile identifiye edilen suĢların moleküler identifikasyonu 

amacıyla polimeraz zincir reaksiyonundan faydalanıldı. Bakterinin tür düzeyinde 

identifikasyonu için tpi bölgesine spesifik primerler kullanılarak moleküler 

identifikasyon gerçekleĢtirildi. 

Buzağı, kuzu, oğlak ve tavuklardan alınan örneklerden izole edilen suĢlardan 

Clostridium difficile Ģüpheli toplam 58 adet izolat tpi gen bölgesine göre de C. difficile 

olarak identifiye edildi. Ġdentifiye edilen 58 izolatın toksin tiplendirme analizinde toksin 

A teĢhisi için tcdA, toksin B teĢhisi için tcdB (ġekil 3.5.) ve binary toksin tespiti için 

cdtA ve cdtB gen bölgelerine (ġekil 3.6.) spesifik primerler kullanıldı. Tür 

identifikasyonu ile birlikte izolatların 28 (% 48.2)‟inin toksijenik karaktere sahip olduğu 

belirlendi. 

Buzağılardan alınan örneklerden izole ve identifiye edilen 35 suĢun toksin 

tiplendirmesinde 22 suĢun toksijenik olduğu tespit edildi. Toksijenik olarak tespit edilen 

suĢların toksin profilleri: izolatların 10‟u (% 45.4) A+B+CDT+, 12‟si (% 54.5)            

A-B+CDT- olarak tespit edildi.  

Kuzulardan alınan gaita örneklerinden izole edilen 15 izolatın toksijenik 

değerlendirmesinde izolatların 6‟sının toksijenik olduğu tespit edildi. Ġzolatların toksin 

üretim karakterleri: 5 (% 83.3) adet izolatın A-B-CDT+, 1 (% 16.6) adet izolatın ise     

A-B+CDT- olarak belirlendi. Oğlak gaita örneklerinden izole edilen 7 izolatın ve tavuk 

kloakal svap örneklerinden izole edilen 1 izolatın toksin üretebilen C. difficile olmadığı 

tespit edildi. 
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ġekil 3.5. Clostridium difficile toksin karakterizasyonu. tpi 230 bp, tcdA 369 bp ve tcdB 

160 bp (M: DNA Ladder 100-1000 bp) 

 

 

ġekil 3.6.  Binary toksin teĢhisi multiplex PCR jel görüntüleri cdtA 221 bp ve cdtB 262 

bp (M: DNA Ladder 100-1000 bp).  

 

 

3.4. PCR Ribotiplendirme 

 

Toksijenik karaktere sahip olan 28 adet izolatın genotiplendirmesinde Avrupa 

ülkelerinde yaygın olarak kullanılan PCR ribotiplendirme metodu kullanıldı. Metoda 

uygun olarak gerçekleĢtirilen analiz sonucunda toplam 22 adet buzağıdan izole edilen 

toksijenik suĢların 10 tanesinin ribotip 078 ve 12 tanesinin ise ribotip 017 olarak tespit 

369 bp tcdA 
230 bp tpi 
160 bp tcdB 

1        2            3       4         5           6          7        M      8            9        10        11        12       NK       PK 

1          2      M        3       4    

262 bp cdtB 
221 bp cdtA 
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edildi. Kuzu gaita örneklerinden izole edilen toksijenik suĢlarından 1 tanesinin 017 ve 5 

tanesinin ribotip 033 olarak tespit edildi (ġekil 3.7.). 

 

 

ġekil 3.7. Toksijenik izolatların PCR ribotip profilleri (M: DNA Ladder 100-1000 bp). 

 

 

3.5. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi 

 

Toksijenik karakterdeki 28 adet izolatın antimikrobiyal duyarlılığında mikrobroth 

dilüsyon metodu uygulandı (ġekil 3.8.). Bakteri üremesinin en son görüldüğü 

kuyucuktaki belirtilen antibiyotik konsantrasyonu Minimal Ġnhibisyon Konsantrasyonu 

(MĠK) olarak kabul edildi. Analizler esnasında 4 suĢa ait antibiyogram mikroplatinde 

kontaminasyon tespit edildi ve değerlendirme dıĢı bırakıldı. Antimikrobiyal duyarlılık 

testi yapılmıĢ suĢlara ait MĠK50 ve MĠK90 sonuçları ve duyarlılık-direnç yüzdeleri 

Çizelge 3.2.‟de verilmiĢtir. 

 

M        RT017    RT033    RT078 
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ġekil 3.8. Toksijenik suĢların mikrobroth dilüsyon metodu ile incelenmesi. A) 

Ġnkübasyon sonrası görünüm, B) Minimal inhibisyon konsantrasyonlarını okuma 

aĢaması. 

 

Analiz edilen tüm toksijenik suĢların ampisilin/sülbaktam, 

amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, imipenem, metronidazol, mezlosilin, piperasilin 

ve piperasilin/tazobaktam etken maddelerine duyarlı olduğu tespit edildi. SuĢların           

% 25‟inin ampisilin, % 83.4‟ünün sefotetan, % 91.7‟sinin kloramfenikol, % 83‟ünün 

meropenem, % 8.3‟ünün penisilin ve % 41.6‟sının tetrasikline duyarlı olduğu belirlendi. 

Tüm toksijenik suĢların % 91.7‟sinde sefoksitin, % 50‟sinde ampisilin, % 83.4‟ünde 

klindamisine, % 58.3‟ünde penisiline ve % 16.6‟sında tetrasiline karĢı dirençli olduğu 

tespit edildi. 

Antibiyotik direncinin ribotiplere göre değerlendirilmesinde ribotip 017‟nin % 

60‟ının ampisiline, % 20‟sinin klindamisine, % 80‟inin penisiline dirençli olduğu, 

ribotip 033‟ün % 50‟sinin klindamisine ve tamamının penisilin ve tetrasikline dirençli 

olduğu, ribotip 078‟in % 20‟sinin ampisiline % 60‟ının klindamisine, % 20‟sinin ise 

penilisine dirençli olduğu belirlendi. 

A B 
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Çizelge 3.2. Antimikrobiyal duyarlılık test bulguları. 

