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Onsoz

Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede en biiyiik gelisme yirminci yiizyil
baslarinda penisilin antibiyotiginin kesfidir. Takibindeki donemde yeni antimikrobiyal
etkenlerin bulunmasi1 sayesinde enfeksiyonlarin tedavisinde c¢ok biiyiik giic elde
edilmisken dogru kullanilmamasi sonucunda mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmis ve enfeksiyonlarla miicadele daha da zor hale gelmistir. Insanlarda
gozlenen antibiyotik iligkili diyare wvakalari, antibiyotiklere karst direncli
mikroorganizmalar tarafindan meydana gelmektedir. Clostridium difficile insanlardaki
antibiyotik iligkili diyare vakalarmin % 20’sine neden olmaktadir. Toksin iiretebilen
Clostridium difficile insanlarda neden oldugu diyare vakalarinin yaninda hayvanlarda
ozellikle de neonatal donemdeki hayvanlarda enfeksiyon olusturarak diyareye neden
olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda neonatal donemdeki ishalli buzagi, kuzu ve oglaklarda
ve ahir igerisinde yetistirilen tavuk gaita orneklerinde toksijenik Clostridium difficile

varlig1 arastirilmastir.
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Simgeler ve Kisaltmalar

ADP-ribosyltransferase: Adenozin difosfat ribozil transferaz
ATPaz: Adenozin Trifosfataz

€: Avro

bp: Baz ¢ifti

°C: Santrigrat Derece

CCF: Cycloserine-Cefoxitin Fructose

CDAD: Clostridium difficile Tliskili Hastalik

CDT: Clostridium difficile transferaz (Binary Toksin)

cdtA: Binary toksinin katalitik komplementin sentezinden gérevli gen bolgesi
cdtB: Binary toksinin baglayici komplementin sentezinden gorevli gen bolgesi
CDTLoc: Clostridium difficile transferaz lokusu

CLSI: Clinical Laboratory Standart Institute

CO,: Karbon Dioksit

DNA: Deoksiribo niikleik asit

$: Dolar

dNTP: Deoksiniikleotid

EIA: Enzim Immunoassay

EUCAST: Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi
g: Gravite

GAP: GTPaz-Accelerating Protein

GDH: Glutamat Dehidrogenaz

GDP: Guanozin Difosfat

GEF: Guanin Niikleotid Cevirme Faktorii

GTPaz: Guanozin Trifosfataz

kDa: Kilodalton

kb: Kilobaz

LCT: Biiyiik Klostridial Sitotoksin.

mm: Milimetre



Meso-DAP: Meso-Diaminopimelik Asit

pm: Mikrometre

pg: Mikrogram

ml: Mililitre

mMol: Milimolar

MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MgCl,: Magnezyum Kloriir

uM: Mikromolar

pL: Mikrolitre

NAP: North American Pulsotype

PalLoc: Patojenite Lokusu

PBS: Fosfat Buffer Salin

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PFGE: Pulsed-Field Jel Elektroforez

pmol: Pikamol

£: Pound

REA: Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

RNA: Ribo niikleik asit

rRNA: Ribozomal ribo niikleik asit

SLP: Yiizey Katman Proteini

TAE: Tris, Asetik Asit, EDTA

tcdA: Paloc iizerinde toksin A gen bolgesi

tcdB: Paloc tizerinde toksin B gen bolgesi

tcdC: Paloc iizerinde negatif regiilator gen bolgesi
tcdE: Paloc tizerinde holin-like protein sentezinden gorevli gen bolgesi.
tcdR: Paloc iizerinde pozitif regiilator gen bolgesi
tpi: Trioz Fosfat izomeraz

U: Unite
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Geng Ciftlik Hayvanlarimmn ishal Vakalaridan, Clostridium difficile’in izolasyonu,

Identifikasyonu ve Antimikrobiyal Duyarhhgimin Belirlenmesi

OZET

Clostridium difficile (Bacillus difficile) ilk olarak 1935 yilinda bebek gaita
orneklerinden izole edilmis ve patojen oldugu diisiiniilmemistir. Ancak 1978 yilindan
itibaren antibiyotik iligkili diyare ve psddomembrandz kolitise neden oldugu ortaya
konularak patojen olarak kabul edilmistir. Bu ¢alisma ile ishalli buzagi, kuzu, oglak ve
isletme icinde yetistirilen tavuklarda C. difficile’nin tespit edilmesi, bu izolatlarin
toksijenik olarak karakterize edilmesi, toksin {iretebilen izolatlarin PCR
ribotiplendirmelerinin yapilmasi ve mikrobroth diliisyon metodu ile antimikrobiyal

duyarliliklarinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calisma kapsaminda 2015 yilinda neonatal donemdeki ishalli 50 adet buzagi, 50
adet kuzu ve 50 adet oglak gaita 6rnekleri numunesi ile 50 adet tavuk kloakal svap
ornegi olmak iizere toplam 200 adet gaita 6rnegi alinarak incelendi. Arastirma boyunca
toplanan gaita Orneklerinin 58 (% 29.0)’inden Clostridium difficile izole edildi.
Buzagilardan alinan gaita Orneklerinin 35 (% 70.0)’inden, kuzu Orneklerinin 15
(% 30.0)’inden, oglak numunelerinin 7 (% 14.0)’iinden ve tavuk gaita 6rneklerinin 1
(% 2.0)’sinden Clostridium difficile tespit edildi. Tiir identifikasyonu ve toksin
karakterizasyonu ile izolatlarin 28 (% 48.2)’inin toksijenik karaktere sahip oldugu
belirlendi. Toksijenik olan 28 izolatin PCR ribotiplendirmesinde 078, 012 ve 033
ribotipleri tespit edildi.

Toplam 24 adet toksijenik susun mikrobroth diliisyon metodu ile antimikrobiyal
duyarhilik testleri yapildi. Toksijenik olan izolatlarin tamaminda, ampisilin/sulbaktam,
amoksisilin/klavulanik asit, sefotetan, kloramfenikol, imipenem, meropenem,
metronidazol, mezlosilin, piperasilin ve piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerine duyarli,
ampisilin, sefoksitin, klindamisin, penisilin ve tetrasikline direngli olduklar1 tespit

edilmistir.



Sonug olarak yiiriitiilen arastirma ile neonatal buzagi ve kuzu ishal vakalarinda
toksijenik C. difficile varligr ilk kez iilkemizde tespit edilmis olup bolgemizdeki ishalli
neonatal buzagi ve kuzularda goriilen ishal vakalarinda C. difficile’nin de dikkate

alinmasi gerektigi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal duyarlilik testi, Buzagi, Clostridium difficile,
Erzurum, Neonatal.



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.

Xl



Key Words: Antimicrobial susceptibility test, calf, Clostridium difficile, Erzurum,
Neonatal.
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1- GIRIS

1.1. Clostridium Tiirleri

Clostridia smifinda, Clostridiales takiminin Clostridiaceae ailesinin Clostridium cinsi
yer almaktadir. Clostridium eski yunan diline gére kiigiik ig anlamma gelmektedir. ilk
olarak A. Prazmowski tarafindan 1880 yilinda ortaya konulan Clostridium genusu
icerisinde 168 adet tiir vardir. 16S rRNA gen dizilimine gore Collins ve ark. (1994)
tarafindan gruplandirilmigtir. Bu gruplamaya gore 19 grup olusmustur. DNA G+C
icerigi (mol %) 22-53 tiir (Rainley ve ark 2015).

Gram pozitif, anaerobik, spor olusturan, ¢ubuk sekilli bir bakteridir. Clostridium
tiirleri toprak, taze su ve deniz cokeltileri, cliriik sebzelerde, hayvansal materyallerde,
kanalizasyonda, omurgasiz ve omurgalilarin gastrointestinal bdlgesinde bulunur
(Poxton 2005). Gram pozitiftir ancak bu goriiniim Ozellikle inkiibasyonun erken
donemlerinde goriilebilmektedir (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 kapsiil olusturabilen tek tiirdiir ve hareketli degildir.
Clostridium spiroforme haricindeki biitiin patojenik Clostridium tiirleri diiz basil
sekillidir (Quinn ve ark 2004).

Clostiridium tiirlerinin ayriminda endosporun lokalizasyonu, sekli ve boyutu
onemlidir (Quinn ve ark 2002). Genellikle hiicre genisliginden daha biiyiik oval veya
kiiresel endosporlara sahiptirler (Quinn ve ark 2004, Rainley ve ark 2015). Genellikle
kemoorganotrofiktirler ve karbonhidrat veya peptonlardan organik asitler ve alkoller
olustururlar. Baz tiirleri atmosferik nitrojeni tutar (Rainley ve ark 2015). Genellikle
katalaz negatiftir (Collins ve ark 2004, Rainley ve ark 2015). Karbonhidratlari, alkolleri,
amino asitleri, purinleri, steroidleri ve diger organik bilesenleri metabolize edebilirler.
Hiicre duvart genel olarak meso-diaminopimelic (meso-DAP) asit igerir. Etken genel
olarak zorunlu anaerobiktir ancak oksijen toleransi suslara gore degisim gostermektedir.

Optimal treme pH ve sicakligi pH 6.5-7.0 ve 30-37°C arasindadir. Suslar fenotipik



karakterlerine gore ayirt edilmistir. Bu ayrimda, glukozdan asit iiretimi, jelatin hidrolizi,

et sindirimi, nisasta hidrolizi kullanilmaktadir (Rainley ve ark 2015).

Patojenik Clostridium tiirleri dort grup igerisinde siniflandirilmaktadir. Bu
gruplarin 3’1 toksin aktivitesi ve etkiledikleri dokulara gore, diger grup ise daha az
onemdeki clostridiumlar1 igermektedir. Bu siniflandirmaya gore, ilk grupta gozle
goriiniir doku hasar1 olmaksizin néro-muskiiler etki gosteren norotoksik clostridiumlar
olan Clostiridium tetani ve Clostridium botulinum tiirleri yer almaktadir. Bir diger
grupta ise nispeten kas ve karaciger gibi dokularda lokalize lezyonlar olusturan
histotoksik clostridiumlar. Gastrointestinal dokularda inflamasyona ve hasara sebep
olan Clostridium perfringens tip A ve E enteropatojenik ve enterotoksijenik
clostridiumlar igerisinde yer almaktadir. Dordiincii grup Clostridiumlar hayvanlarda

sporadik goriilen enfeksiyon sebebi olan clostridiumlardir (Quinn ve ark 2002).

Clostridium tiirleri toprak, su veya deniz tortusunda saprofit olarak
bulunmaktadirlar. Ayrica normal bagirsak florasinda bulunurlar. Bir kismi endosporlar
halinde kas veya karacigerde bulunabilir. Bu bakterilerin aktivasyonu sonucunda
hastalik sekillenebilmektedir (Quinn ve ark 2002).

Zorunlu anaerobik olmalar1 sebebiyle numune toplama ve uygulamalarinda 6zel
islemler gerekmektedir. Canli hayvandan veya taze kadavradan numunelerin
alinmamast durumunda, bagirsak florasindaki bakteriler dokulara yayilarak dogru
laboratuvar analiz ve teshisini engeller. Laboratuvara nakil i¢in uygun 6rnekler doku
bloklar1 veya sivilar anaerobik transport mediumu igerisine alinmis Orneklerdir.
Numuneler alindiktan hemen sonra kiiltiire edilmelidir. Maya ekstrakti, Vitamin K, ve
heminle zenginlestirilmis kanli agar izolasyon i¢in uygundur. Besiyerleri taze olmal1 ve
oksijensiz bir sekilde muhafaza edilmelidir. Uygun atmosfer kosullari anaerobik jar
veya kabinler ile saglanabilmektedir. Bu kosullar % 5 — 10 arasinda CO; icermelidir.
Bazi Clostridium tiirleri vejetatif formlar1 15 dakikadan fazla siire oksijene maruz

kaldiginda yasayamamaktadir (Quinn ve ark. 2002).

Bagirsaklarin liimen kismi ile oksijen tasiyan mukozal damarlar arasindaki
uzaklik nedeniyle, limen kismi anaerobik bakteriler igin 1 000 - 10 000 kat daha

uygundur. Clostridium, Bacteroides - Prevotella grubu gibi bakteri gruplart kolon



anaeroblarimin % 99’unu olusturmaktadir. Bfidobacterium ve Lactobacillus etkenleri de
kolon florasinin baskin {yeleridir ancak yas ilerledikce miktarlar1 azalmaktadir

(Mullany ve Roberts 2010).

Diinya iizerinde toprak ve taze su igerisinde yogun miktarda bulunmaktadir.
Kontamine gidalarin oral kolonizasyonu saglayarak Clostridium spp.’nin hayvanlarin
gastrointestinal mikrobiotasinin {iyeleri olmasmin kaynagidir. Clostridium tiirlerinin
spor olusturmasinin yaninda ekzotoksin iiretebildikleri de bilinmesi gereken énemli bir
konudur. Bilinen 80 Clostridium tiiriiniin 30’undan fazlas1 hayvanlarda patojen olarak

bilinir ve bunlarin % 30’u insanlarda da patojendir (Mullany ve Roberts 2010).

1.2.  Clostridium difficile

1.2.1. Tarihce

Clostridium difficile (Bacillus difficile) ilk olarak Hall ve O’Toole tarafindan 1935
yilinda bebek gaita 6rneklerinden izole etmistir (Mullany ve Roberts 2010). Clostridium
difficile (C. difficile) adi, bakterinin izolasyonunun, identifikasyon ve laboratuvar
calismalarinin  zor olmasi sebebiyle Ingilizcede zor anlamma gelen “difficult”
kelimesinden tiiretilmistir (Rainey ve ark. 2015). Bakterinin ilk teshisinden 1978 yilina
kadar diinya genelinde patojen olmadig: diisiiniilmekteydi ancak 1978 yilindan itibaren
siddetli nekrotize ve genellikle 6liimle sonuglanan kolon enfeksiyonu olan antibiyotik
iligkili diyare ve psddomembrandz kolitise neden oldugu tespit edilmistir. Son
zamanlarda C. difficile iliskili (Clostridium difficile Associated Disease, CDAD) insan
vakalar diinya genelinde artan bir egilim gostermektedir (Mullany ve Roberts 2010).
Giiniimiizde C. difficile, insanlarda siddetli ishal, psddomembrandz kolitis ve toksik
megakolona sebep olan 6nemli bir patojen olarak kabul edilmektedir (Angione ve ark.
2014).



1.2.2. Etiyoloji

Clostridium difficile, Gram pozitif, spor olusturan, basil sekilli, zorunlu anaerobik, sivi
kiiltiirlerde genellikle hareketli, peritirik flagellaya sahip, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um
boyutunda bir bakteridir (Rainey ve ark. 2015, Dawson ve ark. 2009). incelenen
preparatlarda tek tek goriilebilecegi gibi ug uca ikiden altiya kadar bakterinin birlesmesi
ile zincir seklinde goriilebilir. Bakteri sporlar1 oval, subterminal (nadiren terminal) ve
hiicreden siskindir. Bir¢ok sus i¢in sporulasyon Brucella Blood Agarda 2 giin
inkiibasyon sonucu gelisir (Rainey ve ark. 2015). Glisin ve taurokolat sporulasyonu
uyaran kimyasal maddelerdir. Deoksikolat da sporulasyonu uyarmaktadir ancak
germine olan sporlarin fazla gelismesini de inhibe etmektedir (Dawson ve ark. 2009).
Kat1 besiyerlerinde spor olusumunun gelismesi i¢in agar igeriginde % 0.1 oraninda
sodyum taurocholate olmalidir (Rainey ve ark. 2015). C. difficile sporlarinin
germinasyonu i¢in gereken ortam kosullar1 37°C ve pH 6.5-7.5°dir (Dawson ve ark.
2009).

Bakterinin vejetatif formu zorunlu anaerobik olmasi nedeniyle oksijene karsi
duyarliyken spor formu kurumaya, 1siya, bircok dezenfektana ve fiziksel ajanlara karsi
dayaniklidir (Wilcox 2003, Dawson ve ark. 2009, Weber ve ark. 2010). Etkenin sporlari
cevre ve ortam yiizeylerinde uzun siire boyunca canlilifini siirdiirebilmektedir
(Clements ve ark. 2010, Dawson ve ark. 2009). C. difficile, kolonda vejetatif halde,
kolon disarisinda ise spor formunda bulunmaktadir. Bakterinin vejetatif formu, oda
isisinda kuru yiizeylerde 15 dakika canli kalirken, nemli yiizeylerde ise 6 saat canli

kalabilir (Weber ve ark. 2010).