Clostridium difficile  (n=24) 

 MİK   

 MİK50 MİK90 Dağılım   % Duyarlı  % Orta % Dirençli 

Ampisilin / Sulbaktam 0.5 / 0.25 1 / 0.5 0.5 / 0.25 - 4/2  100 (≤8/4) 0 (16/8) 0 (≥32/16) 

Amoksisilin / Klavulanik asit 0.5 / 0.25 4 / 2 0.5 / 0.25 - 4/2  100 (≤4/2) 0 (8/4) 0 (≥16/8) 

Ampisilin 1 16 0.5 - >16  25 (≤0.5) 25 (1) 50 (≥2) 

Sefotetan 4 32 4 - 32  83.4 (≤16) 16.6 (32) 0 (≥64) 

Sefoksitin >32 >32 32 – >32  0  (≤16) 8.3 (32) 91.7  (≥64) 

Kloramfenikol 4 8 2 – 16  91.7 (≤8) 8.3 (16) 0 (≥32) 

Klindamisin 4 >8 4 - >8  0 (≤2) 16.6 (4) 83.4 (≥8) 

İmipenem 0.5 2 0.12 – 2  100 (≤4) 0 (8) 0 (≥16) 

Meropenem 2 8 0.5 – 8  83.4 (≤4) 16.6  (8) 0 (≥16) 

Metronidazol 0.5 1 0.5 – 1  100 (≤8) 0 (16) 0 (≥32) 

Mezlosilin 8 8 4 – 16  100 (≤32) 0 (64) 0 (≥128) 

Penisilin 2 4 0.5 – 4  8.3 (≤0.5) 33.3 (1) 58.3 (≥2) 

Piperasilin 8 16 4 – 16  100 (≤32) 0 (64) 0 (≥128) 

Piperasilin/Tazobaktam 8/4 16/4 0.5 / 4 – 16/4  100 (≤32/4) 0 (64/4) 0 (≥128/4) 

Tetrasiklin 8 >8 0.25 - >8  41.6 (≤4) 41.6 (8) 16.6 (≥16) 
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4- TARTIġMA VE SONUÇ 

 

 

Clostridium difficile, 1978 yılından itibaren dünya genelindeki birçok ülkede insan 

sağlığını tehdit eden, önemli ekonomik kayıplara neden olan ve birçok antimikrobiyal 

ajana karĢı dirençli bir bakteridir. Farklı bir enfeksiyonun antibiyotik tedavisi 

sonrasında etkenin antibiyotik direnci nedeniyle bağırsaklarda özellikle kolonda 

enfeksiyon oluĢturmaktadır ve antibiyotik kullanımı devam ettikçe de enfeksiyon 

Ģiddetlenerek seyrini sürdürmektedir (Mullany ve Roberts 2010, Jones ve ark. 2013, 

Dubberke ve ark. 2008). C. difficile‟nin neden olduğu vakaların epidemiyolojik 

araĢtırmalarında etkenin rezervuarının çiftlik hayvanları olduğu belirtilmektedir 

(Skraban ve ark. 2013, Simango ve Mwakurudza 2008, Avbersek ve ark. 2009).  Bu tez 

çalıĢması ile Ağrı, Artvin, Erzincan, Erzurum, GümüĢhane ve Iğdır illerinden alınan 

ishalli buzağı, kuzu ve oğlaklardan gaita örnekleri ile aynı hayvanların barınakları 

içerisinde beslenen ergin tavuk kloakal svap örneklerinde C. difficile izolasyonu, 

identifikasyonu, toksijenik karakterizasyonu, toksin üretebilen izolatların PCR 

ribotiplendirme ve antimikrobiyal duyarlılıklarının araĢtırılması amaçlanarak yürütülen 

çalıĢma ile genç çiftlik hayvanlarında toksijenik C. difficile varlığı ortaya konulmuĢtur. 

Buzağılarda gaita veya rektal svap örneklerinden Clostridium difficile 

izolasyonu ve identifikasyonu üzerine yapılan Amerika Kıtasındaki araĢtırmalarda: 

Hammitt ve ark. (2008) % 25.3 (64/253),  Rodriguez-Palacios ve ark. (2006), 78 gaita 

örneğinin % 11.2‟sinden, Costa ve ark. (2011), 685 adet buzağı gaita örneğinin            

% 61.0‟inden oranında etken tespit etmiĢtir. Avrupa Kıtasında yürütülen benzer 

araĢtırmalarda Magistralli ve ark (2015), toplam 420 buzağıdan alınan örneklerin         

% 20.2‟sinde (85/420), Avbersek ve ark. (2009), 42 adet buzağı rektal svap örneklerinin 

% 9.5‟inden, Pirs ve ark. (2008), 56 adet buzağı rektal svap numunelerinin % 1.7 

(1/56)‟sinden, Koene ve ark. (2011), 100 adet buzağı gaita örneklerinin % 6.0 

(6/100)‟sından, Rodriguez ve ark (2012), buzağılardan % 22.2 oranında, Zidaric ve ark. 

(2012), 50 adet buzağıdan 14 günlük yaĢ, 18 gün, 32 gün, 46 gün ve 194 günlük 

yaĢlarında örnekler alarak incelemiĢ ve sırasıyla % 10, % 16, % 12, % 2, % 2, %0 
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oranlarında, Bandelj ve ark. (2016), yürüttükleri araĢtırmalarında ergin sığır gaita 

örneklerinin % 10‟unda, buzağı örneklerinin ise % 35.6‟sından, Schneeberg ve ark. 

(2013), 999 adet ishalli buzağıdan örneklerin % 17.6‟sında C. difficile tespit edilmiĢtir. 

Asya kıtasında yürütülen araĢtırma olarak Hussain ve ark. (2016), 12 adet ishalli, 142 

adet sağlıklı buzağı gaita örneklerini C. difficile yönünden incelemiĢlerdir. Ġshalli 

buzağıların % 16.6, sağlıklı buzağıların % 4.9 oranında C. difficile izole etmiĢtir. Knight 

ve ark. (2013), Avustralya‟da 7 günden az olan toplam 360 adet buzağı gaita örneğinin 

% 56.3‟ünden C. difficile izole etmiĢtir.  

Buzağılarda yapılan araĢtırmalar incelendiğinde %1.7- 61.0 arasında C. difficile 

izole edilmiĢtir (Hammitt ve ark. 2008, Avbersek ve ark. 2009, Koene ve ark. 2011, 

Rodriguez ve ark. 2012, Rodriguez-Palacios ve ark. 2006, Knight ve ark. 2013, Zidaric 

ve ark. 2012, Costa ve ark. 2011, Bandelj ve ark. 2016, Pirs ve ark. 2008, Hussain ve 

ark. 2016, Schneeberg ve ark. 2013, Magistralli ve ark. 2015). Tez çalıĢmasında % 70.0 

oranında C. difficile izolasyon oranının Knight ve ark. (2013) ve Costa ve ark. (2011) 

çalıĢma sonuçlarıyla uyumlu olduğu ancak diğer araĢtırmalara nazaran daha yüksek 

oranda izolasyon oranı olduğu tespit edildi. Buzağı gaita örneklerinden C. difficile 

teĢhisi üzerine yapılan araĢtırmalarda pozitiflik oranlarının farklı olduğu bunun 

nedenlerinin ise; alınan örneklerin muhafaza koĢulları, örnek alınan hayvanların yaĢı, 

önceden antibiyotik kullanımının olup olmadığı, numunelerin alındığı mevsim, 

izolasyonda kullanılan yöntem gibi faktörlerin etkili olduğu bildirilmektedir (Koene ve 

ark. 2011, Magistrali ve ark. 2015, Schneeberg ve ark. 2013).  

Tez araĢtırması sonucunda C. difficile izolasyon oranının yüksek olma 

sebeplerinin bakterinin kolon mikroflorasında bulunması, gaita örneği alınan 

buzağıların yaĢ aralığı (0-28 gün) ve mevsim (Mart-Haziran) koĢullarına bağlı olduğu 

düĢünülmektedir. C. difficile, insan, sığır, koyun, keçi, tavuk, at gibi birçok canlının 

normal bağırsak florasında tespit edilebilen bakteridir (Hopman ve ark. 2011, Skraban 

ve ark. 2013, Metcalf ve ark. 2011). C. difficile teĢhis oranı ile yaĢ arasındaki iliĢkisi 

neonatal dönemde intestinal mikrofloranın geliĢme sürecinde olması sebebiyle C. 

difficile bağırsaklarda daha kolay kolonize olup, prolifere olarak toksin üretebilmektedir 

(Rodriguez-Palacios ve ark. 2006). AraĢtırmacılar C. difficile kolonizasyon oranının en 

yüksek tespit edildiği dönem olarak neonatal dönem olduğunu belirtirken yaĢ ile birlikte 
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bakteri saçılımının azalmakta olduğunu bildirmektedirler (Magistrali ve ark. 2015, 

Rodriguez-Palacios ve ark. 2006, Zidaric ve ark. 2012). Gaita ile bakteri saçılımının en 

üst seviyeye ulaĢtığı dönemi 13-28 günlük yaĢ döneminde olmaktadır (Magistrali ve 

ark. 2015). Örneklerin alındığı mevsimin C. difficile‟in teĢhis oranı üzerine etkili olan 

bir faktör olduğu belirlenmiĢ olup kıĢ aylarında C. difficile teĢhisinin sıcak aylara 

nazaran daha yüksek olduğu bildirilmektedir (Rodriguez-Palacios ve ark. 2009). 

Hayvanlarda, antibiyotik tedavisi sonrasında faydalı bağırsak mikroflorasının yıkıma 

uğraması sonucu buzağılar C. difficile enfeksiyonuna duyarlı hale gelmektedir. 

Sığırlarda antibiyotik kullanımı ile C. difficile saçılımı arasında iliĢkiye yönelik 

yürütülen bir araĢtırmada antibiyotik kullanımı sonrasında bakterinin saçılımı üzerine 

etkili olduğu tespit edilmiĢ olup özellikle betalaktam antibiyotik grubu ile polimiksin E 

uygulamalarının C. difficile saçılımı için risk faktörü olduğu ortaya konulmuĢtur 

(Magistrali ve ark 2015). Yürütülen tez çalıĢmasında gaita örneği alınan buzağıların 

ishal olduğunda veya öncesinde antibiyotik kullanımı konusunda hayvan sahiplerinin 

net bir cevap verememesi sebebiyle buna ait yorum yapılamamıĢtır. C. difficile 

prevalansında risk faktörlerinden birinin de rasyon değiĢiklikleri olduğu 

bildirilmektedir. Rasyon değiĢikliklerinde prevalansta artıĢ olmakta ve bu artıĢ oranı 

ırklara göre farklılık göstermektedir. Rasyon değiĢikliği yapılan Simental ve Holstein-

Friesian buzağılarda prevalansın değiĢimi üzerine yapılan bir araĢtırmada Simental 

buzağıların Holstein-Friesian buzağılara göre en az beĢ kat daha fazla C. difficile 

saçılımı olduğu bildirilmiĢtir (Bandelj ve ark. 2016).  

  Avrupa‟da küçük ruminantlar üzerine yürütülen araĢtırmalarda Saif ve Brazier 

(1996), 100 adet koyunun gaita örneğininin % 1‟inde, Avbersek ve ark. (2014), 0-4 

aylık olan 99 adet oğlak ve 78 adet kuzudan alınan gaita örneklerinde oğlakların % 

10.1‟inden, kuzuların % 7.7‟sinden, Koene ve ark. (2011), 11 adet koyun gaita 

örneğinin % 18.2‟sinden, Romano ve ark (2012) 40 adet ergin keçinin gaita örneklerinin 

% 7.5 (3/40)‟inden, C. difficile izole etmiĢlerdir. Amerikada yürütülen benzer 

araĢtırmada, McNamara ve ark. (2011), 57 adet koyun ve 25 adet keçiye ait gaita 

örneklerinin incelemelerinde C. difficile tespit edememiĢlerdir. Knight ve Riley (2013), 

Avustralya‟da yürütükleri araĢtırmada toplam 371 adet koyun ve kuzularda yaptıkları 

araĢtırmada koyun örneklerinin % 0.6 (1/156)‟sında, kuzu örneklerinin % 6.5 

(14/215)‟inden C. difficile izole etmiĢlerdir. Asya kıtasında yürütülen araĢtırmada 
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Hussain ve ark. (2016), insanlarda ve birçok hayvan türünde yaptıkları araĢtırmalarında 

toplam 99 adet keçi ve koyun gaita örneklerinin incelemelerinde C. difficile izole 

edememiĢlerdir.  

Kuzu ve oğlakların ishallerinin etiyolojisinde C. difficile‟nin rolünün araĢtırıldığı 

bilimsel bir araĢtırmaya rastlanamamıĢtır. Zoonoz olarak kabul edilmesi nedeniyle 

küçük ruminantlarda yürütülen araĢtırmaların nitelikleri insan sağlığı yönüyle etken 

saçılımların tespiti üzerine olmuĢtur. AraĢtırmalara göre küçükbaĢ hayvanlarda C. 

difficile tespit oranları kuzularda % 6.5-7.7 (Avbersek ve ark. 2014, Knight ve Riley 

2013), oğlaklarda % 10.1 (Avbersek ve ark. 2014), koyunlarda % 0-18.2 (Koene ve ark. 

2011, Hussain ve ark 2016, Knight ve Riley 2013, Saif ve Brazier 1996, McNamara ve 

ark. 2011) keçilerde % 0- 7.5 (Hussain ve ark 2016, McNamara ve ark. 2011, Romano 

ve ark. 2012) oranlarında tespit edilmektedir. Sunulan tez çalıĢmasında neonatal 

dönemdeki ishalli kuzu gaita örneklerinin % 30.0‟undan, oğlak gaita örneklerinin ise % 

14.0 oranında C. difficile izole ve identifiye edildi. C. difficile‟nin kuzularda en fazla 

saçılım olduğu dönem ilk 0-16 gün yaĢ aralığındadır (Avbersek ve ark. 2014). Ġshalli 

kuzu ve oğlaklarda etken teĢhis oranının Avbersek ve ark (2014) ve Knight ve Riley 

(2013) araĢtırmalarına nazaran yüksek olduğu tespit edilmiĢ olup izolasyon oranının 

yüksek olmasının nedeni olarak neonatal dönemdeki hayvanların ergin hayvanlara göre 

daha fazla bakteri saçılımına sahip oldukları bildirilmektedir. AraĢtırmalar arasındaki 

farklı sonuçların ise rasyon değiĢiklikleri, bakım koĢulları, sürü yoğunluğu gibi 

faktörlerin etkili olduğu belirtilmektedir (Knight ve Riley 2013). Domuz, sığır ve at gibi 

hayvanlara göre küçükbaĢ hayvanlarda C. difficile saçılımı az oranda olmaktadır 

(Hussain ve ark. 2016). Bunun nedeni olarak ise büyükbaĢ hayvan yetiĢtiriciliğine göre 

küçükbaĢ hayvanlarda daha az oranda antibiyotik tedavisi uygulanması sebebiyle 

küçükbaĢ hayvanların bağırsak mikroflorasında C. difficile‟in daha az oranda kolonize 

olduğu düĢünülmektedir (Knight ve Riley. 2013). KüçükbaĢ hayvanların ishal 

vakalarının patogenezisinde C. difficile‟nin rol oynamadığı ancak insanlara bulaĢmada 

rezervuar görevi gördüğü bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014).  