Bakteri 25°C ile 45°C arasinda iireme gosterirken en uygun iireme sicakligi 30-
37°C’dir. Kanli agardaki C. difficile kolonileri 2-5 mm c¢apinda, dairesel, kenarlar
piiriizlii, diiz veya hafif konveks, opak, gri-beyazims1 ve mat veya parlak koloniler
seklinde gozlenir. Hemin ve vitamin K1 ilave edilmis Brucella kanli agarda 18 saat
inkiibasyon sonrasinda uzun dalgaboylu ultraviolet 1s1k altinda solgun yesil renkte

floresan verir (Rainey ve ark. 2015).



Bakterinin baslica viriilens faktorleri olan ti¢ toksinin (toksin A, toksin B, binary
toksin) yaninda flagellar protein, yiizey proteinleri, ylizey adezini yer almaktadir ve bu

faktorler kolonizasyonu saglamaktadir (Giannasca ve Warny 2004, Jones ve ark. 2013).

Tim suslar1 8 U/ml penisilin G, 4 ug/ml ampisilin, 4 pg/ml vankomisin, <1
ug/ml rifampin, ve 2 pug/ml metronidazol antimikrobiyal etken maddelerine duyarlidir.
Klindamisin, sefalosporinler, sefamisinler, tetrasiklinler, kloramfenikol ve eritromisine

duyarliligi degiskendir (Rainey ve ark. 2015).

16S rRNA gen dizilimine gore C. difficile, Eubacterium tenue, Clostridium
irregulare, Clostridium sordellii, Clostridium ghonii, Clostridium lituseburense,
Clostridium mangenotii, ve Clostridium bifermentans bakterileri ile % 94.7-95.4
benzerlik gostermektedir. DNA G+C igerigi (mol%):28 (Rainey ve ark. 2015).

1.2.3. Toksinler

C. difficile enfeksiyonlarinin patogenezinde rol alan ve biiyiik clostridial sitotoksinler
ailesi (LCT) tiyeleri olarak kabul edilen toksin A, toksin B ile clostridial binary
toksinler arasinda kabul edilen binary toksin (CDT) olmak iizere {i¢ 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 iireten suslarin prevalansi insanlara gore hayvanlarda daha yiiksek
orandadir (Jobstl ve ark. 2010).Toksin liretmeyen suslar ise hastalik olusturmamaktadir
(Giannasca ve Warny 2004). Toksin A 2710 amino asit igermektedir ve molekiiler
agirhigr 308 kDa’dir. Toksin B 269.6 kDa agirliginda ve 2 366 amino asit icermektedir
(Jank ve Aktories 2008).

Toksin A ve toksin B’nin de aralarinda yer aldigi biiylik clostridial
sitotoksinlerin (LCT) yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri; 1) yiiksek molekiiler agirliga

sahip olmalari, 2) yapilarinda bir amino-terminal (N-terminal) enzimatik bolge, 3) bir



merkezi hidrofobik bolge ve 4) karbonhidrat tasiyan karbosi-terminal (C-terminal)
bolgelerin olmasidir. Multivalan lektin olan C-terminal bolgenin fonksiyonu, konak
hiicrelerin ylizeyindeki karbonhidrat reseptdrlerine uyumlu olmasi sebebiyle reseptore
toksinin baglanmasini saglar. Hedef hiicre igerisine toksinin girisi reseptor-aracili
endositozis yoluyla olmaktadir. Merkezi hidrofobik bolge toksinin endositik vezikiilden
GTPaz substratini etkileyecegi bolgeye dogru yer degistirmesinde gorevli oldugu
diistiniilmektedir (Giannasca ve Warny 2004).

C. difficile tarafindan sentezlenen toksin A ve toksin B hastaligin prevalansi ve
patojenitesi i¢in en onemli viriilens faktorleridir (Belyi ve Aktories 2010). Toksin A ve
toksin B’nin konak hiicrelerinde Rho GTPaz’larin glukolizasyonu ile epitel doku
kaybina neden olarak diyare ve kolitis meydana getirir (Belyi ve Aktories 2010, Jones
ve ark. 2013). Toksinler intestinal epitel hiicrelerin aktin hiicre iskeleti yapisini
bozmaktadir (Dawson ve ark. 2009). Toksin A, temel olarak sivi kaybina neden oldugu
icin enterotoksin olarak kabul edilir ancak diisiik oranda sitotoksik etki gosterir. Toksin
B, enterotoksik aktiviteye sahip degildir ve toksin A ya nazaran daha giiglii sitotoksik
etki gosterir (Rainey ve ark. 2015, Giannasca ve Warny 2004). Toksin B’nin bir
pikogramdan daha az miktarina maruz kalindiginda dahi hiicreler yuvarlak sekil alir,

destek catilar1 bozulur ve hiicre 6liimii goriiliir (Rainey ve ark. 2015).

C. difficile genomunda 19.6 kb’lik patojen lokusu (PaLoc) boélgesi icerisinde
toksin A ve toksin B sentezinden sorumlu 5 farkli gen bolgesi mevcuttur (Belyi ve
Aktories 2010, Carman ve ark. 2011, Dawson ve ark. 2009). PalLoc bdlgesindeki
degisimler toksin iiretiminin temelini olusturmaktadir (Belyi ve Aktories 2010). C.
difficile suslarinda PaLoc bolgesi ayni olmayabilir ve bu nedenle toksin A iiretemeyen
toksin B iiretelebilen veya toksin A {iretebilen toksin B iiretemeyen suslar
olabilmektedir (Dawson ve ark. 2009). PaLoc iizerindeki gen bdolgeleri; toksin A’nin
tiretiminden sorumlu gen bolgesi tcdA, toksin B kodlayan bolge tcdB, her iki toksinin
sentezi lizerine negatif regiilator gorevi goren bolge tcdC, pozitif regiilator bolge tcdR,
tcdE ise holin-like protein sentezinde gorevlidir. Hiperviriilent suslarda negatif regiilator
olan tcdC gen bolgesinde silinmeler olmaktadir (Belyi ve Aktories 2010).

Toksin A ve toksin B arasinda % 63 oraninda amino asit dizilimi benzerligi

bulunurken, her iki toksin arasinda antijenik benzerlik ¢ok diisiiktiir. Baz1 ¢aligmalar



sonucunda, hastalardaki antikor titreleri ile antikorlarin toksin nétralize edebilme
kabiliyeti arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir. Ayrica hastalarin yas1 ile birlikte
antikor konsantrasyonu artmasina ragmen serum toksin ndtralizasyon seviyesi azaldigi

tespit edilmistir (Wilcox ve Minton 2001).

Hastaligin dogal hayvan modeli hamsterlardir. Fare, hamster gibi deney
hayvanlarinda yapilan arastirmalarda, toksin A ve toksin B’nin saf bir sekilde oral
olarak verilmesi sonrasinda klinik semptomlarin tamami deneysel olarak meydana gelir
(Giannasca ve Warny 2004). Sadece toksin A, hamsterlara oral olarak verildiginde letal
etki gosterir ancak toksin B letal etki gostermez (Rainey ve ark. 2015, Giannasca ve
Warny 2004). Toksinlerin her ikisi birlikte intraperitoneal uygulandiginda letal etki
gosterirler (Rainey ve ark. 2015). Her iki toksin birlikte verildiginde sinerjik etki
gostermektedir. Intragastrik yol ile verildiklerinde toksin A ilk olarak epitel biitiinliigii
bozarak daha giiclii sitotoksin olan toksin B’nin hiicre igerisine girisine kolaylik saglar.
Epitel bariyerin bozulmasi sonrasinda toksin B hiicrelerin toksikasyonuna ve 6liimiine
yol acar. Tek doz klindamisin uygulanmasi sonrasinda toksijenik C. difficile’nin
intragastrik olarak verilmesinin ardindan diyare, letarji belirtileri sonrasindaki 2-3 giin

icerisinde 6liim goriiliir (Giannasca ve Warny 2004).

Baz1 C. difficile suslari, binary toksin (CDT, cytolethal distending toxin) olarak
adlandirilan ve kromozomal genler tarafindan kodlanan figiincii bir toksin daha
tiretmektedir (Mullany ve Roberts 2010, Swick ve ark. 2016). Binary toksin tiretebilen
toksin A ve toksin B lretemeyen suslarin da enfeksiyon olusturabilecegi
belirtilmektedir (Rupnik ve ark. 2003, Eckert ve ark. 2015). Binary toksin C. difficile
suslarinin % 17 — 23’1 tarafindan sentezlenmektedir (Eckert ve ark. 2015). Toksin A ve
toksin B iiretebilen suslarin % 36’s1 binary toksin de iiretmektedir. Buna ek olarak,
toksin A ve B iiretemeyen suslarin % 2’si binary toksin de iiretmektedir ancak bu
etkenlerin asemptomatik bireylerden elde edilmis olmasi nedeniyle bu toksinin
enfeksiyondaki roliiniin ¢ok diisiik oldugu belirtilmektedir (Mullany ve Roberts 2010).
Binary toksin, aktin hiicre iskeletinin depolimerizasyonunu, adezyonu ve bakterinin
kolonizasyonunu saglamaktadir (Jones ve ark. 2013, Davies ve ark. 2016). Binary
toksinin hedef hiicreye lipoliz-uyarimli bir membran reseptorii araciligi ile girdigi

belirlenmistir (Jones ve ark. 2013).



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 iiyeleridir. Clostridial binary toksinler
aktin degistiren ADP-ribosyltransferaz’dir (Rupnik ve ark. 2003). Binary toksin
polipeptid yapidaki katalitik komponent CDTa (47.9 kDa) ve baglayict komponent
CDTb (98.8 kDa) olmak iizere iki komponentten olusmaktadir (Rupnik ve ark. 2003,
Carman ve ark. 2011, Davies ve ark. 2016).

Binary toksin iiretiminden sorumlu gen bolgesi CDT lokus veya CdtLoc olarak
tanmimlanmaktadir. CdtLoc cdtA, cdtB ve cdtR genlerini igeren 6.2 kb lik gen bolgesidir
(Carman ve ark. 2011). Binary toksin tiretimi cdtR bolgesi tarafindan regiile edilirken,
cdtB gen bolgesi baglanma komponentini, cdtA gen bolgesi enzimatik komponenti
kodlamaktadir (Rupnik ve ark. 2005, Dawson ve ark. 2009). CdtR, cdtA ve cdtB
genlerini igeren izolatlar binary toksin iiretebilmektedir ve CDT" olarak belirtilirler
(Carman ve ark. 2011). Binary toksin iiretemeyen C. difficile izolatlarinda CdtLoc gen
bolgesi 68 baz ¢ifti uzunlugundadir (Dawson ve ark. 2009). C. difficile suslarinin toksin
tiretimine gore 5 smifa ayrilir ve A+B+CDT+ (llla, IV, V, VI, VII, IX, X1V, XV, XXII,
XXM, XXV, XXV, XXVIII), A+B+CDT- (0, I, I, XII, XII, XIX, XX, XXI, XXVI,
XXV, XXIX), B+A-CDT+ (X, V-like, XVI, XVII, XXX, XXXI), B+A-CDT- (VIII),
CDT+A-B- (Xla, XIb) olarak toksin tiplendirmesi tespit edilmistir (Rupnik ve ark.
2003, Warren ve Guerrant 2011).

1.2.4. Epidemiyoloji

Clostridium difficile enfeksiyonu insanlarda nazokomiyal bir enfeksiyondur ve
antibiyotik-iligkili diyare vakalarinin % 20°lik kismini olusturmaktadir (Carman ve ark.
2011, Simango ve Mwakurudza 2008). Etken koyun, domuz, tavuk, kegi, sigir gibi
birgok hayvandan izole edilmistir (Simango ve Mwakurudza 2008). Hayvanlardan ve
insanlardan izole edilen etkenler benzer suslardir (Awbersek ve ark. 2009). Insanlardaki

enfeksiyonlarin 6nemli kaynagi c¢iftlik hayvanlardir ve bu hayvanlar hastalik



rezervuarlar1 olarak kabul edilmektedir (Skraban ve ark. 2013, Simango ve
Mwakurudza 2008, Awbersek ve ark. 2009).

Son 20 yil igerisinde bir¢ok iilkede C. difficile nin insidensi artma egilimi
gostermistir. Hastaligin siddetinde de artis oldugu 2003 yilinda Kanada’da yasanan
salgin raporunda ilk olarak bildirilmistir. Yapilan aragtirma sonucunda hastalik
nedeniyle yaklagik 2 000 kisinin hayatin1 kaybettigi belirtilmektedir (Clements ve ark.
2010). Ulkelerdeki vakalarin incelemelerinde en diisiik diizeyde goriilen iilkeler her 10
000 hastada pozitif vakasi hi¢ olmayan Tiirkiye ve Liiksenburg olarak bildirilmektedir
(Bauer ve ark. 2011). Hastaligin ¢ocuklardaki vakalarinin yetiskin vakalarinin yaninda
artmakta ve 5 giinliik bebeklerden 17 yaslarina kadar degisen yas araligi gosterdigi
bildirilmektedir (Pituch 2009).

Saglikli yetiskinlerin yaklasik % 1-3’ti asemptomatik C. difficile tasiyicilaridir
(Giannasca ve Warny 2004). Ayakta tedavi edilen yetiskinlerin % 3’iinde tedavi sonrasi
intestinal sistemlerine C. difficile kolonize olmaktadir (Gardiner ve ark. 2009). Saglikli
bebeklerin % 60’inda klinik semptom olmaksizin etken tespit edilmistir. Hastaligin
gelismesindeki en 6nemli risk faktorii antibiyotik tedavisidir. Antibiyotik kullananlarin
yaklagik % 20’sinde etken kolonize olmaktadir. Hastalik i¢in 6zellikle 65 yas tizeri olan
insanlar, yatalak hastalar, kazanilmig bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS) hastalari
veya kemoterapi tedavisi gorenler gibi kisiler risk grubunda yer almaktadir (Giannasca
ve Warny 2004).

Clostridium difficile, deniz tortulari, toprak, su, kum, hastane ortami, deve, at,
esek, kopek, kedi ve kanatli gibi birgok hayvanin intestinal sistemi ve gaitasinda
bulunabilmektedir. Bunlarin yani sira, insan gaitasi, kirmizi ve beyaz et ve et
tirinlerinde, sebzelerde, nadiren kan, insan ve hayvanlarin piyojen enfeksiyon ornekleri
gibi farkli ortamlardan da tespit edilmektedir (Rainey ve ark. 2015, Hopman ve ark.
2011, Skraban ve ark. 2013, Metcalf ve ark. 2011). Bakteri sporlarinin ¢evre ortam
yiizeylerinde, hastane personel kiyafetleri ve ekipmanlarinda bulunmasi nedeniyle
miicadelesi zordur (Giannasca ve Warny 2004). Clostridium difficile deniz gidalar1 ve
baliklardan % 4.8, toprak orneklerinde % 22, kiyma orneklerinde % 3 oraninda tespit
edilmistir (Jobstl ve ark. 2010, Metcalf ve ark. 2011).



Clostridium difficile’nin saglik tesisleri yiizeylerindeki aragtirmada temizlik
oncesinde enfekte hasta odalarinin % 83’iinde, enfekte olmayan hasta odalarinin %
33’linde etken izole edilmistir. Odalar temizlendikten sonra ise enfekte hastalarin
odalarinin % 67’sinden C. difficile tespit edilmistir (Dubberke ve ark. 2007).
Clostridium difficile enfekte hastalarin tedavi gordiikleri odalarda yapilan incelemelerde
ise bakteri sporlarinin en yogun oldugu yiizey % 45 oraniyla taban yiizeyidir, daha
sonra sirasiyla % 35 oraninda aydinlatma pirizlerinde, % 9 oraninda yatakta, % 8

oraninda masada, % 3 oraninda pencerede tespit edilmistir (Verity ve ark. 2001).

Genellikle domuz, buzagi ve bu hayvanlarin yasam alanlarinda tespit edilen
Clostridium difficile 078 ribotipine bagli vakalarin arttig1 belirtilmektedir (Goorhuis ve
ark. 2008, Jones ve ark. 2013). Hollanda’da 2005 - 2008 yillar1 arasinda 078 ribotipinin
insidensinin % 3’ten % 13’e yiikseldigi belirtilmektedir (Goorhuis ve ark. 2008). C.
difficile 027, 012, 017, 019, 036, 078 ve 153 PCR ribotiplerinin insanlarda, ¢iftlik
hayvanlarinda ve pet hayvanlarinda ortak oldugu bildirilmektedir (Jones ve ark. 2013).