Güran ve Ġlhak (2015) Ülkemizde yürüttükleri araĢtırmalarında 310 adet tavuk et 

örneğinin % 8.6‟sında C. difficile izole etmiĢlerdir. Dünyada tavuk gaita örneklerinde C. 

difficile izolasyonu üzerine yürütülen araĢtırmalarda; Zidaric ve ark. (2008) 61 adet 
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tavuk gaita örneğinin incelemesinde % 62.2 oranında, Koene ve ark. (2011) 121 adet 

tavuk gaita örneğinin % 5.7‟sinde, Saif ve Brazier (1996) 120 adet tavuk gaita örneğinin 

% 1.6‟sında, Skraban ve ark. (2013) toplam 143 tavuk gaita örneğinin % 60.0 oranında,  

Indra ve ark (2009) 59 adet broyler tavuk gaita örneğinin % 5‟inde C. difficile izole 

etmiĢlerdir. Hindistan‟da yürütülen araĢtırmada Hussain ve ark. (2016) toplamda 125 

adet broyler tavuğun gaita örneklerinin % 13.9‟unun C. difficile tespit etmiĢlerdir. 

Afrikada yürütülen araĢtırmada Simango ve Mwakurudza (2008) Zimbabwe‟de satılan 

canlı broyler tavuklarında 100 adet tavuk gaita örneğinin % 29.0‟unda C. difficile izole 

etmiĢtir.  

AraĢtırmalara göre tavuk gaita örneklerinde % 1.6 – 62.2 oranlarında C. difficile 

tespit edilmektedir (Indra ve ark. 2009, Skraban ve ark. 2013, Saif ve Brazier 1996, 

Hussain ve ark. 2016, Zidaric ve ark. 2008, Koene ve ark. 2011). GerçekleĢtirilen tez 

çalıĢmasında büyükbaĢ veya küçükbaĢ iĢletmeleri içerisinde yetiĢtirilen ergin köy 

tavuklarının toplamda 50 adet kloakal svap örneklerinin % 2.0‟sinde C. difficile tespit 

edildi. Tavuk izolasyon oranının Koene ve ark. 2011, Saif ve Brazier 1996, Indra ve ark. 

2009, Güran ve Ġlhak 2015 araĢtırmaları ile yakın değerde ancak Skraban ve ark. 2013, 

Zidaric ve ark. 2008, Hussain ve ark. 2016 araĢtırmalarına göre düĢük oranda tespit 

edildiği belirlendi. AraĢtırmalar arasında izolasyon oranları arasındaki farklılıkların 

coğrafi farklılıklar, C. difficile prevalansındaki zaman farklılıklarının, örnek alınan 

hayvanların yaĢlarının farklılıkları gibi faktörlerin etkili olabileceğini düĢündürmektedir 

(Koene ve ark. 2011). Hussain ve ark. (2016), yürüttükleri araĢtırmalarında ticari 

iĢletmelerde broyler tavuklarda C. difficile tespit etmiĢtir ancak köy tavuklarında 

bakteriyi teĢhis edememiĢtir. Ġnsanlarda C. difficile vakaları yaĢ ile birlikte artıĢ 

gösterirken hayvanlarda özellikle neonatal dönemde daha fazla tespit edilmektedir 

(Zidaric ve ark 2012). Zidaric ve ark. (2008) tavuklarda C. difficile saçılımına yönelik 

yaptığı araĢtırmada tavuklarda da yaĢ ile birlikte gaitada bakteri varlığının azaldığını 

ortaya koymuĢtur. Bu tez araĢtırmasında da izolasyon oranının diğer araĢtırmalara göre 

düĢük olmasının bir nedeni olarak da ergin tavuklarda daha az oranda C. difficile tespit 

edilmesi sebebiyle olduğu düĢünüldü. 

Tez araĢtırmasında buzağı gaita örneklerinden % 70.0 (35/50)‟inde C. difficile 

tespit edilirken % 44.0‟ünün, kuzu gaita örneklerinde ise % 12.0‟sinin toksijenik suĢ 
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olduğu tespit edildi. Benzer araĢtırma sonuçlarına göre buzağı gaita örneklerinden % 

10.2 – 42.7, kuzularda ise % 1.0 - % 18.2 oranında toksin üretebilme kabiliyetine sahip 

C. difficile‟nin izole edildiği bildirilmiĢtir olup diğer araĢtırmalar ile uyumlu olarak 

tespit edilmiĢtir  (Hammitt ve ark. 2008, Rodriguez ve ark. 2012, Rodriguez-Palacios ve 

ark. 2006, Knight ve Riley 2013, Koene ve ark. 2011, Saif ve Brazier 1996). Buzağı 

gaita örneklerinden izole edilen C. difficile toksin analizine ait benzer araĢtırmalarda;           

A-B-CDT+, A+B+CDT-, A+B+CDT+, A-B+CDT-, A-B+CDT+, A+B-CDT+ 

karakterde toksin üretebilen C. difficile izole edildiği bildirilmiĢtir (Avbersek ve ark. 

2009, Rodriguez-Palacios ve ark. 2006, Bandelj ve ark. 2016, Pirs ve ark. 2008, Knight 

ve ark. 2013, Costa ve ark. 2011, Schneeberg ve ark. 2013, Magistralli ve ark 2015). 

Koyun ve kuzu gaita örneklerinde tespit edilen toksijenik C. difficile suĢlarının 

A+B+CDT-, A-B+CDT+, A-B-CDT+ toksin üretebilme karakterlerinde olduğu 

bildirilmektedir (Knight ve Riley 2013, Koene ve ark. 2011) Sunulan araĢtırmada 

buzağı gaita örneklerinden izole edilen C. difficile izolatlarının toksin üretimine ait 

analizleri sonucunda A+B+CDT+, A-B+CDT-, kuzu gaita örneklerinden tespit edilen C. 

difficile izolatlarının A-B+CDT- ve A-B-CDT+ toksin üretebilen suĢlar olduğu 

belirlendi. ÇalıĢma bulgularının benzer araĢtırmalar ile uyumlu olduğu 

düĢünülmektedir. Toksin A ve toksin B, C. difficile‟nin enfeksiyon oluĢturmasında rol 

oynayan temel virülens faktörleridir. Her iki toksinin yanında binary toksin adı verilen 

toksini üretebilen suĢlar hipervirülent suĢlar olarak adlandırılmaktadır (Aktories ve ark. 