Ekonomik analizlere gore hastaligin ekonomik kaybi olgu basina Amerika’da
5042 -7 179 $, Irlanda’da 4 577 £, Almanya’da 8 843 £, ingiltere’de 5 000 - 15 000 €
olarak hesaplanmistir (Wiegand ve ark. 2012, Jones ve ark. 2013, Dubberke ve ark.
2008). Amerika’nin hastaliga bagli 897 milyon ile 1.3 milyar $, Avrupa Birligi’nin ise
yillik 3 milyar € ekonomik kaybmm oldugu bildirilmektedir (Jones ve ark. 2013,
Dubberke ve ark. 2008). Enfeksiyonun 2008 yilindaki A.B.D.’deki ekonomik kayb1 4.8
milyar dolar olarak bildirilmektedir (Dubberke ve Olsen 2012). Amerika’da 1997-2007
yillar1 arasinda Clostridium difficile nedeniyle hayatin1 kaybeden insan sayis1 43 513
insandir (Hall ve ark. 2012). Insanlardaki bu hastaligin raporlar1 giin gegtikce
artmaktadir, 1997 yilindaki raporlar ile 2007 yilindaki raporlar karsilastirildiginda 20 yil
icerisinde hastalifin insanlardaki mortalitesinde 5 kat artis oldugu belirtilmektedir

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

Hastaligin gelisimi ve siirecini kolaylastiran bir risk faktorii antibiyotik kullanimidir ve
antibiyotik nedeniyle bagirsak florasi zarar goriirken toksin iireten C. difficile kolonize
olur (Wilcox 2003, Clements ve ark. 2010). Insanlarda enfeksiyon olgular: tipik olarak
antibiyotik tedavisi baslangicindaki birka¢ giin igerisinde gelisir (Wilcox 2003).
Hastaligin gelisiminde Yyiiksek riskli antibiyotikler; sefotaksim, seftazidim, co-
amoksiklav, sefalosporinler, klindamisindir, orta riskli antibiyotikler;
ampisilin/amoksisilin, ko-trimaksazol, makrolidler, tetrasiklinlerdir, penisilinler, diisiik
riskli antibiyotikler; aminoglikozidler, metronidazol, florokinolonlar, rifampisin,
vankomisindir (Wilcox 2003, Bignardi 1998).

Hastaligin diger risk faktorleri uzun siire hastane tedavisi, 65 yas tizeri olmak,
neoplastik hastaliklar, gastrointestinal operasyonlar, lilser tedavileri, nazogastrik tiip ile
beslenme ve gastrointestinal hastaliklardir (Wilcox 2003, Pituch 2009, Bignardi 1998).
Yasl insanlarin bagirsak florasi C. difficile enfeksiyonunun gelisimine karsi daha diisiik
inhibitdr etkiye sahiptir ve bildirilen enfeksiyon vakalarin % 80’inden fazlas1 65 yas

tizerindeki hastanede tedavi edilmis kisilerden olusmaktadir (Wilcox 2003).

Cocuklardaki risk faktorleri: bagirsak florasinin bozulmasi, immun yanit
yetersizligi, yetersiz beslenme, uygun olmayan kosullar, enfeksiyonlar ve kanserdir
(Pituch 2009). Insanlarda enfeksiyon riski yiiksek yas olarak belirtilirken hayvanlarda
goriilen formlar ise genellikle geng yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Zidaric ve ark. 2008).

1.2.6. Patogenez

Mikroorganizma sporlar1 fekal-oral yol ile mide asidi bariyerini asarak kolona ulasir
(Swick ve ark 2016, Giannasca ve Warny 2004). Herhangi bir enfeksiyon i¢in tercih

edilen antimikrobiyal tedavi sonucunda bagirsak florasinin kaybi1 meydana gelirken C.
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difficile sporlar1 kolonda germine olur (Swick ve ark 2016, Giannasca ve Warny 2004,
Genth ve ark. 2008).

Vejetatif forma doniisen bakterinin  epitelyal hiicrelere adezyonu ve
kolonizasyonunda belirli faktorler mevcuttur (Pechine ve Collignon 2016). Bu
faktorlerden ikisi bakteri ylizey katman proteinleri (SLP) olan adezin Cwp66 ile sitein
proteaz Cwp84’tiir (Genth ve ark. 2008, Pechine ve Collignon 2016). Diger bir
kolonizasyon faktorii fibronektin baglayan proteindir (Pechine ve Collignon 2016).
Bakteri kolon epitel katmaninda kolonize olduktan sonra iki biiyiikk ekzotoksin olan
toksin A ve toksin B’yi iiretir (Giannasca ve Warny 2004).

Kolonizasyon sonrasinda primer viriilens faktorleri olan toksin A ve toksin B
sentezlenir (Swick ve ark 2016, Genth ve ark. 2008). Toksin A ve/veya toksin B’nin
sentezlenebilir olmasi viriilens igin O6nemlidir, toksijenik suslar siddetli hastalik
olusturabilme yetenegine sahip iken, toksijenik olmayan suslar ise hastaliga neden
olmaz (Swick ve ark 2016). Her iki toksin de vejetatif C. difficile tarafindan sentezlenir.
Toksin sentezi uygun ortam sartlarinda olmaktadir ve ortam sicakligi, glukoz, belirli
amino asit, biitlirik asit veya antibiyotikler gibi c¢esitli ortam uyaricilar1 tarafindan
diizenlenir (Genth ve ark. 2008). Bakteri tarafindan sentezlenen toksinler enterik sinir
sistemini uyarir ve yogun noétrofil infiltrasyonuna, mast hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan ¢esitli tiimor nekrozis faktor ve proinflamatuvar interlokinlerin salinimini
uyarmaktadir (Genth ve ark. 2008, Keessen ve ark. 2011). Etkenin toksin {iretebilmesi
icin PaLoc bolgesi igerisinde yer alan ve negatif regiilatér olan tcdC gen bolgesindeki

silinme olmas1 gerektigi belirtilmektedir (Mullany ve Roberts 2010).

Toksin A ve toksin B konak hiicresinin ¢esitli membran reseptorlerine
baglanmaktadir. Toksinin konak epitel hiicresine baglanmasi reseptor-temelli endositoz
ile gergeklesir (Genth ve ark. 2008). Her iki toksin de glukoziltransferaz toksin olarak
siniflandirilir ve yapisinda N-ucunda glukoziltransferaz kismi, kiigiik hidrofobik bir
kisim ile karakterize translokasyon boliimii ve C-ucunda reseptore baglanma kismi yer
almaktadir. Toksinin C-terminal baglanma kismi, heniiz belirlenememis olan konak
hiicre reseptoriine baglanir. Baglanma sonrasinda endositozis gergeklesir ve toksin
endozom ile hiicre igerisine girer. Endozom igerisindeki toksin endozomal membrandan

sitozole dogru hareket eder ve glukoziltransferaz kismi1 endozom disarisinda kalir. Bu
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asama vezikiiler H"ATPaz tarafindan endozomlarin asitliginin artmastyla meydana gelir
ve membran iizerinde por ousumunu saglar (Genth ve ark. 2008, Jank ve Aktories
2008). Bafilomisin, H'ATPaz bloke ederck toksinin sitozole girisini ve hiicrenin
intoksikasyonunu inhibe eder (Jank ve Aktories 2008). Glukoziltransferaz kisim pordan
gecerek sitozole ulasir (Genth ve ark. 2008). Konak hiicresi igerisinde bulunan inositol
hekzakisfosfat (InsP6) sitozole gegcmis glukozilasyon kisminin toksinin diger
kisimlarindan ayrilmasini ve sitoplazmada serbest kalmasini saglar (Jank ve Aktories
2008).

Hiicrelerde bulunan Rho proteinleri hiicre iskeletinin aktin polimerizasyonunda
gorev alan proteinler GTPaz’larin  kiiciik molekiiler kitleleridir. ~Clostridial
glukozilasyon toksinleri (toksin A ve toksin B) Rho proteinlerinin yapisini
degistirmektedir. Rho GTPaz’lar GDP-bagli formda inaktif haldedir. Guanin niikleotid
cevirme faktorlii (GEF), Rho GTPazlan aktive eder. GEF aracilig1 ile GDP, GTP ye
doniistir. Ayrica GAP araciligi ile hidroliz gergeklestirilir. Toksinin glukozilasyon kismi
Rho GTPazin yapisinda degisimine neden olarak aktive olmasini engeller. Rho
proteinleri hiicre igerisinde epitel hiicrelerinin bariyer fonksiyonlarinda, immun hiicre
goclinde, adezyonda, fagositozda, siiperoksit iiretiminde, sitokin salinimi ve immun
hiicre sinyallerinde goérev alir. Toksin Rho proteininin treonin 35 veya 37 siralarinda
degisime neden olur (Jank ve Aktories 2008). Toksikasyon sonucunda konak hiicre
proteinlerinin Rho ailesi iiyelerinin glikozilasyonu ile konak hiicre iskeletinin bozulmasi
sonucu epitel hiicrelerinin 6liimiine (apoptozis) ve giiglii bir yangi meydana gelir (Swick
ve ark. 2016, Jones ve ark. 2013). Bu durumlarin sonucunda klinik semptomlari
sekillendiren bagirsak doku hasarlanir ve akut yangi gelisir (Swick ve ark. 2016).
Enfeksiyon mukoza bariyer fonksiyonunun kaybi ve kolon yangisi ile karakterizedir

(Genth ve ark. 2008).
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1.2.7. Semptomlar

C. difficile sporlar1 kolona ulasmasi sonrasinda ya asemptomatik kolonizasyon gozlenir
ya da hastalik geliserek diyare, kolitis, toksik megakolon, pseudomembranéz kolitis ve
oliim gozlenebilir (Gardiner ve ark. 2009, Wilcox 2003, Clements ve ark. 2010). Etken
normal yetiskin insanlarin bagirsak floralarinin mikroorganizmalarinin % 2’sini
olustururken bu oran yas ile birlikte artmaktadir ki yasl insanlarda % 10-20 oraninda
bir kism1 kapsamaktadir. Flora igerisindeki oranin yasla degisiminin nedenleri ise
antibiyotik alimi1 ve zamanla C. difficile’ye maruz kalma oranidir (Wilcox 2003).
Insanlarda hastaligin gelisiminde ii¢ temel basamak vardir; 1) normal kolon florasinin
bozulmasi, 2) toksijenik C. difficile’nin kolonda kolonizasyonu ve 3) C. difficile’nin
kolonda cogalmasi ve toksin iiretmesidir (Keessen ve ark. 2011). Insanlarda
enfeksiyonun komplikasyonlari, hipotansiyon, sok, sepsis, ileus, megakolon,
perforasyon ve olimdiir (Usacheva ve ark. 2016). Klinik belirtilerin temel kaynagi
toksinler olmasina ragmen gaita icerisindeki toksin miktar1 ile hastaligin siddeti

arasinda bir baglant1 yoktur (Kuijper ve ark. 2006).

Toksin A ve toksin B iretemeyen C. difficile suslart hastalik
olusturamamaktadir. Hastalik toksin A iiretemeyen toksin B iireten suslar tarafindan da
meydana gelebilmektedir (Planche ve Arnold 2009). Insanlarda dort farkl: klinik form
gorilir. Asemptomatik form, yetiskinlerin yaklasik % 3-5’i ve yeni doganlarin yaklagik
% 50’si C. difficile’nin asemptomatik tasiyicilaridir. Orta siddette enfeksiyon, orta
siddette sulu kansiz ishaldir ve abdominal kramp gozlenir. Clostridium difficile
pseudomembransiz kolitis formu, ates, malazi, yiiksek voliimli ve kanli ishal ve
abdominal agr1 mevcuttur. Dordiinci form ise pseudomembrandz kolitis formu,
sistemik bir formdur (Mcfee ve Abdelsayed 2009). Hastalarda abdominal agri ve
hassasiyet, kusma, anoreksiya, letarji, ates ve kanli olabilen siddetli ishal gozlenir
(Mcfee ve Abdelsayed 2009, Hammitt ve ark. 2008, Keessen ve ark. 2011).

Enfeksiyonun tekrar etmesi durumu gozlenebilen bir durumdur ve tekrar enfekte
olma riski % 45 — 61 arasindadir (Johnson 2009a). lyilestikten sonraki birkac giin ile
birka¢ hafta sonra reenfeksiyonlar meydana gelebilmektedir (Johnson 2009b). Bu
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durum ya ayn1 sus ya da farkli bir sus ile enfeksiyon sonucu meydana gelir. Yeni bir sus
tarafindan enfeksiyon vakalari % 33 — 75 oranlarinda goriilmektedir. Tekrarlayan
Clostridium difficile enfeksiyonlarinin risk faktorleri, yetersiz antikor yaniti, kolon
florasinin bozulmasinin kalic1 hale gelmesi, ileri yas, uzun siireli hastanede kalis ve

antasit ilaglarin kullanilmasiyladir (Johnson 2009a).

Clostridium difficile domuz, buzagi, kopek, at, devekusu, fil, ugamayan kuslar,
kedi, fare, deney hayvanlari gibi bir¢ok hayvan tiiriinde bulunmaktadir (Hammitt ve ark.
2008, Hopman ve ark. 2011, Keessen ve ark. 2011). Insanlarda oldugu kadar
hayvanlardan da izole edilen bakterilerin antimikrobiyal diren¢ gelisimi ydniinden
incelenmesi antibiyotik tedavi protokollerine katki saylayacaktir (Thitaram ve ark.
2016).

C. difficile domuzlarda neonatal enteritis iliskilidir (Hopman ve ark. 2011).
Domuzlarda C. difficile enfeksiyonu ilk olarak 20 yili agkin siire 6ncesinde gnotobiyotik
domuzlara kazara bulasma vakasi ile bildirilmistir. Yaklasik 15 yil sonrasinda ise 5
giinlik domuz yavrularinda C. difficile ve toksinlerinin neden oldugu dispne, hafif
siskin abdomen, skrotal 6dem, ishal, asites, mezokolonda 6dem ve hidrotoraks Klinik
belirtilerle seyreden bir salgin meydana geldi. Bu vakada mortalite oran1 % 16 olarak
tespit edilmistir. Enfeksiyon, 2000 yilindan itibaren neonatal domuzlarda en temel

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

Hastalikta, 1-7 giinliik domuzlar etkilenir ve ishal gézlenebilir (Hopman ve ark.
2011, Songer 2010, Songer ve Anderson 2006, Keessen ve ark. 2011). Domuzlarda
bulunan suslar genellikle 078 ribotipleri olmaktadir (Hopman ve ark. 2011). Siddetli
mezokolonik 6dem, kolonda ser6z 6dem, nadiren pseudomembran olusumu ve macun
veya sulu kivamda sarims1 kolon pargalar ile karisik bir ishal tablosu halinde gdzlenir
(Songer 2010, Songer ve Anderson 2006). Enfeksiyonun domuz yavrularinda morbidite
oran1 % 97-100, mortalite oran1 % 16’dir (Keessen ve ark. 2011). Barinaklarin 2/3’si,
domuz yavrularinin 1/3’i enfekte olmaktadir ve siitten kesim déneminde domuzlarin
normalden % 10 daha az kondisyona sahip olurlar (Songer 2010, Songer ve Anderson
2006, Keessen ve ark. 2011). Mikroskobik bakida mukozada erozyon, mezokolona

notrofil 16kosit infiltrasyonu yaygindir. Notrofil eksudasyonu ve liimen igerisine fibrinin
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meydana getirdigi goriintii “volkan lezyonu” olarak isimlendirilmistir (Songer ve

Anderson 2006).

Domuz yavrularindaki Klinik belirtiler vejetatif bakterilerin veya bakteri
sporlarmin oral yol ile verilmesi sonucunda da deneysel olarak gozlenmistir. Ayrica,
ishali olmayan domuzlarda da C. difficile ve toksinleri tespit edilebilmektedir. Normal
diskilayan veya konstipasyonu olan domuzlarin % 74’iinde toksin A ve toksin B tespit

edilmistir (Songer ve Anderson 2006).

C. difficile buzagilar i¢in de oldukc¢a 6nemlidir (Songer 2010). Buzagilarda
enfeksiyon ince bagirsaklarda ve kalin bagirsaklarda enterokolitis seklinde goriiliir.
Deneysel olarak operasyon ile bagirsaklarina C. difficile toksinleri inokule edilmis
buzagilarda doku hasar1 ve noétrofil infiltrasyonuna neden oldugu ortaya konulmustur
(Keessen ve ark. 2011). Kanada’da buzagilar {izerine yapilan bir vaka-kontrol
epidemiyoloji ¢alismasinda ishalli buzagilarin gaitalarinda saglikli  buzagilarin
gaitalarma gore daha fazla toksin varligi tespit edilmistir. Insanlardan izole edilen
ribotipler ile buzagilardan izole edilen ribotipler (017, 027 ve 078 ribotipleri) aynidir ve
domuz ve buzagilardan izole edilen suslarin % 80’den fazlasi insanlarda Oliim ile

sonuclanmis vakalarin suslari ile ayni1 veya benzerdir (Songer 2010).

Atlarda C. difficile enfeksiyonunda ¢esitli klinik belirtiler ve degisken siddette
seyretmektedir. Genellikle C. difficile’nin metronidazol direngli suslar atlar i¢in daha
virulenttir (Diab ve ark. 2013). Atlar veya taylar C. difficile enfeksiyonuna kars1 esit
oranda duyarlidirlar (Diab ve ark. 2013, Uzal ve ark. 2012). Hastalik sporadik olarak da
ya da aniden salgin olarak da ortaya ¢ikabilir (Diab ve ark. 2013). Taylarda genel olarak
lezyonlar ince bagirsaklarda goriiliirken, atlarda lezyonlar sekum ve kolonda
gozlenmektedir (Uzal ve ark. 2012). Tay ve atlarda temel klinik belirti ishaldir, bunun
yaninda mukdz membranlarda hiperemi, yiiksek ates, tasikardi, tasipne, dehidrasyon,
abdominal sigkinlik ve kolik vardir. Taylarda dogumu takiben hastalik gelisebilir ve
depresyon, sulu veya kanli ishal, dehidrasyon ve/veya toksemi takibinde siklikla 6lim

meydana gelir (Diab ve ark. 2013).
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Cooper ve ark. (2013) C. difficile’nin tavuklarin enterik hastaliklarinin
etiyolojisinde yer alan ve nekrotize enteritisle karakterize % 90’1n tizerinde mortalite ile

seyreden bir enfeksiyona sebep oldugu bildirilmektedir.

1.2.8. Laboratuvar Teshisi

Hastaligin laboratuvar teshisi gaita Orneginden ya toksin flreten C. difficile’nin
izolasyonu ya da oOrnekte toksinin teshisi tlizerine temel almaktadir. Teshis igin
gonderilen gaitalarin taze olmasi ve inhibitor madde icermemesi gerekmektedir

(Rodriguez ve ark. 2016).

1.2.8.1.Kiiltiir

Klinik 6rneklerden C. difficile’in bakteriyolojik kiiltiirde izolasyonu en duyarli teshis
metotlarindan  biridir ve hastalifin antibiyotik direng profillerinin takibi ve
epidemiyolojik arastirmalarin temelini olusturur (Rodriguez ve ark. 2016). Bakterinin
teshisinde anaerobik kiiltliriin sensivitesi yiiksek olmasia ragmen tek basina yeterli
olmamaktadir (Napolitano ve Edmiston 2017). Inkiibasyon siiresinin 2 giine kadar
uzuyor olmasi ve izolasyon ile identifikasyon sonrasinda toksijenik sus olup olmadig:
konusunda test yapma ihtiyaci bu metodun dezavantaji olarak kabul edilmektedir.
Bakteri izolasyonunda George ve ark. (1979) tarafindan ortaya konulan cycloserine-
cefoxitin fuctose agar (CCF) halen giiniimiizde yaygin olarak kullaniimaktadir
(Rodriguez ve ark. 2016).

Gelen orneklerden bakteri izolasyonu dncesinde spesifiteyi arttirma amaciyla ya

80°C’de tutulmasi ya da “ethanol soku” adi verilen ve 6rnek ile ayni miktarda saf etil
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alkol ile karistirilarak oda sicakliginda inkiibasyon 6n islemlerin uygulanmasi tavsiye

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

On islem sonrasinda ayirt edici ve 6zel besi yeri olan cycloserine-cefoxitin-
fructose (CCF) agara ekim yapilir ve anacrobik ortamda inkiibe edilir. Besiyeri
igerisindeki cycloserine ve cefoxitin C. difficile’yi etkilemeksizin diger Gram pozitif
bakterileri ve Gram negatif bakterileri inhibe etmektedir. Etken izolasyonunda ticari
kromojenik agarlar da kullanilabilmektedir (Martinez-Melendez ve ark. 2017).

1.2.8.2.Seroloji

Gaita orneklerinde toksin A ve toksin B’nin teshisinde enzim immunoassay (EIA) kolay
kullanim1 ve 2-6 saat icerisinde sonug¢ vermesi sebebiyle yaygin olarak tercih
edilmektedir. EIA teshis Kkitlerinin sensivitelerinin % 63 - 99 arasinda oldugu
bildirilmektedir (Napolitano ve Edmiston 2017). Metot hiicre kiiltiiriine goére daha hizli
ancak daha diisiik sensiviteye sahip bir metotdur ve uygulanabilmesi i¢in 6zel bir

ekipmana gerek duyulmaz (Rodriguez ve ark. 2016).

Test metodu tedavi indikatorii olarak kullanilmamalidir ¢ilinkii basarili bir
sekilde tedavi edilmis insanlarin % 25’inde EIA toksin testleri uzun siire pozitif
sonuglar vermektedir. Baska bir EIA metodunda ise hedef antijen C. difficile’ye ait
glutamat dehidrogenaz (GDH)’dir (Napolitano ve Edmiston 2017). Bakteri tarafindan
sentezlenen ve gaita igerisine saliman GDH toksijenik suslara spesifik bir enzim
degildir. Bu nedenle bu enzime yonelik pozitif sonuclar sonrasinda toksin teshisi

yapilmaktadir (Rodriguez ve ark. 2016, Napolitano ve Edmiston 2017).
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1.2.8.3.Hiicre Kiiltiira

Toksin teshisi i¢in kullanilan en iyi ve giivenilir metot hiicre kiiltiiriidiir. Hiicre
kiiltiirtinde kullanilan hiicre hatlari; Vero, Hep2, fibroblast, HeLa hiicre hatlaridir. Gaita
icerisinde toksin var ise 24 - 48 saat icerisinde hiicreler iizerine sitopatik etki gozlenir.
Toksin B’nin sitopatik etkisinin toksin A’ya gore daha fazla olmasi nedeniyle daha ¢ok

bu yontem toksin B’nin varligini ortaya koyabilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016).

1.2.8.4.Molekiiler Teshis

Molekiiler temelli metotlardan PCR metotlar1 insanlarda, hayvanlarda ve c¢evre
orneklerinde bakterinin teshisi igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark.
2016, Napolitano ve Edmiston 2017). Bu metotlarla 2 saat igerisinde pozitif veya
negatif sonug verilebilmektedir. Bu metotlarin sensiviteleri % 84 - 96, spesifiteleri % 94
- 99 arasindadir (Napolitano ve Edmiston 2017). Real time PCR ile de bakterinin ve
toksinlerinin teshisi saglanabilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016). Molekiiler teshis
yontemlerinde canli hiicre olmasina ihtiya¢ duyulmamasi sebebiyle numune génderim

kosullar1 zor degildir (Martinez-Melendez ve ark. 2017).

Teshisi yapilan suslarin karsilastirilabilmesi igin gelistirilen farkli molekiiler
tiplendirme metotlart mevcuttur. Pulsed-field gel elektroforez (PFGE) ve restriction
endoniikleaz analizi (REA) bakterinin genotiplendirilmesinde Amerika ve Kanada’da
yaygin olarak kullanilmaktadir. PFGE analizinde genellikle restriksiyon enzimi olarak
Smal ve Sacll enzimleri kullanilmaktadir. Bu enzimler ile bakteri genomunda farkl
bolgeler kesilerek kendine 6zgii bir band profili ortaya cikarir. PFGE analizi ile
adlandirilan suslar NAP (North America Pulsotype) sonrasinda numara yazilarak
adlandirilmaktadir. REA metodu tam hiicre DNA’sinda uygulanmaktadir. Analizde

restriksiyon enzimi olarak HindIII kullanilir. Sonucu klasik jel elektroforez sonucundaki
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band profiline gore degerlendirilir. Avrupa’da bakterinin tiplendirilmesinde yaygin
olarak PCR ribotiplendirme uygulanmaktadir. Bu metot 16-23S rDNA integenic spacer
bolgelerinin boyut farkliliklar1 lizerine temel alan bir metotdur. Sonuglar1 klasik jel
elektroforezdeki band profiline gore yapilmaktadir band profillerinde bir band farklilig
yeni ribotip olacaktir. Ribotiplendirme sonrast her bir ribotip sirasina gore ii¢ rakaml

olacak sekilde adlandirilir Ornegin, PCR ribotip 001 (Rodriguez ve ark. 2016).

1.2.9. Tedavi ve Koruma

Esasinda  gastrointestinal sistemde bulunan mikrobiyomun varligi patojen
mikroorganizmalarin  kolonizasyonunu Onlemektedir. Bu nedenle mikrobiyom
kolonizasyon direnci olarak kabul edilmektedir. Bunda en 6nemli mekanizmalardan biri

temel besinler i¢in yarismadir (Usacheva ve ark. 2016).

Insanlarda C. difficile’e baglh vakalarmn tedavisinde eger miimkiinse antibiyotik
kullanilmamalidir. Siddetli vakalarda ise etkene karsi direkt metronidazol veya
vankomisin etken maddeleri ile tedavi uygulanmalidir (Keessen ve ark. 2011,
Napolitano ve Edmiston 2017). Hastaligin tedavisinde metronidazol ve vankomisin
kullanilmaktadir ancak bakterinin metronidazole karst duyarliligin azaldigi rapor
edilmektedir (Goorhuis ve ark. 2008, Kelly ve Lamont 2008). Makrolidler igerisinde yer
alan yeni fidaksomisin C. difficile tizerine vankomisinden 8 kat daha fazla etkili oldugu
rapor edilmistir (Napolitano ve Edmiston 2017). Hayvanlarin tedavilerinde ilk
basamakta metronidazol etken maddesi ile tedavi gergeklestirilmelidir ancak
vankomisin etken maddesi insanlarda son donemde kullanilmasi sebebiyle mecbur
kalinmadik¢a hayvanlarda kullanilmamalidir. Hayvanlarin tedavilerinde mutlaka

destekleyici s1vi ve elektrolit takviyesi yapilmalidir (Diab ve ark. 2016).

Koruma stratejisi olarak kompetatif ekskliizyondan faydalanilabilecegi
bildirilmektedir (Keessen ve ark. 2011). Toksijenik olmayan Clostridium difficile

suslarmin toksin iretebilen, hastalia neden olan suslar {izerine etkili oldugu ve

20



koruyucu etki gosterdigi arastirmalarda bildirilmektedir. Insanlardan izole edilen
toksijenik olmayan suslarin hamster ve yavru domuzlar iizerine arastirmalarda koruyucu
oldugu tespit edilmistir (Diab ve ark. 2016, Keessen ve ark. 2011). Heniiz bir asisi
olmasa da hastaliga kars1 immunoproflaksi i¢in as1 ¢alismalar1 yapilmaktadir (Keessen
ve ark. 2011, Napolitano ve Edmiston 2017). Intravendz immunglobulin
uygulanmasinin da tedaviye katki saglayacag bildirilmektedir (Napolitano ve Edmiston
2017). Hamster ve fare modellerinde yapilan arastirmalarda C. difficile toksin A’ya
kars1 antikorlarin hastaligin gelisimi ve tasiyicilik lizerine koruyucu etki géstermistir
(Keessen ve ark. 2011). Toksin A ve toksin B’ye kars1 spesifik monoklonal antikorlarin
intravendz Yol ile verildigi insanlar reenfeksiyonlardan korumaktadir (Keessen ve ark.
2011).

Clostridium difficile hastalarinin 6zel odalarda tedavilerinin saglanmasi
bakterinin gevreye ve diger insanlara bulasmasini 6nleyen 6nemli konudur (Fletcher ve
Cinalli 2007, Khan ve Elzouki 2014, Napolitano ve Edmiston 2017). C. difficile gaita ile
sacilmakta olup 6zellikle hastalarin elleri ile insanlara bulasmakta ve ¢evre kontamine
olmaktadir (Fletcher ve Cinalli 2007). Bakteri hastalardan veya kontamine olmus
ortamdan direkt veya indirekt yollar ile bulasmaktadir (Napolitano ve Edmiston 2017).
Hastanelerde oda yiizeyleri, tuvaletler, yataklar, tabanlar ve hastane ekipmanlari
genellikle bakteri sporlariyla bulagik halde olmaktadir (Fletcher ve Cinalli 2007).
Hastanelerde enfeksiyonun kontrolii ig¢in enfekte hastalarin izole edilmesi, siirl
antibiyotik kullaniminin smirlandirilmasi, ¢evre ve ortam yiizeylerinin dezenfekte
edilmesi gerekmektedir (Keessen ve ark. 2011). Cevre yiizeylere veya bakteri kaynagi
olan ekipmanlara eldiven gibi bariyerler kullanilmasi faydalidir (Napolitano ve
Edmiston 2017). Eldiven kullanim1 ve el hijyeni nazokomiyal enfeksiyonlarin
azalmasina etki etmektedir (Fletcher ve Cinalli 2007). El temizliginde sabun kullanimi
sporlarin uzaklastirilmasinda etkilidir (Fletcher ve Cinalli 2007). Hayvan hastanelerinde
de benzer kontrol stratejisi uygulanarak hasta hayvanlarin karantina altinda tutulmasi,
kisisel koruyucu bariyerler (eldiven) araciligi ile kisisel temizligin saglanmasi, hastane
yiizeylerinin % 10’luk camasir suyu ile dezenfekte edilmesi ve ayak banyolarinin
olusturulmasidir (Keessen ve ark. 2011). Isletmelerde ise yavrulama béliimlerinin
ozellikle dezenfekte edilmesi ¢ok oOnemlidir (Diab ve ark. 2016). Zayif hijyen

uygulamalar1 etkenin bulagmasini kolaylastirmaktadir (Fletcher ve Cinalli 2007).
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Dezenfektan olarak uygun dezenfektanin tercih edilmesi gerekmektedir (Diab ve ark.
2016). Dezenfeksiyon igin klorin temelli dezenfektanlar sporlar iizerine etkilidir ve
yiizeylerin % 10’luk ¢amasir suyuyla silinmesi gerekir (Keessen ve ark. 2011, Fletcher
ve Cinalli 2007). Klorin-temelli dezenfektanlar disindaki dezenfektanlar bakterinin

sporulasyonunu uyarabilmektedir (Keessen ve ark. 2011).