2018). Ġnsanlarda binary toksin pozitif suĢların tespitinin az olmasına karĢın 

hayvanlardan izole edilen C. difficile‟lerin binary toksin pozitif suĢlar olduğunu ve bu 

toksinin C. difficile suĢlarının hayvanlarda adaptasyonda rol oynayabileceği 

belirtilmektedir. Buzağılarda, binary toksin negatif olan 077 ribotipi ile deneysel 

enfeksiyon oluĢturma amacıyla yürütülen araĢtırmanın baĢarısız olmasının nedeninin 

buna bağlı olabileceği belirtilmektedir (Schneeberg ve ark. 2013). Tez çalıĢması 

sonucunda ishalli buzağı ve kuzulardan izole edilen C. difficile izolatlarında temel 

virülens faktörleri olan toksin A ve toksin B üretebilen suĢlar ile hayvanlarda 

enfeksiyonun geliĢiminde rol oynayan binary toksin üretebilen suĢlar tespit edilmiĢtir ve 

bu bulgular diğer araĢtırmalar ile uyumlu olarak değerlendirildi.  

Avbersek ve ark. (2009), buzağı örneklerinden izole edilen C. difficile‟nin 

izolatlarında 002,  077 ve 033, Koene ve ark. (2011), yürüttükleri benzer araĢtırmada 
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012, 033, Rodriguez ve ark (2012),  078 ve 015, Zidaric ve ark. (2012), 078, 126, 045, 

033, 012 ve 010, Rodriguez-Palacios ve ark. (2006), 078, 017, 077, 027, 014, 033, 

Romano ve ark (2012) 033, 066, 070, 003, 001 ve 137 ribotiplerini tespit etmiĢlerdir. 

Costa ve ark. (2011), buzağılardan izole edilen suĢların % 67.0‟ının PCR ribotip 078 

olduğunu bildirmektedirler. Bandelj ve ark. (2016), buzağı örneklerinde 19 farklı ribotip 

tespit ederken, 033 ribotipini baskın ribotip olarak tespit etmiĢtir. Schneeberg ve ark. 

(2013), 17 farklı PCR ribotipini buzağı örneklerinde tespit etmiĢ olup bu ribotipler 

içerisinde baskın olan ilk iki ribotipin % 56.9 oranında 033 ribotipi ile % 16.6 oranında 

078 ribotipi bildirmiĢtir. Magistralli ve ark (2015) araĢtırmalarında buzağı 

örneklerinden tespit edilen 82 izolatın ribotiplendirmesinde 8 farklı ribotip tespit 

etmiĢtir. Bu ribotiplerin, % 52.5‟inin 078, % 19.5‟inin 012, % 15.9‟unun 126 ve % 

7.3‟ünün ise 033 ribotipi olarak rapor etmiĢtir (Magistralli ve ark 2015). Keel ve ark. 

(2007) 2 aydan küçük buzağılardan izole edilen 33 adet C. difficile‟nin % 94.0‟ünün 

078 ribotipi, % 3.0‟ünün 033 ribotipi ve % 3.0‟ünün ise 002 ribotipi olduğunu 

bildirmektedir. Janezic ve ark. (2014), birçok farklı ülkeden farklı türden hayvanlardan 

izole edilen C. difficile izolatlarının PCR ribotip dağılımını belirlemek amacıyla 

yürüttükleri çalıĢmalarında sığır, at, domuz, tavuk, kedi, köpek, rakun, yabani tavĢan, 

keçi, kaz ve kargalardan izole edilen suĢları incelemiĢlerdir. Sığırlardan izole edilen 

suĢların 078, 014, 002, 010, 033, 126, 045, 005, 013, 103, 288, 081, 015, 027, 029, 050, 

342, 365, ve 602 PCR ribotiplerinin olduğunu bildirmiĢtir (Janezic ve ark. 2014). 

Avbersek ve ark. (2014), kuzu gaita örneklerinden izole ettikleri C. difficile‟lerin 056 ve 

SLO 061 olmak üzere iki farklı ribotip tespit etmiĢlerdir. Koene ve ark. (2011), koyun 

gaita örneklerinden tespit ettikleri suĢların 015 ve 097 olmak üzere iki farklı ribotip 

tespit etmiĢtir. 

Yürütülen tez çalıĢmasında alınan gaita örneklerinden izole edilen toksijenik C. 

difficile izolatlarının PCR ribotiplendirmesi sonucunda buzağılarda 078 ve 017 PCR 

ribotipleri, kuzularda ise 033 ve 017 PCR ribotipleri tespit edildi. Özellikle 078 

ribotipinin çiftlik hayvanlarında yaygın olduğu bildirilmektedir (McNamara ve ark. 

2011, Janezic ve ark. 2014, Knight ve ark. 2013). Buzağılar üzerine yapılan bilimsel 

araĢtırmalarda yaygın olarak 078 ve 017 ribotipleri izole edilmektedir. C. difficile 078 

PCR ribotipi toksin A, toksin B ve binary toksin üretebilmesi sebebiyle 027 PCR 

ribotipi ile birlikte hipervirülent ribotip olarak değerlendirilmektedir (McNamara ve ark. 
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2011). Ġnsanlarda hipervirulent 078 PCR ribotipine bağlı vakaların domuz ve 

buzağılardan köken aldığı bildirilmektedir (Bauer ve Kuijper 2015). Buzağılarda 078 

PCR ribotipinin hipervirulent olmasının yanında bir diğer önemli yanı ise uzun süre 

sindirim sisteminde kolonize olmasıdır. Yürütülen bir araĢtırmada aynı buzağılardan 

farklı örnekleme dönemlerinde 078 ve 126 PCR ribotiplerinin tespit edildiği ve her iki 

ribotipin diğer ribotiplere nazaran daha uzun süre kolonize olduğu ortaya konmuĢtur 

(Zidaric ve ark 2012). Toksin A ve B üretemeyen sadece binary toksin üretebilme 

kabiliyetinde olan 033 ribotipi genel olarak buzağı ve domuz yavrularında tespit 

edilmektedir ve Veteriner Hekimlikte önemli olduğu bildirilmektedir (Androga ve ark. 

2015). PCR ribotip 033 sığır haricindeki diğer hayvanlarda nadiren bulunmaktadır. 

Binary toksin üretebilen suĢlar insanlarda vakaların patogenezisinde daha az oranda rol 

alırken hayvanlarda daha fazla oranda tespit edilmektedir (Schneeberg ve ark. 2013). C. 

difficile 017 ribotipinin insan ve buzağılardan izole edildiği ve bu ribotipin de zoonoz 

karakterde olduğu bildirilmektedir (Bauer ve Kuijper 2015). Toksin B üretebilen toksin 

A ve CDT üretemeyen 017 ribotiplerine bağlı insan vakalarının artmakta olduğu 

bildirilirken bu ribotipler çiftlik hayvanlarından da izole edilmektedir (Rodriguez-

Palacios ve ark. 2006, Jafari ve ark. 2014). PCR ribotip 017 çeĢitli ülkelerde insan 

vakalarında raporlanmaktadır ve bu durum insan - hayvan bulaĢını iĢaret etmektedir 

(Rodriguez-Palacios ve ark. 2006). Hayvanlardan C.difficile‟nin izolasyonu ve 

tiplendirilmesi hakkında birçok araĢtırma olmasına rağmen bu araĢtırmaların genellikle 

lokal ve PCR ribotiplendirme nomenklatüründeki farklılıklar sebebiyle karĢılaĢtırma 

yapmak oldukça zordur (Janzic ve ark. 2014). Yürütülen tez çalıĢmasında tespit edilen 

PCR ribotiplerinin çiftlik hayvanlarında yürütülen ve bildirilen izolatlar ile uyumlu 

olduğu ve bu ribotiplerin yaygın olarak çiftlik hayvanlarından tespit edilebildiği 

belirlendi. 

Tez araĢtırmasında elde edilen toksijenik C. difficile izolatlarının antimikrobiyal 

duyarlılık testleri mikrobroth dilüsyon metoduna göre yapıldı. Çiftlik hayvanlarından 

izole edilen C. difficile izolatları üzerine yürütülen bu araĢtırmada; Ġncelenen toplam 24 

izolatın % 58.3‟ünde penisilin antibiyotiğine karĢı direnç olduğu belirlendi. C. 

difficile‟nin penisilin direnci üzerine yapılan araĢtırmalarda direnç oranları penisilin       

% 38.5 – 40.0 olarak bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, Pirs ve ark. 2013). 

AraĢtırma sonucunda penisilin grubu antibiyotik etken maddelerinde tespit edilen MĠK 
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90 değeri; penisilin 4 µg/ml olarak tespit edilmiĢtir. Avbersek ve ark. (2014), koyun ve 

keçilerden izole ettiği C. difficile suĢlarının MĠK 90 penisilin 2 µg/ml, Pirs ve ark. 

(2013) insan ve hayvan izolatlarının MĠK 90 penisilin 4 µg/ml olarak bildirilmektedir. 

Penisilin antibiyotiğine karĢı direnç oranlarının yakın değerlerde olarak değerlendirilmiĢ 

olup MĠK 90 değeri Avbersek ve ark. (2014) ve Pirs ve ark. (2013) çalıĢmaları ile 

uyumlu bulunmuĢtur.  

Betalaktam antibiyotikler içerinde yeralan ampisilin antibiyotiğine karĢı direnç 

oranı olarak toksijenik C. difficile izolatlarının % 50.4‟ünde direnç belirlenmesine 

rağmen ampisilin/sulbaktam etken maddesine karĢı direnç tespit edilmedi. Çiftlik 

hayvanlarından izole edilen C. difficile izolatlarının ampisilin direnci benzer 

araĢtırmalarda % 6.8 – 20.8 oranında olduğu belirtilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, 

Pirs ve ark. 2013, Thitaram ve ark. 2016, Hampikyan ve ark. 2018). AraĢtırma 

sonucunda MĠK 90 değeri ampisilin 16 µg/ml, ampisilin/sulbaktam 1 / 0.5 µg/ml olarak 

belirlendi. Benzer araĢtırmaların ampisilin MĠK 90 değerleri Avbersek ve ark. (2014), 

ampisilin 1 µg/ml, Kunishima ve ark. (2013) ampisilin 4 µg/ml, Pirs ve ark. (2013)  

ampisilin 2 µg/ml, Thitaram ve ark. (2016) ampisilin 3 µg/ml olarak tespit etmiĢlerdir. 

Pirs ve ark. (2013) ampisilin/sülbaktam 1/0.5 µg/ml MĠK 90 değerini bildirmektedir. 

Tez araĢtırması bulgularına göre ampisilin/sulbaktam direnç ve MĠK 90 değeri Pirs ve 

ark. (2013) çalıĢması ile uyumludur. Ancak ampisilin direnç yüzdeleri ile MĠK 90 

değeri diğer araĢtırmalara göre yüksek oranda tespit edildi. Bunun nedeninin betalaktam 

antibiyotiklere karĢı bakteriler tarafından sentezlenen betalaktamazlar, betalaktam 

antibiyotiklerin etkinliğini azaltmakta veya ortadan kaldırmaktadır (Calderon ve 

Sabundayo 2007). Bu nedenle, sulbaktam ile bileĢik oluĢturan aminopenisilinler ve 

karboksipenisilinlerin etkinliklerini arttırmaktadır (Kaya 2007, Calderon ve Sabundayo 

2007).  

Yürütülen tez araĢtırmasında buzağı ve kuzulardan izole edilen toksin üretebilen 

C. difficile izolatlarının % 83.4‟ünde klindamisin etken maddesine karĢı direnç olduğu 

ortaya konulmuĢ olup eĢ değer araĢtırmalarda klindamisin direnç oranları araĢtırmacılar 

tarafından % 10.0 – 90.9 oranlarında olduğu bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, 

Pirs ve ark. 2013, Igawa ve ark. 2016, Bandelj ve ark. 2017, Thitaram ve ark. 2016, 

Hampikyan ve ark. 2018, Alvarez-Perez ve ark. 2017). Klindamisin etken maddesine karĢı 
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duyarlılık testi sonucunda MĠK90 > 8 µg/ml oranında tespit edildi. C. difficile 

izolatlarının antimikrobiyal duyarlılıkları yönünden yürütülen araĢtırmaların MĠK 90 

değerleri; Avbersek ve ark. (2014)  4 µg/ml,  Kunishima ve ark. (2013) > 32 µg/ml, 

Limbago ve ark. (2009) 256 µg/ml, Hastey ve ark. (2017) 64 µg/ml, Bandelj ve ark. 

(2017) 32 µg/ml, Alvarez-Perez ve ark.(2017) ≥ 256 µg/ml, Pirs ve ark. (2013), 8 

µg/ml, Igawa ve ark. (2016) > 32 µg/ml olarak bildirilmiĢtir. Benzer araĢtırmalarda 

klindamisin etken maddesine karĢı direnç yüzdeleri ile MĠK 90 değerlerinin çalıĢma 

direnç oranı ve MĠK 90 değerlerinin uyumlu olduğu tespit edildi. 

Bakteriostatik etki gösteren tetrasiklin antibiyotik etken maddesine karĢı 

araĢtırma sonucunda elde eldilen izolatların %16.6‟sının dirençli olduğu ortaya konuldu. 

Tetrasiklin etken maddelerine karĢı bildirilen direnç oranları % 1.9 – 93.0 arasında 

değerlerdir (Pirs ve ark. 2013, Bandelj ve ark. 2017, Costa ve ark. 2011, Hampikyan ve 

ark. 2018, Alvarez-Perez ve ark. 2017).  ÇalıĢmada izolatların % 90‟ını inhibe eden 

antibiyotik yoğunluğu olarak  > 8 µg/ml olarak tespit edildi. Alvarez-Perez ve ark. 

(2017) 16 µg/ml, Pirs ve ark. (2013) 8 µg/ml olarak tespit etmiĢlerdir. Tez çalıĢması 

sonucunda direnç oranları diğer çalıĢmalar ile uyumlu olup MĠK 90 değeri Alvarez-

Perez ve ark. (2017) ve Pirs ve ark. (2013) MĠK 90 bulguları ile uyumludur. 

Tetrasiklinlere karĢı direnç mekanizması ribozomal koruma yoluyla olmaktadır 

(Spigaglia 2016). Bu koruma ile ilgili genetik elementler Tn6164, Tn 5397, Tn916-like 

transpozonlarıdır ve bu transpozonlar tetM, tet44, tetW genlerinin transfer ederek 

tetrasiklinlere direnç ile ilgili olan tet direnç genini ihtiva ettiği bildirilmektedir 

(Spigaglia 2016, Peng ve ark. 2017). Tn6164 transpozonu tet44 yapısını meydana 

getirirken bu yapı genellikle 078 ribotiplerinde görüldüğü ve bunun 078 ribotipinin 

virülensinde etkili bir faktör olduğu belirtilmektedir (Peng ve ark. 2017). 