1978 yilindan itibaren insanlar i¢in patojen olarak kabul edilen C. difficile
domuz ve atlarda da patojen olarak kabul edilmektedir. Buzagi, kuzu, oglak ve
tavuklarda C. difficile teshis edilmekte olup insanlarda meydana gelen vakalarin
kokenlerinin hayvansal gidalardan oldugu bildirilmektedir. Ayrica neonatal dénem
¢iftlik hayvanlarinda bakterinin patojen olabilecegi vurgulanmaktadir. Ulkemizde genel
olarak insan vakalar1 ve gidalardaki mevcudiyeti lizerine aragtirmalar yapilmis olup
neonatal donem ciftlik hayvanlar iizerine arastirmaya rastlanilamamstir. Ozellikle
ciftlik hayvanlarin rezervuar olarak kabul edildigi bu hastalikta ¢iftlik hayvanlarinda
arastirma yapilmasinin hayvan ve insan sagligi yoniinden énemli oldugu diisiiniilerek
ishalli buzagi, kuzu, oglak ve isletme i¢inde beslenen tavuklarda C. difficile’nin tespit
edilmesi, bu izolatlarin toksijenik olarak karakterize edilmesi, toksijen olarak belirlenen
suslarin  yaygin olarak karakterizasyonda kullanilan yontem olan PCR
ribotiplendirmelerinin yapilmasi ve broth mikrodiliisyon metodu ile antibiyogram

yapilarak tedavide antibiyotik se¢cimine katki saglayabilmek amaclanmastir.
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2- GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Gaita Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda 2015 yili Mart-Haziran aylar1 arasinda Erzurum Veteriner Kontrol
Enstitiisii hizmet alani igerisindeki alti ilden (Agri, Artvin, Erzincan, Erzurum,
Gilimtighane, 1gdir) yaslar1 0-28 giin olan ishalli 50 adet buzag1 (22 adet canli, 28 adet
olit), 50 adet ishalli kuzu ve 50 adet ishalli oglak gaita 6rnekleri numunesi ile 50 adet
tavuk kloakal svap 6rnegi olmak iizere toplam 200 adet gaita 6rnegi 50 ml hacimli vida
kapakli steril kaplara alinmistir. Calismaya dahil edilen gaita 6rneklerinin illere gore
dagilimi Cizelge 2.1°de verilmistir. Orneklerin % 90’1 Erzurum ilindeki isletmelerden
alinmigtir. Buzagilardan alinan 6rneklerin 46 (% 92)’sinin Erzurum, 1 (% 2)’si Agri, 1
(% 2)’si Erzincan, 1 (% 2)’si Giimiishane, 1 (% 2)’si Igdir illerinden alinmistir. Kuzu
orneklerinin 40 (% 80)’i Erzurum, 2 (% 4)’4 Agr, 2 (% 4)’4 Artvin, 5 (% 10)u
Erzincan, 1 (% 2)’si Glimiishane illerinden alinmistir. Oglak 6rneklerinin 44 (% 88)’i
Erzurum, 1 (% 2)’si Artvin, 5 (% 10)’u Erzincan illerinden, tavuk 6rneklerinin ise 49

(% 98)’u Erzurum, 1 (% 2)’si Erzincan illerinden alinarak ¢alismaya dahil edilmistir.
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Cizelge 2.1. Alinan gaita 6rneklerinin illere gore dagilima.

il Buzagi (n)  Kuzu (n) Oglak (n) Tavuk (n) Toplam (n)
Agrn 1 2 - - 3
Artvin - 2 1 - 3
Erzincan 1 5 5 1 12
Erzurum 46 40 44 49 179
Giimiishane 1 1 - - 2
[gdir 1 - - - 1
Toplam 50 50 50 50 200
2.1.2. Kiiltiir

Gaita oOrneklerinin 6n inkiibasyonu igin saf etil alkol kullanildi. Gaita ve svap
orneklerinin 6n zenginlestirmeleri i¢in Clostridium difficile Mannitol Taurocholate
Broth kullanildi. Bu sivi besiyerinin igerigi Cizelge 2.2.” de verildi. Toz halde olan
besiyerinden hassas terazide 55.63 gram tartildiktan sonra 1 litre hacimli sise igerisine 1
litre distile su ile karistirildi. Karisim manyetik karistiricida kaynayincaya kadar 1sitildi.
Isil islem sonrasinda homojenize olan sivi besiyeri 20 ml hacimli vida kapakl tiiplere
10’ar ml hacimlerle aktarildi. Tiip sporlarina yerlestirilen tiipler otoklava alinarak 121°C
de 15 dakika boyunca sterilize edildi. Sivi besiyeri sterilizasyon asamasindan sonra
kontaminasyon kontrolii i¢in aerobik ortamda 37°C’de bir giin inkiibe edildi. Steril siv1
besiyerleri kullanilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edildi. Kiiltiir
islemlerinde anaerobik ortamin saglanmasi igin 2.5 litre hacimli jar ve ticari Anaerocult

A (Merck) anaerob ortam kiti kullanildi.

24



Cizelge 2.2. Clostridium difficile Mannitol Taurocholate Broth Igerigi.

Bilesenler Gram/Litre
Proteoz pepton 40.00
Disodyum hidrojen fosfat 5.00
Potasyum dihidrojen fosfat 1.00
Sodyum klorid 2.00
Magnezyum siilfat 0.10
Mannitol 6.00
Notral kirmizi 0.03
Sodyum taurocholate 1.00
Sistein 0.50

pH 7.3+0.2 (25°C de)

Calismada kati besiyeri olarak Clostridium difficile Agar kullanildi (Cizelge
2.3). Dehidre haldeki besiyerinin 34.55 grami, erlenmayer icerisinde 1 litre distile su ile
karistirildi. Hazirlanan besiyeri soliisyonu manyetik karigtirict ile 1sitilip karistirilarak
homojenize edildi. Homojen hale gelen besiyeri otoklavda 121°C de 15 dakika boyunca
sterilize edildi. Besiyeri sicakligi 45-50°C’ye distiigiinde, icerisine % 7 oraninda
defibrine koyun kani1 ve Clostridium difficile Supplement (Cizelge 2.4) 1 sise (2 ml)
ilave edildi ve sonrasinda 90 mm ebatlarindaki plastik tek kullanimlik petriler igerisine
yaklasik 18 - 20 ml besiyeri aktarildi. Petrilere aktarilan besiyerleri bir gece oda
sicakliginda bekletildi. Ertesi giin bir petri sterilite kontrolii i¢in aerobik ortamda
37°C’de bir giin inkiibe edildi. Steril kat1 besiyerleri kullanilincaya kadar buzdolabinda
+ 4°C’de muhafaza edildi. Izole edilen suslarin -20°C’de saklanabilmesi igin microbank
kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyon analizleri i¢in de fosfat buffer saline (PBS)

kullanildi.
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Cizelge 2.3. Clostridium difficile Agar Icerigi.

Bilesenler Gram/Litre
Proteoz pepton 40.00
Disodyum fosfat 5.00
Monopotasyum fosfat 1.00
Sodyum klorid 2.00
Magnezyum siilfat 0.10
Fruktoz 6.00
Agar 15.00

pH 7.4+0.2 (25°C de)

Cizelge 2.4. Clostridium difficile Supplement Igerigi.

Bilesenler Gram/Litre
D-Sikloserin 250 mg
Sefoksitin 8 mg

2.1.3 PCR ile identifikasyon, Toksin Genlerinin Tespiti ve PCR Ribotiplendirme

On islem sonras izolasyon igin kat1 besiyerine ekimi yapilan numunelerdeki siipheli
kolonilerden Clostridium difficile identifikasyonu ve toksin A, toksin B ile binary toksin

varligi igin kullanilan primerler Cizelge 2.5. ve bilesenler Cizelge 2.6.’da verildi.
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Cizelge 2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu test bilesenleri.

Primer Adi  Dizilim 5’ - 3’ Uriin
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

Cizelge 2.6. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Bilesen Bilesen Konsantrasyonu Marka
Tag DNA Polimeraz 5 U/l Vivantis
MgCl, 25 mM Thermo
dNTP Miks 10 mM Vivantis
100 bp DNA Ladder Thermo
DNA Loading Dye 6X Thermo
Agaroz - Sigma
DNA Boyasi 20 000x RedSafe
TAE Buffer 50X Merck
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2.1.4. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Toksijenik C. difficile etkenlerinin antimikrobiyal duyarlilik testi igin Sensititre
Anaerob duyarlilik test kiti (Trek Diagnostic Systems, Thermo) kullanildi. Kit igerigi
Cizelge 2.7.”de verildi.

Cizelge 2.7. Antimikrobiyal duyarlilik test kiti icerigi

Cihaz/Program Marka

Anaerobe MIC Plate
Supplemental Brucella Broth for Anaerobes
Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth

Sensititre/Trek

Diagnostic Systems

2.2. Yontem

2.2.1. Gaita Orneklerinin Toplanmasi

Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisiine gelen ve ishal nedeni ile 6ldiigi belirtilen
yaslar1 0-28 giinliikk buzagi, kuzu ve oglaklardan gaita 6rnekleri, tavuklardan ise kloakal
svap Ornekleri alindi. Nekropsi tlinitesine gelen hayvanlarin sistemik nekropsisi yapildi.
Gaita ornekleri etkenlerin kolonize oldugu kolon kismindan 3-10 ml kadar steril vida

kapakl1 tiiplere alinarak laboratuvara sevk edildi.

Erzurum ili Aziziye ilgesindeki iki farkli kdyden 6 farkli isletmeden toplam 22

adet buzagidan gaita ornekleri alindi. Gaita ornekleri ishal olmus 0-28 giinliikk canli
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buzagilardan rektal tuse ile steril 50 ml’lik steril vida kapakli tiipler icerisine alindi.

Alinan o6rnekler soguk kosullarda en fazla 2 saat igerisinde laboratuvara getirildi.

2.2.2. Kiiltiir

Laboratuvara gelen her bir gaita 6rnegi 1:1 hacim oraninda saf ethanol ile steril bir kap
icerisinde karigtirild1 ve calkalanarak homojen hale getirildi. Homojen hale getirilmis
ornekler oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edilerek ‘““alkol soku” saglandi. Her bir
ormekten 1 ml alinarak Clostridium difficile Mannitol Taurocholate Broth igerisine
inokule edildi. Anaerocult A (Merck) kitinin aktive olmasi igin igerisine 35 ml su
eklendi. Ekim yapilmig sivi besiyerleri ve su ilave edilmis anaerob ortam kiti jar

icerisine alindi. Hazirlanan jarlar etiivde 37°C de 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir siv1 besiyerinden alinan 100 ul rnek Clostridium
difficile Agara seyrelterek ekimi yapildi. Ekimi yapilan besiyerleri Anaerocult A
(Merck) kiti ile birlikte jar icerisine alinarak 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda besiyerlerinde tipik koloni morfolojisine sahip ve Gram boyamasinda Gram
pozitif basil sekilli morfolojiye sahip bakterilere ait koloniler tekrar Clostridium difficile
Agara pasajlanarak Anaerobik ortamda 37°C’de anaerobik kosullarda inkiibe edildi.
Pasajlanmis kiiltiirlerin bulundugu jarlar 48 saat inkiibasyon sonrasinda acgilarak saf
koloniler incelendi. Pozitif oldugu diisliniilen besiyerlerindeki 2-3 bakteri kolonileri
antimikrobiyal duyarlilik testi ig¢in Cryobank igerisine, polimeraz zincCir reaksiyon
testleri igin de 2-3 bakteri kolonisi 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri i¢erisinde yer alan

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

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Identifikasyon ve Toksin Genlerinin Tespiti

PBS igerisine alinmig C. difficile bakteriyolojik kiiltiir pozitif olan bakteri

kolonilerinden DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma metodu kullanildi. Kaynatma islemi
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icin 0.2 ml’lik tiipler igerisinde bulunan PBS-bakteri siispansiyonu thermal cycler
cihazinda 99.0°C’de 10 dakika boyunca bakterinin pargalanmasi saglandi. Daha
sonrasinda tiipler 10 000 g devirde 10 dakika santrifiij edildi. DNA 0Ornegi igin

siipernatanttan 5 pl kullanildi.

Clostridium difficile’in tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in tpi (triose phosphate
iIsomerase) gen bolgesine spesifik primerler, toksin A varliginin tespiti igin tcdA gen
bolgesine spesifik primerler, toksin B varliginin tespiti i¢in tcdB gen bdlgesine spesifik
primerler kullanilarak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu Lemee ve ark. (2004)

metoduna uygun sekilde diizenlendi. Reaksiyon karisimi Cizelge 2.8. verildi.

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

karigimu.

Bilesen Stok Soliisyon Miktar
Tag DNA Polimeraz 5 U/ul 0.5 ul
Taq Buffer 10X 2.5 ul
MgCl, 25 mM 1.5l
dNTP Miks 10 mM 0.5 ul
tpi-(F) 10 uM 1 ul
tpi-(R) 10 uM 1 pl
tcdA-(F) 10 uM 1 ul
tcdA-(R) 10 uM 1 ul
tcdB-(F) 10 uM 1 pl
tcdB-(R) 10 uM 1 pl
Deiyonize Distile Su - 9ul
Hedef DNA - 5ul
Toplam 25 ul

Hazirlanan PCR reaksiyon tiipleri thermal cycler cihazi 1s1 bloguna yerlestirildi.
Reaksiyon sicaklik islemleri; ilk denaturasyon icin 95°C’de 3 dakika, takibinde
denaturasyon i¢in 95°C’de 30 saniye, baglanma derecesi 65°C’den her dongiide 1°C’de

azalacak sekilde 30 saniye, uzama i¢in 72°C’de 30 saniye toplamda 11 dongi
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olusturuldu. ilk 11 déngii sonrasinda 30 dongii olacak sekilde denaturasyon igin
95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, uzama i¢in 72°C’de 30 saniye olarak
gergeklestirildi.

izole edilen &rneklerden C. difficile binary toksin varligmin arastirilmasinda
Person ve ark. (2008)’in metodu kullanilarak binary toksin liretiminden sorumlu cdtA ve
cdtB gen bolgelerinin varligi arastirildi. Reaksiyon karisimi Cizelge 2.9.’deki gibi 0.2

ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde hazirlandu.

Cizelge 2.9. Binary toksin genleri cdtA, cdtB genlerinin varliginin arastirilmasi.

Bilesen Stok Soliisyon Miktar
Tag DNA Polimeraz 5 U/ul 0.5 ul
Taq Buffer 10X 2.5 ul
MgCl, 25 mM 1.5l
dNTP Miks 10 mM 0.5 ul
cdtA-(FA) 10 uM 1 ul
cdtA-(FB) 10 uM 1 ul
cdtA-(R) 10 uM 1 ul
cdtB-(F) 10 uM 1 pl
cdtB-(R) 10 uM 1 pl
Deiyonize Distile Su - 10 pl
Hedef DNA - 5ul
Toplam 25 ul

Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra thermal cycler cihazina reaksiyon
tiipleri yerlestirildi. Reaksiyon sicaklik islemleri; ilk denaturasyon ig¢in 94°C’de 3
dakika, takibinde denaturasyon i¢in 95°C’de 30 saniye, baglanma derecesi 54°C’de 30
saniye, uzama i¢in 72°C’de 30 saniye toplamda 40 dongii olarak son uzama islemi icin

72°C’de 3 dakika olarak gerceklestirildi.

Tiim polimeraz zincir reaksiyonlarinda elektroforez i¢in % 1.5°lik jel hazirlandi.
Hassas terazide tartilan 0.75 gram agaroz 50 ml 1 X’lik TAE buffer ile karigtirildi.

Mikrodalga firinda homojen hale gelinceye kadar isitildi. Homojen hale gelen agaroz
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50°C’ye kadar soguduktan sonra icerisine DNA boyasi 0.1 ul/ml eklendi ve homojen

hale getirildikten sonra jel tankina dokiilerek oda sicakliginda jelin donmasi beklendi.

Thermal cyclerda reaksiyonlar tamamlandiktan sonra parafilm band iizerinde 10
ul PCR iiriinii ile 2 pl 6X loading dye boyasi ile karistirilarak homojenize edildi. Boya
ile homojen hale gelen 6rnekler donmus olan jel tizerindeki kuyucuklara aktarildi. Her
calismada bir kuyucuga 1 kissm DNA Ladder 1 kisim 6X loading dye ve 4 kisim
deiyonize distile su olacak sekilde hazirlanmig soliisyon yiiklendi. Elektroforez
isleminde arti-eksi kutup arasi mesafenin 5 kati biyiikliikkte voltaj hesaplanarak 45

dakika jelde yiirttiildii.

Elektroforez islemi sonrasinda jel transilluminatérde incelendi. Clostridium
difficile identifikasyonu i¢in kullanilan tpi gen bélgesine spesifik 230 bp’de bant
gozlenmesi pozitif olarak degerlendirildi. Toksin A iiretiminden sorumlu gen bolgesi
olan tcdA gen bolgesinde silinme olmamis ise 369 bp’de, silinme olmus ise 110 bp’de
bant olusumu arandi. Toksin B iireten sus oldugu 160 bp’de bant olusumu ile belirlendi.
Binary toksin iiretiminden sorumlu gen bolgeleri olan cdtA pozitifligi 221 bp’de, cdtB
pozitifligi i¢in 262 bp’de bant olusumu arandi.