Sunulan tez araĢtırmasında elde edilen toksijenik C. difficile suĢlarının 

tamamında amoksisilin/klavulanik asit antibiyotik etken maddesine karĢı direnç 

bulunmamıĢ olup eĢ değer araĢtırmalarda amoksisilin/klavulanik asit direnç 

yüzdelerinin % 0 – 1.2 olduğu bildirilmektedir (Pirs ve ark. 2013, Thitaram ve ark. 

2016, Hampikyan ve ark. 2018). Yürütülen araĢtırmada amoksisilin/klavulanik asit 

etken maddesinin MĠK 90 değeri olarak 4/2 µg/ml yoğunluğunda inhibisyon olduğu 

belirlendi. Kunishima ve ark. (2013) 0.5 µg/ml, Pirs ve ark. (2013) 1/0.5 µg/ml, 
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Thitaram ve ark. (2016) 0.75 µg/ml olarak tespit etmiĢlerdir. Tez bulgularına göre 

direnç oranı ve MĠK 90 inhibisyon oranı ile diğer araĢtırmalar arasında uyum olduğu 

değerlendirildi. 

Sefalosporin grubu antibiyotikler içerisinde yer alan sefotetan etken maddesine 

karĢı izolatların hiçbirinde direnç tespit edilmemiĢtir ve benzer Ģekilde Pirs ve ark. 

(2013) çalıĢmalarında hayvan izolatlarının sefotetan etken maddesine karĢı direncinin 

olmadığını ortaya koymuĢtur. Antimikrobiyal duyarlılık analizi sonucunda izolatların 

MĠK 90 değerini 32 µg/ml olarak belirlendi. Pirs ve ark. (2013) C. difficile 

antimikrobiyal duyarlılık analizleri sonucunda sefotetan etken maddesi MĠK 90 değerini 

16 µg/ml olarak belirlemiĢtir. Sefotetan MĠK 90 değerlerinin Pirs ve ark. (2013) 

çalıĢmaları ile uyumludur. 

Tez çalıĢmasında analizi yapılan bir diğer sefalosporin grubu antibiyotik etken 

maddesi olan sefoksitin yönünden çalıĢılan izolatlar % 91.7‟sinde direnç tespit edildi. 

Çiftlik hayvanlarından izole edile C. difficile suĢlarının sefoksitin direnç yüzdelerinin   

% 97.9 - 100 arasında olduğu bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, Pirs ve ark. 

2013).  Yürütülen çalıĢmada sefoksitin antibiyotiğine karĢı MĠK90 değeri olarak >32 

µg/ml olarak belirlendi. Avbersek ve ark. (2014)  sefoksitin etken maddesi MĠK 90 

değerini >32 µg/ml, Pirs ve ark. (2013) C. difficile antimikrobiyal duyarlılık analizleri 

sonucunda sefoksitin >32 olarak belirlemiĢtir. Sefoksitin direnç yüzde oranı ile MĠK 90 

değeri diğer araĢtırmalar ile uyumlu olarak değerlendirildi.  

Antimikrobiyal duyarlılık testlerinde direnç tespit edilmeyen bir diğer 

antimikrobiyal ajan kloramfenikol etken maddesidir. Pirs ve ark. (2013) çiftlik 

hayvanlarından izole ettikleri C. difficile izolatlarını inceledikleri çalıĢmaları sonucunda 

direnç olmadığını bildirmektedir. Toksin üretebilen C. difficile‟lerde MĠK90 değeri 8 

µg/ml olarak belirlendi. Kunishima ve ark. (2013) klinik vakalardan izole ettikleri C. 

difficile‟lerde MĠK 90 değeri olarak 32 µg/ml, Pirs ve ark. (2013) 4 µg/ml oranında 

tespit etmiĢtir. Kloramfenikol antibiyotiğine ait direnç yüzdesi ve MĠK 90 değerleri 

araĢtırmalar ile uyumlu olduğu değerlendirildi. 

Yürütülen tez çalıĢmasında imipenem ve meropenem etken maddelerine karĢı 

analiz edilen suĢlarda direnç tespit edilmedi. Pirs ve ark. (2013) imipenem ve 
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meropenem etken maddelerine karĢı direnç yüzdelerini sırasıyla % 28.1, % 1.0 olarak 

tespit etmiĢtir. Test edilen izolatların MĠK 90 değerleri imipenem 2 µg/ml, meropenem 

8 µg/ml oranında tespit edildi. EĢ değer araĢtırmalarda etken maddelerinin MĠK 90 

değerleri; Pirs ve ark. (2013) imipenem > 8 µg/ml,  meropenem 2 µg/ml, Kunishima ve 

ark. (2013) imipenem >32 µg/ml, Bandelj ve ark. (2017) imipenem ≤ 4 µg/ml olarak 

tespit etmiĢtir. Elde edilen bulgular Pirs ve ark. (2013), Kunishima ve ark. (2013) ve 

Bandelj ve ark. (2017) ile uyumludur. 

C. difficile enfeksiyonlarının tedavilerinde vankomisin etken maddesinden önce 

tedavide kullanılabilir etken olan metronidazol antibiyotiğine karĢı genç hayvan 

izolatlarında direnç tespit edilmemiĢtir. Metronidazol etken maddesine karĢı C. 

difficile‟nin direnç oranının artmakta olduğu bildirilmektedir. Benzer araĢtırmalarda 

metronidazol etken maddesine karĢı direnç yüzdelerinin % 0 – 24.9 arasında olduğu 

bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, Pirs ve ark. 2013, Igawa ve ark. 2016, Hastey 

ve ark. 2017, Bandelj ve ark. 2017, Thitaram ve ark. 2016, Hampikyan ve ark. 2018, 

Alvarez-Perez ve ark. 2017). Genç çiftlik hayvanlarında izole edilen C. difficile‟lerin 

metronidazol MĠK90 değeri 1 µg/ml olarak tespit edildi. Test edilen suĢların tamamı 

metronidazole duyarlı olarak belirlendi. Benzer araĢtırmalarda belirlenen MĠK 90 

değerlerine göre, Bandelj ve ark. (2017) ≤ 0.25, Alvarez-Perez ve ark. (2017) 0.5 µg/ml, 

Thitaram ve ark. (2016) 0.38 µg/ml olarak belirlemiĢtir. Hastey ve ark. (2017) 920 adet 

C. difficile izolatının antibiyotik duyarlılık testleri hakkındaki araĢtırmalarında 1 µg/ml 

tespit etmiĢlerdir. Pirs ve ark. (2013) insan ve hayvanlardan izole ettiği C. difficile 

izolatlarının metronidazol MĠK90 değerini ≤ 0.5 µg/ml olarak belirlemiĢtir. Igawa ve 

ark. (2016) araĢtırmalarında analiz ettikleri C. difficile‟lerin metronidazol MĠK90 0.5 

µg/ml olarak tespit etmiĢtir.  Bandelj ve ark. (2017), Alvarez-Perez ve ark. (2017), 

Thitaram ve ark. (2016), Hastey ve ark. (2017), Pirs ve ark. (2013) ve Igawa ve ark. 