2.2.4. PCR Ribotiplendirme

Polimeraz zincir reaksiyonu ile C. difficile etkenlerinin ribotiplendirme testi Bidet ve
ark. (1999) metoduna uygun olarak gergeklestirildi. Bu test i¢in 16S rDNA ve 23S
IDNA genleri iizerinde tekrar eden gen bolgelerinin ¢ogaltilmasina bagl
ribotiplendirme yapildi. Toksijenik Clostridium difficile olarak tespit edilen izolatlarin
saf kolonilerinden 3-5 adet alindi ve igerisinde 0.5 ml PBS bulunan steril 1.5 mlI’lik
tiiplere alindi. DNA izolasyonu i¢in kaynatma metodu kullanildi. Tiipler igerisine
alinmig 6rnekler 1s1 blogunda 95°C’de 10 dakika bekletildikten sonra 10.000 Devirde 10
dakika santrifiij edildi. DNA 6rnegi olarak sivinin iist kismindan 3 veya 5 pl kullanild.
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Reaksiyonlar 0.2 ml hacimdeki mikrosantrifiij tiiplerinde Cizelge 2.10.’daki gibi

hazirlandi.

Cizelge 2.10. PCR ribotiplendirme reaksiyon karigimi.

Reaktif Konsantrasyon Miktari
Deiyonize distile su 37.0 ul

Taq buffer (MgCI* igeren) 10X 5.0ul
dNTP Miks 10 mM 2.0l

Tag DNA Polimeraz S5u/pl 0.25 pul

16S rDNA Primeri 50 pmol/ul 1.0 ul

23S rDNA Primeri 50 pmol/pl 1.0 ul
Ornek DNA 3-5ul
Toplam 49.25 -51.25 ul

*MgCl’nin son hacmi 1.5 mM oranindadir.

Reaksiyon tiipleri termal cycler cihazina yerlestirildikten sonra Cizelge

2.11.’deki dongii degerleri kullanilarak reaksiyon yiiriitiildii.

Cizelge 2.11. PCR ribotiplendirme reaksiyon dongii ve sicakliklar.

islem Sicakhik Siire (dakika) Dongii

[k Denaturasyon 95°C 5 1 déngii
Denaturasyon 95°C 1

Baglanma 57°C 1 35 dongii
Uzama 72°C 1

Son Uzama 72°C 10 1 dongii

Termal cycler cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra triinlerin konsantre
hale getirmek i¢in cihaz kapagi ve reaksiyon tiiplerinin kapaklart agilarak 75°C’de 45
dakikaya kadar beklenildi.

Elektroforez islemi i¢in % 3’liik agaroz hazirlandi. Jel tankina uygun olarak
agaroz 100 ml hacimde hazirlandi. Konsantrasyonu 50X olan stok TAE bufferdan

1X’lik galigma soliisyonu hazirlandi. Yogunlugu 50X olan TAE bufferdan 10 ml alindi
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ve lizerine 490 ml steril distile su eklenerek 1X yogunlugunda g¢alisma soliisyonu
hazirlandi. Elektroforez i¢in 300 ml hacimli erlen igerisine 1X ‘lik TAE bufferdan 100
ml aktarildi {lizerine 3 gram agaroz katildiktan sonra mikrodalga firinda 1s1l islem
uygulandi. Homojen hale gelen agaroz oda 1sisinda soguyuncaya kadar bekletildi.
Yaklagik 50-60°C derecelere geldiginde jel icerisine 15 pl niikleik asit boyasi katildi ve
homojen hale gelinceye kadar karistirildiktan sonra jel tankina dokiildi. Jel tanki oda

sicakliginda katilagincaya kadar bekletildi.

Hazirlanan agaroz kuyucuklarinda her ii¢ 6rnekte bir olacak sekilde 100 bp’lik
DNA ladder ve 6X loading dye ile karistirilan 6rneklerden 20 pl jel kuyucuklarina
aktarildi. Elektroforez 2.5 V/cm olacak sekilde 5 saat siire boyunca uygulandi. Uzun
stire elektroforez sonucunda TAE bufferin 1siarak iirinlerin bozulmasina neden olmasi
durumuna karsin her 1.5 saatte bir TAE buffer yenilendi. Elektroforez sonrasinda jel

transillluminatorde incelendi ve diger arastirmalarin band profilleri ile karsilastirildi.

2.2.5. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Antimikrobiyal duyarlilik metodu olarak CLSI’ya gore zorunlu anaerobik bakteriler i¢in
uygun olan mikrobroth diliisyon metodu uygulandi. Toksijenik suslar saf olarak kanl
Kolombiya agara ekim yapilarak jar icerinde anaerobik ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda jarlar agilarak kiiltiirler incelendi ve kontamine olmamis
kiiltirlerden 3-5 koloni Mueller — Hinton sivibesiyeri igerisinde homojen hale getirildi.
Mueller- Hinton besiyerinden steril filtreli otomatik pipet ile 100 pl bakteri
siispansiyonu suplementli Brucella sivibesiyeri igerisine aktarildi. Hazirlanan son
sispansiyonda bakteri miktar1 yaklagik 1x10° olmaktadur. Suplementli Brucella sivi
besiyeri 8-10 kez asag1 yukar1 yapilarak homojen olmasi saglandi. Daha 6nceden sterile
edilmis cam kiivet igerisine bakteri siispaniyonu bosaltildi. Anaerob antibiyogram
pleytinin her kuyucuguna 8 kanalli otomatik mikropipet ile 100 mikrolitre siispansiyon

aktarildi ve pleyt tizeri delikli pleyt bandi ile kaplandi. Bakteri ekimi yapilmis olan
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pleytlerden her 3’1 bir jar igerisine anaerobik ortam kiti ile birlikte konuldu ve 37°C’de
46 - 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonrasinda jarlar acilarak antibiyogram
duyarhilig1 tespit edildi. Pleytin tamaminda gozlenen kontaminasyonlar degerlendirmeye
alinmadi ancak tek kuyucukta gozlenen kontaminasyonlar goz ardi edildi.
Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglari EUCAST ve CLSI standart MIK
degerleri ile karsilastirilarak degerlendirildi (EUCAST 2018, Roe-Carpenter 2007)
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3- BULGULAR

3.1. Gaita Orneklerinin Toplanmasi

Calismada gaita 6rnegi alinan ahirlarin modernize bir yapida olmadigi, buzagi, kuzu ve
oglaklarin yetiskin hayvanlarin ahirinda tahta bariyer ile c¢evrili dar alanlarda
yetistirildigi tespit edildi. Tavuklarin ise Ozellikle sigir isletmeleri igerisinde
yetistirildigi goriildii. Isletmelere ait genel hijyen ve dezenfeksiyon tedbirlerinin

uygulanmadigr goriildii (Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.).

Sekil 3.1. Buzagilara ayirilan bolmeler yetiskin hayvanlarin yaninda bariyer ile ayrilmis
bolme.
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Sekil 3.2. Kis aylarinda ahir igerisinde buzagi ve sigirlarla birlikte barindirilan tavuklar.

3.2. Kiiltiir Bulgular:

Alinan gaita 6rneklerin laboratuvar analizlerinin ilk basamagi olan bakteriyolojik kiiltiir
incelemesinde on zenginlestirme inkiibasyonu ve sonrasinda bakteri izolasyonu takip
edilerek bakteri morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore identifikasyon saglandi.

Alinan 6rneklerdeki izolasyon sayilart Cizelge 3.1.’de goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Alinan 6rneklerdeki Clostridium difficile izolasyon orani.

C. difficile izole edilen C. difficile izole edilemeyen Toplam Ornek
ornek sayisi (n) ornek sayisi (n) Sayisi (n)
Buzag 35 15 50
Kuzu 15 35 50
Oglak 7 43 50
Tavuk 1 49 50
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Buzagilardan alinan gaita 6rneklerinin % 70.0 (35)’inden, kuzu 6rneklerinin %
30.0 (15)’inden, oglak numunelerinin % 14.0 (7)’linden ve tavuk gaita Orneklerinin
% 2.0 (1)’inden Clostridium difficile tespit edildi. Arastirma boyunca toplanan gaita

orneklerinin % 29.0 (58)’inden Clostridium difficile izole edildi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.4. Clostridium difficile Gram boyama (x100 biiyiitme).
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Identifikasyon ve Toksin Genlerinin Tespiti

Bakteriyolojik kiiltlir yontemi ile identifiye edilen suglarin molekiiler identifikasyonu
amaciyla polimeraz zincir reaksiyonundan faydalanildi. Bakterinin tiir diizeyinde
identifikasyonu icin tpi bdlgesine spesifik primerler kullanilarak molekiiler

identifikasyon gerceklestirildi.

Buzagi, kuzu, oglak ve tavuklardan aliman 6rneklerden izole edilen suslardan
Clostridium difficile siipheli toplam 58 adet izolat tpi gen bolgesine gore de C. difficile
olarak identifiye edildi. identifiye edilen 58 izolatin toksin tiplendirme analizinde toksin
A teshisi i¢in tcdA, toksin B teshisi i¢in tcdB (Sekil 3.5.) ve binary toksin tespiti igin
cdtA ve cdtB gen bolgelerine (Sekil 3.6.) spesifik primerler kullanildi. Tir
identifikasyonu ile birlikte izolatlarin 28 (% 48.2)’inin toksijenik karaktere sahip oldugu

belirlendi.

Buzagilardan alinan orneklerden izole ve identifiye edilen 35 susun toksin
tiplendirmesinde 22 susun toksijenik oldugu tespit edildi. Toksijenik olarak tespit edilen
suslarin toksin profilleri: izolatlarin 10°u (% 45.4) A+B+CDT+, 12’si (% 54.5)
A-B+CDT- olarak tespit edildi.

Kuzulardan alinan gaita Orneklerinden izole edilen 15 izolatin toksijenik
degerlendirmesinde izolatlarm 6’sinm toksijenik oldugu tespit edildi. Izolatlarin toksin
tiretim karakterleri: 5 (% 83.3) adet izolatin A-B-CDT+, 1 (% 16.6) adet izolatin ise
A-B+CDT- olarak belirlendi. Oglak gaita drneklerinden izole edilen 7 izolatin ve tavuk
kloakal svap orneklerinden izole edilen 1 izolatin toksin iiretebilen C. difficile olmadig:

tespit edildi.
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369 bp tcdA
230 bp tpi
160 bp tcdB

Sekil 3.5. Clostridium difficile toksin karakterizasyonu. tpi 230 bp, tcdA 369 bp ve tcdB
160 bp (M: DNA Ladder 100-1000 bp)

R L

262 bp cdtB
221 bp cdtA

Sekil 3.6. Binary toksin teshisi multiplex PCR jel goriintiileri cdtA 221 bp ve cdtB 262
bp (M: DNA Ladder 100-1000 bp).

3.4. PCR Ribotiplendirme

Toksijenik karaktere sahip olan 28 adet izolatin genotiplendirmesinde Avrupa
tilkelerinde yaygin olarak kullanilan PCR ribotiplendirme metodu kullanildi. Metoda
uygun olarak gergeklestirilen analiz sonucunda toplam 22 adet buzagidan izole edilen

toksijenik suslarin 10 tanesinin ribotip 078 ve 12 tanesinin ise ribotip 017 olarak tespit
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edildi. Kuzu gaita 6rneklerinden izole edilen toksijenik suslarindan 1 tanesinin 017 ve 5
tanesinin ribotip 033 olarak tespit edildi (Sekil 3.7.).

RTO33 RTO078

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

3.5. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Toksijenik karakterdeki 28 adet izolatin antimikrobiyal duyarliliginda mikrobroth
dilisyon metodu uyguland1 (Sekil 3.8.). Bakteri iiremesinin en son gorildigi
kuyucuktaki belirtilen antibiyotik konsantrasyonu Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) olarak kabul edildi. Analizler esnasinda 4 susa ait antibiyogram mikroplatinde
kontaminasyon tespit edildi ve degerlendirme dis1 birakildi. Antimikrobiyal duyarlilik
testi yapilmis suslara ait MIK50 ve MIK90 sonuglar1 ve duyarlilik-direng yiizdeleri
Cizelge 3.2.”de verilmistir.
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Sekil 3.8. Toksijenik suslarin mikrobroth diliisyon metodu ile incelenmesi. A)
Inkiibasyon sonrasi goriiniim, B) Minimal inhibisyon konsantrasyonlarmi okuma
asamasl.

Analiz edilen tim toksijenik suslarin ampisilin/siilbaktam,
amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, imipenem, metronidazol, mezlosilin, piperasilin
ve piperasilin/tazobaktam etken maddelerine duyarli oldugu tespit edildi. Suslarin
% 25’inin ampisilin, % 83.4’linlin sefotetan, % 91.7’sinin kloramfenikol, % 83’iiniin
meropenem, % 8.3’iiniin penisilin ve % 41.6’sinin tetrasikline duyarli oldugu belirlendi.
Tiim toksijenik suslarin % 91.7°sinde sefoksitin, % 50’sinde ampisilin, % 83.4’iinde
klindamisine, % 58.3’iinde penisiline ve % 16.6’sinda tetrasiline kars1 direngli oldugu

tespit edildi.

Antibiyotik direncinin ribotiplere gore degerlendirilmesinde ribotip 017 nin %
60’1mnin ampisiline, % 20’sinin klindamisine, % 80’inin penisiline diren¢li oldugu,
ribotip 033’iin % 50’sinin klindamisine ve tamaminin penisilin ve tetrasikline direncli
oldugu, ribotip 078’in % 20’sinin ampisiline % 60’min klindamisine, % 20’sinin ise

penilisine direngli oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.2. Antimikrobiyal duyarlilik test bulgulari.

Clostridium difficile (n=24)

MIK

MIK50 MIK90 Dagilim % Duyarlt % Orta % Direngli
Ampisilin / Sulbaktam 0.5/0.25 1/05 0.5/0.25-4/2 100 (<8/4) 0 (16/8) 0 (=32/16)
Amoksisilin / Klavulanik asit 0.5/0.25 412 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)
Imipenem 0.5 2 0.12-2 100 (<4) 0 (8) 0(>16)
Meropenem 2 8 05-8 83.4 (<4) 16.6 (8) 0>=16)
Metronidazol 05 1 05-1 100 (<8) 0 (16) 032
Mezlosilin 8 8 4-16 100 (<32) 0 (64) 0 (=>128)
Penisilin 2 4 05-4 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- TARTISMA VE SONUC

Clostridium difficile, 1978 yilindan itibaren diinya genelindeki birgok iilkede insan
sagligini tehdit eden, 6nemli ekonomik kayiplara neden olan ve bircok antimikrobiyal
ajana kars1 direncli bir bakteridir. Farkli bir enfeksiyonun antibiyotik tedavisi
sonrasinda etkenin antibiyotik direnci nedeniyle bagirsaklarda ozellikle kolonda
enfeksiyon olusturmaktadir ve antibiyotik kullanimi devam ettikce de enfeksiyon
siddetlenerek seyrini siirdiirmektedir (Mullany ve Roberts 2010, Jones ve ark. 2013,
Dubberke ve ark. 2008). C. difficile’nin neden oldugu vakalarin epidemiyolojik
arastirmalarinda etkenin rezervuarinin ¢iftlik hayvanlari oldugu belirtilmektedir
(Skraban ve ark. 2013, Simango ve Mwakurudza 2008, Avbersek ve ark. 2009). Bu tez
calismasi ile Agri, Artvin, Erzincan, Erzurum, Giimiishane ve Igdir illerinden alinan
ishalli buzagi, kuzu ve oglaklardan gaita 6rnekleri ile ayni hayvanlarin barinaklari
icerisinde beslenen ergin tavuk kloakal svap orneklerinde C. difficile izolasyonu,
identifikasyonu, toksijenik karakterizasyonu, toksin {iretebilen izolatlarmn PCR
ribotiplendirme ve antimikrobiyal duyarliliklarinin arastirilmasi amaglanarak yiirtitiilen

calisma ile geng ciftlik hayvanlarinda toksijenik C. difficile varligi ortaya konulmustur.

Buzagilarda gaita veya rektal svap Orneklerinden Clostridium difficile
izolasyonu ve identifikasyonu iizerine yapilan Amerika Kitasindaki arastirmalarda:
Hammitt ve ark. (2008) % 25.3 (64/253), Rodriguez-Palacios ve ark. (2006), 78 gaita
orneginin % 11.2°sinden, Costa ve ark. (2011), 685 adet buzagi gaita Orneginin
% 61.0’inden oraninda etken tespit etmistir. Avrupa Kitasinda yiiriitilen benzer
aragtirmalarda Magistralli ve ark (2015), toplam 420 buzagidan alinan &rneklerin
% 20.2’sinde (85/420), Avbersek ve ark. (2009), 42 adet buzagi rektal svap 6rneklerinin
% 9.5’inden, Pirs ve ark. (2008), 56 adet buzagi rektal svap numunelerinin % 1.7
(1/56)’sinden, Koene ve ark. (2011), 100 adet buzagi gaita Orneklerinin % 6.0
(6/100)’sindan, Rodriguez ve ark (2012), buzagilardan % 22.2 oraninda, Zidaric ve ark.
(2012), 50 adet buzagidan 14 giinliik yas, 18 giin, 32 giin, 46 giin ve 194 giinliik
yaslarinda o6rnekler alarak incelemis ve sirasiyla % 10, % 16, % 12, % 2, % 2, %0
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oranlarinda, Bandelj ve ark. (2016), yirittiikleri arastirmalarinda ergin sigir gaita
orneklerinin % 10’unda, buzagi orneklerinin ise % 35.6’sindan, Schneeberg ve ark.
(2013), 999 adet ishalli buzagidan 6rneklerin % 17.6’sinda C. difficile tespit edilmistir.
Asya kitasinda yliriitiilen arastirma olarak Hussain ve ark. (2016), 12 adet ishalli, 142
adet saglikli buzag gaita &rneklerini C. difficile yoniinden incelemislerdir. Ishalli
buzagilarin % 16.6, saglikli buzagilarin % 4.9 oraninda C. difficile izole etmistir. Knight
ve ark. (2013), Avustralya’da 7 giinden az olan toplam 360 adet buzagi gaita 6rneginin

% 56.3’tinden C. difficile izole etmistir.

Buzagilarda yapilan arastirmalar incelendiginde %1.7- 61.0 arasinda C. difficile
izole edilmistir (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 ¢alismasinda % 70.0
oraninda C. difficile izolasyon oraninin Knight ve ark. (2013) ve Costa ve ark. (2011)
calisma sonuglariyla uyumlu oldugu ancak diger arastirmalara nazaran daha yiiksek
oranda izolasyon orani oldugu tespit edildi. Buzagi gaita 6rneklerinden C. difficile
teshisi tlizerine yapilan arastirmalarda pozitiflik oranlarinin farkli oldugu bunun
nedenlerinin ise; alinan 6rneklerin muhafaza kosullari, 6rnek alinan hayvanlarin yas,
onceden antibiyotik kullaniminin olup olmadigi, numunelerin alindigi mevsim,
izolasyonda kullanilan yontem gibi faktorlerin etkili oldugu bildirilmektedir (Koene ve
ark. 2011, Magistrali ve ark. 2015, Schneeberg ve ark. 2013).

Tez arastirmasi sonucunda C. difficile izolasyon oranmm yiiksek olma
sebeplerinin bakterinin  kolon mikroflorasinda bulunmasi, gaita Ornegi alinan
buzagilarin yas araligi (0-28 giin) ve mevsim (Mart-Haziran) kosullarina bagl oldugu
distintilmektedir. C. difficile, insan, sigir, koyun, ke¢i, tavuk, at gibi bir¢ok canlinin
normal bagirsak florasinda tespit edilebilen bakteridir (Hopman ve ark. 2011, Skraban
ve ark. 2013, Metcalf ve ark. 2011). C. difficile teshis orani ile yas arasindaki iligkisi
neonatal donemde intestinal mikrofloranin gelisme siirecinde olmasi sebebiyle C.
difficile bagirsaklarda daha kolay kolonize olup, prolifere olarak toksin iiretebilmektedir
(Rodriguez-Palacios ve ark. 2006). Arastirmacilar C. difficile kolonizasyon oraninin en

yiiksek tespit edildigi donem olarak neonatal donem oldugunu belirtirken yas ile birlikte
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bakteri sag¢ilimimin azalmakta oldugunu bildirmektedirler (Magistrali ve ark. 2015,
Rodriguez-Palacios ve ark. 2006, Zidaric ve ark. 2012). Gaita ile bakteri sagiliminin en
st seviyeye ulastigi donemi 13-28 giinliik yas doneminde olmaktadir (Magistrali ve
ark. 2015). Orneklerin alindig1 mevsimin C. difficile’in teshis orani iizerine etkili olan
bir faktér oldugu belirlenmis olup kis aylarinda C. difficile teshisinin sicak aylara
nazaran daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Rodriguez-Palacios ve ark. 2009).
Hayvanlarda, antibiyotik tedavisi sonrasinda faydali bagirsak mikroflorasinin yikima
ugramast sonucu buzagilar C. difficile enfeksiyonuna duyarli hale gelmektedir.
Sigirlarda antibiyotik kullanimi ile C. difficile sagilimi arasinda iliskiye yonelik
yiiriitiilen bir arastirmada antibiyotik kullanimi sonrasinda bakterinin sagilimi {izerine
etkili oldugu tespit edilmis olup 6zellikle betalaktam antibiyotik grubu ile polimiksin E
uygulamalarinin C. difficile sagilimi igin risk faktorii oldugu ortaya konulmustur
(Magistrali ve ark 2015). Yiiriitiilen tez ¢alismasinda gaita Ornegi alinan buzagilarin
ishal oldugunda veya oncesinde antibiyotik kullanimi konusunda hayvan sahiplerinin
net bir cevap verememesi sebebiyle buna ait yorum yapilamamustir. C. difficile
prevalansinda risk  faktorlerinden  birinin  de rasyon degisiklikleri oldugu
bildirilmektedir. Rasyon degisikliklerinde prevalansta artis olmakta ve bu artis orani
wrklara gore farklilik gostermektedir. Rasyon degisikligi yapilan Simental ve Holstein-
Friesian buzagilarda prevalansin degisimi iizerine yapilan bir arastirmada Simental
buzagilarin Holstein-Friesian buzagilara gore en az bes kat daha fazla C. difficile

sagilim1 oldugu bildirilmistir (Bandelj ve ark. 2016).

Avrupa’da kii¢iik ruminantlar {izerine yiiriitiilen aragtirmalarda Saif ve Brazier
(1996), 100 adet koyunun gaita 6rnegininin % 1’inde, Avbersek ve ark. (2014), 0-4
aylik olan 99 adet oglak ve 78 adet kuzudan alinan gaita orneklerinde oglaklarin %
10.1’inden, kuzularin % 7.7’sinden, Koene ve ark. (2011), 11 adet koyun gaita
orneginin % 18.2’sinden, Romano ve ark (2012) 40 adet ergin keginin gaita 6rneklerinin
% 7.5 (3/40)’inden, C. difficile izole etmislerdir. Amerikada yiiriitilen benzer
aragtirmada, McNamara ve ark. (2011), 57 adet koyun ve 25 adet kegiye ait gaita
orneklerinin incelemelerinde C. difficile tespit edememislerdir. Knight ve Riley (2013),
Avustralya’da yiiriitiikleri aragtirmada toplam 371 adet koyun ve kuzularda yaptiklari
arastirmada koyun orneklerinin % 0.6 (1/156)’sinda, kuzu O&rneklerinin % 6.5

(14/215)’inden C. difficile izole etmislerdir. Asya kitasinda yiiriitiilen arastirmada
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Hussain ve ark. (2016), insanlarda ve bir¢ok hayvan tiiriinde yaptiklar1 aragtirmalarinda
toplam 99 adet kegi ve koyun gaita Orneklerinin incelemelerinde C. difficile izole

edememislerdir.

Kuzu ve oglaklarin ishallerinin etiyolojisinde C. difficile’nin roliiniin arastirildig
bilimsel bir arastirmaya rastlanamamustir. Zoonoz olarak kabul edilmesi nedeniyle
kiiciik ruminantlarda yiiriitiilen aragtirmalarin nitelikleri insan sagligir yoniiyle etken
sacilimlarin tespiti lizerine olmustur. Arastirmalara gore kiiclikbas hayvanlarda C.
difficile tespit oranlar1 kuzularda % 6.5-7.7 (Avbersek ve ark. 2014, Knight ve Riley
2013), oglaklarda % 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) kegilerde % 0- 7.5 (Hussain ve ark 2016, McNamara ve ark. 2011, Romano
ve ark. 2012) oranlarinda tespit edilmektedir. Sunulan tez c¢aligmasinda neonatal
donemdeki ishalli kuzu gaita 6rneklerinin % 30.0’undan, oglak gaita drneklerinin ise %
14.0 oraninda C. difficile izole ve identifiye edildi. C. difficile’nin kuzularda en fazla
sagilim oldugu dénem ilk 0-16 giin yas arahgindadir (Avbersek ve ark. 2014). ishalli
kuzu ve oglaklarda etken teshis oraninin Avbersek ve ark (2014) ve Knight ve Riley
(2013) arastirmalarina nazaran yiiksek oldugu tespit edilmis olup izolasyon oraninin
yiiksek olmasinin nedeni olarak neonatal donemdeki hayvanlarin ergin hayvanlara gore
daha fazla bakteri sagcilimina sahip olduklar1 bildirilmektedir. Arastirmalar arasindaki
farkli sonuglarin ise rasyon degisiklikleri, bakim kosullari, siirii yogunlugu gibi
faktorlerin etkili oldugu belirtilmektedir (Knight ve Riley 2013). Domuz, sig1ir ve at gibi
hayvanlara gore kiigiikbas hayvanlarda C. difficile sa¢ilimi az oranda olmaktadir
(Hussain ve ark. 2016). Bunun nedeni olarak ise biiyiikbas hayvan yetistiriciligine gore
kiiciikbas hayvanlarda daha az oranda antibiyotik tedavisi uygulanmasi sebebiyle
kiiciikbas hayvanlarin bagirsak mikroflorasinda C. difficile’in daha az oranda kolonize
oldugu diisliniilmektedir (Knight ve Riley. 2013). Kiiciikbas hayvanlarin ishal
vakalarinin patogenezisinde C. difficile’nin rol oynamadigi ancak insanlara bulagsmada

rezervuar gorevi gordiigii bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014).

Giiran ve Ilhak (2015) Ulkemizde yiiriittiikleri arastirmalarinda 310 adet tavuk et
orneginin % 8.6’sinda C. difficile izole etmislerdir. Diinyada tavuk gaita 6rneklerinde C.

difficile izolasyonu iizerine yiiriitiilen arastirmalarda; Zidaric ve ark. (2008) 61 adet
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tavuk gaita orneginin incelemesinde % 62.2 oraninda, Koene ve ark. (2011) 121 adet
tavuk gaita 6rneginin % 5.7’sinde, Saif ve Brazier (1996) 120 adet tavuk gaita 6rneginin
% 1.6’sinda, Skraban ve ark. (2013) toplam 143 tavuk gaita 6rneginin % 60.0 oraninda,
Indra ve ark (2009) 59 adet broyler tavuk gaita 6rneginin % 5’inde C. difficile izole
etmislerdir. Hindistan’da yiiriitiillen arastirmada Hussain ve ark. (2016) toplamda 125
adet broyler tavugun gaita orneklerinin % 13.9’unun C. difficile tespit etmislerdir.
Afrikada ylriitiilen arastirmada Simango ve Mwakurudza (2008) Zimbabwe’de satilan
canli broyler tavuklarinda 100 adet tavuk gaita 6rneginin % 29.0’unda C. difficile izole

etmistir.

Arastirmalara gore tavuk gaita drneklerinde % 1.6 — 62.2 oranlarinda 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). Gergeklestirilen tez
caligmasinda biiyiikbas veya kiiciikbas isletmeleri igerisinde yetistirilen ergin koy
tavuklarinin toplamda 50 adet kloakal svap 6rneklerinin % 2.0’sinde C. difficile tespit
edildi. Tavuk izolasyon oraninin Koene ve ark. 2011, Saif ve Brazier 1996, Indra ve ark.
2009, Giiran ve Ilhak 2015 arastirmalar1 ile yakin degerde ancak Skraban ve ark. 2013,
Zidaric ve ark. 2008, Hussain ve ark. 2016 aragtirmalarina gore diisiikk oranda tespit
edildigi belirlendi. Arastirmalar arasinda izolasyon oranlari arasindaki farkliliklarin
cografi farkliliklar, C. difficile prevalansindaki zaman farkliliklarinin, 6rnek alinan
hayvanlarin yaslariin farkliliklar1 gibi faktorlerin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Koene ve ark. 2011). Hussain ve ark. (2016), yiriittiikkleri aragtirmalarinda ticari
isletmelerde broyler tavuklarda C. difficile tespit etmistir ancak kdy tavuklarinda
bakteriyi teshis edememistir. Insanlarda C. difficile vakalar1 yas ile birlikte artis
gosterirken hayvanlarda ozellikle neonatal donemde daha fazla tespit edilmektedir
(Zidaric ve ark 2012). Zidaric ve ark. (2008) tavuklarda C. difficile sagilimina yonelik
yaptig1 arastirmada tavuklarda da yas ile birlikte gaitada bakteri varliginin azaldigim
ortaya koymustur. Bu tez arastirmasinda da izolasyon oraninin diger arastirmalara gore
diisiik olmasinin bir nedeni olarak da ergin tavuklarda daha az oranda C. difficile tespit

edilmesi sebebiyle oldugu diisiiniildii.

Tez arastirmasinda buzagi gaita 6rneklerinden % 70.0 (35/50)’inde C. difficile

tespit edilirken % 44.0’liniin, kuzu gaita 6rneklerinde ise % 12.0’sinin toksijenik sus

48



oldugu tespit edildi. Benzer arastirma sonucglarina gore buzagi gaita orneklerinden %
10.2 — 42.7, kuzularda ise % 1.0 - % 18.2 oraninda toksin iiretebilme kabiliyetine sahip
C. difficile’nin izole edildigi bildirilmistir olup diger arastirmalar ile uyumlu olarak
tespit edilmistir (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). Buzagi
gaita Orneklerinden izole edilen C. difficile toksin analizine ait benzer aragtirmalarda;
A-B-CDT+, A+B+CDT-, A+B+CDT+, A-B+CDT-, A-B+CDT+, A+B-CDT+
karakterde toksin iiretebilen C. difficile izole edildigi bildirilmistir (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 Orneklerinde tespit edilen toksijenik C. difficile suslarinin
A+B+CDT-, A-B+CDT+, A-B-CDT+ toksin iiretebilme karakterlerinde oldugu
bildirilmektedir (Knight ve Riley 2013, Koene ve ark. 2011) Sunulan arastirmada
buzagi gaita orneklerinden izole edilen C. difficile izolatlarinin toksin {iretimine ait
analizleri sonucunda A+B+CDT+, A-B+CDT-, kuzu gaita 6rneklerinden tespit edilen C.
difficile izolatlarinin A-B+CDT- ve A-B-CDT+ toksin dretebilen suslar oldugu
belirlendi. Calisma bulgularmin  benzer arastirmalar ile uyumlu oldugu
diistiniilmektedir. Toksin A ve toksin B, C. difficile’nin enfeksiyon olusturmasinda rol
oynayan temel viriilens faktorleridir. Her iki toksinin yaninda binary toksin adi verilen
toksini liretebilen suslar hiperviriilent suslar olarak adlandirilmaktadir (Aktories ve ark.
2018). Insanlarda binary toksin pozitif suslarmn tespitinin az olmasma karsin
hayvanlardan izole edilen C. difficile’lerin binary toksin pozitif suslar oldugunu ve bu
toksinin C. difficile suslarinin hayvanlarda adaptasyonda rol oynayabilecegi
belirtilmektedir. Buzagilarda, binary toksin negatif olan 077 ribotipi ile deneysel
enfeksiyon olusturma amaciyla yiiriitiilen arastirmanin basarisiz olmasinin nedeninin
buna bagli olabilecegi belirtilmektedir (Schneeberg ve ark. 2013). Tez calismasi
sonucunda ishalli buzagi ve kuzulardan izole edilen C. difficile izolatlarinda temel
viriillens faktorleri olan toksin A ve toksin B iiretebilen suslar ile hayvanlarda
enfeksiyonun gelisiminde rol oynayan binary toksin iiretebilen suslar tespit edilmistir ve

bu bulgular diger arastirmalar ile uyumlu olarak degerlendirildi.