(2016) araĢtırma bulguları ile tez çalıĢmasının metronidazol antibiyotiğine ait direnç 

yüzdesi ve MĠK 90 değeri uyumlu olduğu belirlendi. 

Ureidopenisilin olarak sınıflandırılan mezlosilin ve piperazinler sınıfında yer 

alan penisilinaz direnci olmayan piperasilin ile penisilinaz direncinin 

piperasilin/tazobaktam etken maddeler penisilin grubu antimikrobiyal etken maddeler 

içerisinde Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler üzerine etkili geniĢ spektrumlu 
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antibiyotiklerdir (Calderon ve Sabundayo 2007). Yürütülen tez çalıĢmasında 

ureidopenisilin grubu antibiyotiklerden mezlosisilin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam 

etken maddelerine karĢı direnç tespit edilmemiĢ olup Pirs ve ark. (2013) 

araĢtırmalarında hayvan izolatlarında aynı etken maddelerine karĢı direnç tespit 

etmemiĢtir. AraĢtırma sonucunda mezlosisilin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam 

antibiyotik etken maddelerinde tespit edilen MĠK 90 değerleri sırasıyla; 8 µg/ml, 16 

µg/ml, 16/4 µg/ml olarak tespit edilmiĢtir. Kunishima ve ark. (2013) piperasilin 16 

µg/ml, piperasilin/tazobaktam 16 µg/ml, Pirs ve ark. (2013) insan ve hayvan 

izolatlarının mezlosilin ≤ 4 µg/ml, piperasilin 8 µg/ml, piperasilin/tazobaktam 8/4 µg/ml 

olarak bildirilmektedir. C. difficile izolatlarının mezlosilin, piperasilin ve 

piperasilin/tazobaktam etken maddelerine karĢı direnç oranları ile MĠK 90 değerleri 

benzer araĢtırmalar uyumludur. 

Sonuç olarak yürütülen tez çalıĢması ile ülkemizde neonatal dönemde ishalli 

buzağı, kuzu, oğlakların ve aynı ortamda barındırılan tavukların gaita örneklerinde 

toksin üretebilen C. difficile suĢları üzerine yapılmıĢ kapsamlı ve ilk olan bu araĢtırmada 

buzağı ve kuzuların gaita örneklerinde toksijenik C. difficile suĢlarının varlığı ortaya 

konulmuĢtur. Dünya genelinde insanlarda, domuzlarda ve atlarda patojen olarak kabul 

edilen C. difficile birçok araĢtırmacı tarafından buzağı ishallerinin etiyolojisinde de rol 

oynadığı bildirilmektedir. Neonatal dönemdeki ishal vakalarında patojenik suĢların 

tespit edilmesi etkenlerin etiyolojide rol oynadığını destekler niteliktedir. Bu kapsamda 

yürütülen tez çalıĢması bulguları doğrultusunda özellikle de antibiyotik tedavilerine 

cevap alınamayan neonatal dönemdeki hayvanların ishal vakaların mikrobiyolojik 

analizlerinde C. difficile yönünden de analiz edilmesi, izolasyon durumlarında ise 

toksijenik olup olmadığının tespit edilmesi gerektiği düĢünülmektir.  

Bakterinin zorunlu anaerobik bakteri olması ve oksijenli ortamda vejetatif 

formlarının canlılığını yitirmesinden doğacak yanlıĢ negatif sonuçların önüne 

geçilebilmesi amacıyla kültürde izolasyon ile moleküler teĢhis metotların birarada 

kullanılması, pozitif vakalarda ise moleküler tiplendirme ve antibiyogram gibi 

analizlerin de yapılabilmesi amacıyla bakterinin izole edilmesi önerilmektedir.  

Tez çalıĢmasında tespit edilen 017, 033 ve 078 PCR ribotiplerinin hem 

insanlarda hem de hayvanlarda ishal vakalarında tespit ediliyor olması sebebiyle köken 
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olarak bulaĢmalarda çiftlik hayvanlarının rol oynadığı birçok araĢtırmacı tarafından 

belirtilmektedir. Bu doğrultuda çiftlik hayvanlarının antibiyotik tedavilerinde dikkatli 

antibiyotik seçimi ve uygun kullanımının sağlanmasnın insan sağlığı yönünden de 

önemli olduğu düĢünülmektedir. 

Hastalığın ortaya çıkıĢında risk faktörlerinin baĢında antibiyotik kullanımı yer 

almaktadır. Yürütülen çalıĢma ile toksijenik C. difficile izolatlarının ampisilin, 

sefoksitin, penisilin, tetrasiklin ve klindamisin antimikrobiyal etken maddelerine karĢı 

direncinin olduğu ortaya konulmuĢtur. Özellikle neonatal dönemdeki hayvanlarda 

betalaktam grubu antibiyotiklerin kullanımı durumlarında betalaktamaz ve penisilinaz 

inhibitörü ihtiva eden antibiyotiklerin tercih edilmesi ile sefoksitin, tetrasiklin ve 

klindamisin etken maddelerine karĢı yüksek direnç nedeniyle bu etken maddeleri içeren 

tedavi protokollerinden kaçınılması gerekliliği tavsiye edilmektedir. 

Hastalığın ortaya çıkmasında esas risk faktörü antibiyotik kullanımı olması 

nedeniyle insanlarda ve hayvanlarda C. difficile‟in neden olduğu enfeksiyonların 

antibiyotik tedavisi sonrasında bir komplikasyon gibi ortaya ishal vakaları ortaya 

çıkmaktadır. Neonatal dönemdeki hayvanlarda antibiyotik kullanımı ile C. difficile 

saçılımı arasında pozitif bir korelasyon olduğu bildirilmektedir. Hayvan sağlığını ve 

halk sağlığını doğrudan ilgilendiren antibiyotik direnci konusunda Veteriner Hekim 

hizmetlerinde öncelikle aĢı, dezenfeksiyon, iyi bakım-besleme gibi koruyucu hekimlik 

önlemlerinin uygulanması ile antibiyotik kullanımının azaltılmasını sağlayacaktır. 

Ayrıca C. difficile‟nin neonatal dönemdeki hayvanların ishal vakalarının 

etiyolojisindeki risk oranını belirlemek amacıyla sağlıklı ve ishalli buzağılarda vaka-

kontrol çalıĢmalarının yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  

Dünya genelinde gün geçtikçe artan C. difficile insan vakalarından tespit edilen 

ribotiplerin genel olarak çiftlik hayvanlarında tespit edilen ribotipler ile aynı veya 

benzer oldukları bildirilerek çiftlik hayvanlarından insanlara bulaĢmanın olduğu 

belirtilmektedir. Ülkemizde insan ve hayvan vakalarının karĢılaĢtırılarak yaygın 

ribotipler ile ortak ribotipler üzerine epidemiyolojik araĢtırılmaların yapılmasının 

gerekli olduğu düĢünülmektedir. Bu sayede salgınların ortaya çıkması halinde 

kökeninin de tespit edilebilmesine katkı sağlayacaktır. 
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