Avbersek ve ark. (2009), buzagi orneklerinden izole edilen C. difficile’nin

izolatlarinda 002, 077 ve 033, Koene ve ark. (2011), yiiriittiikkleri benzer arastirmada
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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 etmislerdir.
Costa ve ark. (2011), buzagilardan izole edilen suslarin % 67.0’min PCR ribotip 078
oldugunu bildirmektedirler. Bandelj ve ark. (2016), buzag1 6rneklerinde 19 farkli ribotip
tespit ederken, 033 ribotipini baskin ribotip olarak tespit etmistir. Schneeberg ve ark.
(2013), 17 farkli PCR ribotipini buzagi 6rneklerinde tespit etmis olup bu ribotipler
icerisinde baskin olan ilk iki ribotipin % 56.9 oraninda 033 ribotipi ile % 16.6 oraninda
078 ribotipi bildirmistir. Magistralli ve ark (2015) arastirmalarinda buzagi
orneklerinden tespit edilen 82 izolatin ribotiplendirmesinde 8 farkli ribotip tespit
etmistir. Bu ribotiplerin, % 52.5’inin 078, % 19.5’inin 012, % 15.9’unun 126 ve %
7.3’liniin ise 033 ribotipi olarak rapor etmistir (Magistralli ve ark 2015). Keel ve ark.
(2007) 2 aydan kiigiik buzagilardan izole edilen 33 adet C. difficile’nin % 94.0’{iniin
078 ribotipi, % 3.0’lniin 033 ribotipi ve % 3.0’liniin ise 002 ribotipi oldugunu
bildirmektedir. Janezic ve ark. (2014), bir¢ok farkli lilkeden farkli tiirden hayvanlardan
izole edilen C. difficile izolatlarinin PCR ribotip dagilimini belirlemek amaciyla
yirlttikleri ¢calismalarinda sigir, at, domuz, tavuk, kedi, kopek, rakun, yabani tavsan,
keci, kaz ve kargalardan izole edilen suslari incelemislerdir. Sigirlardan izole edilen
suslarin 078, 014, 002, 010, 033, 126, 045, 005, 013, 103, 288, 081, 015, 027, 029, 050,
342, 365, ve 602 PCR ribotiplerinin oldugunu bildirmistir (Janezic ve ark. 2014).
Avbersek ve ark. (2014), kuzu gaita 6rneklerinden izole ettikleri C. difficile’lerin 056 ve
SLO 061 olmak tizere iki farkl ribotip tespit etmislerdir. Koene ve ark. (2011), koyun
gaita orneklerinden tespit ettikleri suslarin 015 ve 097 olmak tizere iki farkli ribotip

tespit etmistir.

Yiiriitiilen tez ¢aligmasinda alinan gaita 6rneklerinden izole edilen toksijenik C.
difficile izolatlarinin PCR ribotiplendirmesi sonucunda buzagilarda 078 ve 017 PCR
ribotipleri, kuzularda ise 033 ve 017 PCR ribotipleri tespit edildi. Ozellikle 078
ribotipinin ¢iftlik hayvanlarinda yaygin oldugu bildirilmektedir (McNamara ve ark.
2011, Janezic ve ark. 2014, Knight ve ark. 2013). Buzagilar {izerine yapilan bilimsel
arastirmalarda yaygin olarak 078 ve 017 ribotipleri izole edilmektedir. C. difficile 078
PCR ribotipi toksin A, toksin B ve binary toksin iiretebilmesi sebebiyle 027 PCR

ribotipi ile birlikte hiperviriilent ribotip olarak degerlendirilmektedir (McNamara ve ark.
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2011). Insanlarda hipervirulent 078 PCR ribotipine bagli vakalarin domuz ve
buzagilardan koken aldigi bildirilmektedir (Bauer ve Kuijper 2015). Buzagilarda 078
PCR ribotipinin hipervirulent olmasmin yaninda bir diger énemli yani ise uzun siire
sindirim sisteminde kolonize olmasidir. Yiiriitiilen bir arastirmada ayni buzagilardan
farkli 6rnekleme donemlerinde 078 ve 126 PCR ribotiplerinin tespit edildigi ve her iki
ribotipin diger ribotiplere nazaran daha uzun siire kolonize oldugu ortaya konmustur
(Zidaric ve ark 2012). Toksin A ve B iiretemeyen sadece binary toksin iiretebilme
kabiliyetinde olan 033 ribotipi genel olarak buzagi ve domuz yavrularinda tespit
edilmektedir ve Veteriner Hekimlikte 6nemli oldugu bildirilmektedir (Androga ve ark.
2015). PCR ribotip 033 sigir haricindeki diger hayvanlarda nadiren bulunmaktadir.
Binary toksin liretebilen suslar insanlarda vakalarin patogenezisinde daha az oranda rol
alirken hayvanlarda daha fazla oranda tespit edilmektedir (Schneeberg ve ark. 2013). C.
difficile 017 ribotipinin insan ve buzagilardan izole edildigi ve bu ribotipin de zoonoz
karakterde oldugu bildirilmektedir (Bauer ve Kuijper 2015). Toksin B iiretebilen toksin
A ve CDT iretemeyen 017 ribotiplerine bagli insan vakalarinin artmakta oldugu
bildirilirken bu ribotipler ¢iftlik hayvanlarindan da izole edilmektedir (Rodriguez-
Palacios ve ark. 2006, Jafari ve ark. 2014). PCR ribotip 017 ¢esitli lilkelerde insan
vakalarinda raporlanmaktadir ve bu durum insan - hayvan bulasini isaret etmektedir
(Rodriguez-Palacios ve ark. 2006). Hayvanlardan C.difficile’nin izolasyonu ve
tiplendirilmesi hakkinda bir¢ok arastirma olmasina ragmen bu arastirmalarin genellikle
lokal ve PCR ribotiplendirme nomenklatiiriindeki farkliliklar sebebiyle karsilastirma
yapmak oldukga zordur (Janzic ve ark. 2014). Yiiriitiilen tez calismasinda tespit edilen
PCR ribotiplerinin ¢iftlik hayvanlarinda yiiriitiillen ve bildirilen izolatlar ile uyumlu
oldugu ve bu ribotiplerin yaygin olarak ciftlik hayvanlarindan tespit edilebildigi

belirlendi.

Tez arastirmasinda elde edilen toksijenik C. difficile izolatlarinin antimikrobiyal
duyarlilik testleri mikrobroth diliisyon metoduna gore yapildi. Ciftlik hayvanlarindan
izole edilen C. difficile izolatlar1 iizerine yiiriitiilen bu arastirmada; Incelenen toplam 24
izolatin % 58.3’linde penisilin antibiyotigine karsi diren¢ oldugu belirlendi. C.
difficile’nin penisilin direnCi lizerine yapilan arastirmalarda direng¢ oranlari penisilin
% 38.5 — 40.0 olarak bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, Pirs ve ark. 2013).

Arastirma sonucunda penisilin grubu antibiyotik etken maddelerinde tespit edilen MIK
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90 degeri; penisilin 4 pg/ml olarak tespit edilmistir. Avbersek ve ark. (2014), koyun ve
kecilerden izole ettigi C. difficile suslarmin MIK 90 penisilin 2 pg/ml, Pirs ve ark.
(2013) insan ve hayvan izolatlarinin MIK 90 penisilin 4 pg/ml olarak bildirilmektedir.
Penisilin antibiyotigine kars1 direng oranlarinin yakin degerlerde olarak degerlendirilmis
olup MIK 90 degeri Avbersek ve ark. (2014) ve Pirs ve ark. (2013) calismalar ile

uyumlu bulunmustur.

Betalaktam antibiyotikler icerinde yeralan ampisilin antibiyotigine kars1 direng
orani olarak toksijenik C. difficile izolatlarinin % 50.4’{inde diren¢ belirlenmesine
ragmen ampisilin/sulbaktam etken maddesine karsi direng tespit edilmedi. Ciftlik
hayvanlarindan izole edilen C. difficile izolatlarinin ampisilin direnci benzer
arastirmalarda % 6.8 — 20.8 oraninda oldugu belirtilmektedir (Avbersek ve ark. 2014,
Pirs ve ark. 2013, Thitaram ve ark. 2016, Hampikyan ve ark. 2018). Arastirma
sonucunda MiK 90 degeri ampisilin 16 pg/ml, ampisilin/sulbaktam 1/ 0.5 pg/ml olarak
belirlendi. Benzer arastirmalari ampisilin MiK 90 degerleri Avbersek ve ark. (2014),
ampisilin 1 pg/ml, Kunishima ve ark. (2013) ampisilin 4 pg/ml, Pirs ve ark. (2013)
ampisilin 2 pg/ml, Thitaram ve ark. (2016) ampisilin 3 pg/ml olarak tespit etmislerdir.
Pirs ve ark. (2013) ampisilin/siilbaktam 1/0.5 pg/ml MIK 90 degerini bildirmektedir.
Tez arastirmasi bulgularma gére ampisilin/sulbaktam direng ve MIK 90 degeri Pirs ve
ark. (2013) c¢alismasi ile uyumludur. Ancak ampisilin direng yiizdeleri ile MIK 90
degeri diger arastirmalara gore yiiksek oranda tespit edildi. Bunun nedeninin betalaktam
antibiyotiklere kars1 bakteriler tarafindan sentezlenen betalaktamazlar, betalaktam
antibiyotiklerin etkinligini azaltmakta veya ortadan kaldirmaktadir (Calderon ve
Sabundayo 2007). Bu nedenle, sulbaktam ile bilesik olusturan aminopenisilinler ve
karboksipenisilinlerin etkinliklerini arttirmaktadir (Kaya 2007, Calderon ve Sabundayo
2007).

Yiirtitiilen tez arastirmasinda buzag1 ve kuzulardan izole edilen toksin iiretebilen
C. difficile izolatlarinin % 83.4’tinde klindamisin etken maddesine karsi direng oldugu
ortaya konulmus olup es deger arastirmalarda klindamisin diren¢ oranlar1 arastirmacilar
tarafindan % 10.0 — 90.9 oranlarinda oldugu 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 karsi
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duyarlilik testi sonucunda MIK90 > 8 ug/ml oraninda tespit edildi. C. difficile
izolatlarmin antimikrobiyal duyarliliklar1 yoniinden yiiriitiilen arastirmalarin MIK 90
degerleri; Avbersek ve ark. (2014) 4 pg/ml, Kunishima ve ark. (2013) > 32 pg/ml,
Limbago ve ark. (2009) 256 pg/ml, Hastey ve ark. (2017) 64 ug/ml, Bandelj ve ark.
(2017) 32 pg/ml, Alvarez-Perez ve ark.(2017) > 256 pg/ml, Pirs ve ark. (2013), 8
ug/ml, Igawa ve ark. (2016) > 32 pg/ml olarak bildirilmistir. Benzer arastirmalarda
klindamisin etken maddesine kars1 direng yiizdeleri ile MIK 90 degerlerinin ¢alisma

direng oran1 ve MiK 90 degerlerinin uyumlu oldugu tespit edildi.

Bakteriostatik etki gosteren tetrasiklin antibiyotik etken maddesine Kkarsi
aragtirma sonucunda elde eldilen izolatlarin %16.6’smin direngli oldugu ortaya konuldu.
Tetrasiklin etken maddelerine kars1 bildirilen direng oranlar1 % 1.9 — 93.0 arasinda
degerlerdir (Pirs ve ark. 2013, Bandelj ve ark. 2017, Costa ve ark. 2011, Hampikyan ve
ark. 2018, Alvarez-Perez ve ark. 2017). Calismada izolatlarin % 90’11 inhibe eden
antibiyotik yogunlugu olarak > 8 pg/ml olarak tespit edildi. Alvarez-Perez ve ark.
(2017) 16 pg/ml, Pirs ve ark. (2013) 8 pg/ml olarak tespit etmislerdir. Tez galismasi
sonucunda direng oranlar1 diger calismalar ile uyumlu olup MiK 90 degeri Alvarez-
Perez ve ark. (2017) ve Pirs ve ark. (2013) MIK 90 bulgular: ile uyumludur.
Tetrasiklinlere karsi diren¢ mekanizmasi ribozomal koruma yoluyla olmaktadir
(Spigaglia 2016). Bu koruma ile ilgili genetik elementler Tn6164, Tn 5397, Tn916-like
transpozonlaridir ve bu transpozonlar tetM, tet44, tetW genlerinin transfer ederek
tetrasiklinlere diren¢ ile ilgili olan tet direng genini ihtiva ettigi bildirilmektedir
(Spigaglia 2016, Peng ve ark. 2017). Tn6164 transpozonu tet44 yapisini meydana
getirirken bu yap1 genellikle 078 ribotiplerinde goriildiigii ve bunun 078 ribotipinin
virlilensinde etkili bir faktor oldugu belirtilmektedir (Peng ve ark. 2017).

Sunulan tez arastirmasinda elde edilen toksijenik C. difficile suslarinin
tamaminda amoksisilin/klavulanik asit antibiyotik etken maddesine kars1 direng
bulunmamis olup es deger arastirmalarda amoksisilin/klavulanik asit direng
yiizdelerinin % 0 — 1.2 oldugu bildirilmektedir (Pirs ve ark. 2013, Thitaram ve ark.
2016, Hampikyan ve ark. 2018). Yiiriitillen arastirmada amoksisilin/klavulanik asit
etken maddesinin MIK 90 degeri olarak 4/2 pug/ml yogunlugunda inhibisyon oldugu
belirlendi. Kunishima ve ark. (2013) 0.5 pg/ml, Pirs ve ark. (2013) 1/0.5 pg/ml,
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Thitaram ve ark. (2016) 0.75 ug/ml olarak tespit etmiglerdir. Tez bulgularina gore
diren¢ oran1 ve MIK 90 inhibisyon orani ile diger arastirmalar arasinda uyum oldugu

degerlendirildi.

Sefalosporin grubu antibiyotikler icerisinde yer alan sefotetan etken maddesine
kars1 izolatlarin hi¢birinde direng tespit edilmemistir ve benzer sekilde Pirs ve ark.
(2013) galismalarinda hayvan izolatlarinin sefotetan etken maddesine karsi direncinin
olmadigin1 ortaya koymustur. Antimikrobiyal duyarlilik analizi sonucunda izolatlarin
MIK 90 degerini 32 pg/ml olarak belirlendi. Pirs ve ark. (2013) C. difficile
antimikrobiyal duyarlilik analizleri sonucunda sefotetan etken maddesi MIK 90 degerini
16 pg/ml olarak belirlemistir. Sefotetan MIK 90 degerlerinin Pirs ve ark. (2013)

¢alismalari ile uyumludur.

Tez calismasinda analizi yapilan bir diger sefalosporin grubu antibiyotik etken
maddesi olan sefoksitin yoniinden calisilan izolatlar % 91.7’sinde direng tespit edildi.
Ciftlik hayvanlarindan izole edile C. difficile suslarinin sefoksitin direng yiizdelerinin
% 97.9 - 100 arasinda oldugu bildirilmektedir (Avbersek ve ark. 2014, Pirs ve ark.
2013). Yiiriitillen ¢alismada sefoksitin antibiyotigine karsi MIK90 degeri olarak >32
ng/ml olarak belirlendi. Avbersek ve ark. (2014) sefoksitin etken maddesi MiK 90
degerini >32 pg/ml, Pirs ve ark. (2013) C. difficile antimikrobiyal duyarlilik analizleri
sonucunda sefoksitin >32 olarak belirlemistir. Sefoksitin direng yiizde orani ile MiK 90

degeri diger arastirmalar ile uyumlu olarak degerlendirildi.

Antimikrobiyal duyarlhilik testlerinde direng tespit edilmeyen bir diger
antimikrobiyal ajan kloramfenikol etken maddesidir. Pirs ve ark. (2013) giftlik
hayvanlarindan izole ettikleri C. difficile izolatlarimi inceledikleri ¢alismalar1 sonucunda
diren¢ olmadigini bildirmektedir. Toksin iiretebilen C. difficile’lerde MIK90 degeri 8
png/ml olarak belirlendi. Kunishima ve ark. (2013) klinik vakalardan izole ettikleri C.
difficile’lerde MIK 90 degeri olarak 32 pg/ml, Pirs ve ark. (2013) 4 pg/ml oraninda
tespit etmistir. Kloramfenikol antibiyotigine ait diren¢ yiizdesi ve MIiK 90 degerleri

arastirmalar ile uyumlu oldugu degerlendirildi.

Yiiriitilen tez ¢alismasinda imipenem ve meropenem etken maddelerine karsi

analiz edilen suslarda direng tespit edilmedi. Pirs ve ark. (2013) imipenem ve
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meropenem etken maddelerine kars1 direng yiizdelerini sirasiyla % 28.1, % 1.0 olarak
tespit etmistir. Test edilen izolatlarmn MIK 90 degerleri imipenem 2 pg/ml, meropenem
8 ug/ml oraninda tespit edildi. Es deger arastirmalarda etken maddelerinin MIK 90
degerleri; Pirs ve ark. (2013) imipenem > 8 ug/ml, meropenem 2 pg/ml, Kunishima ve
ark. (2013) imipenem >32 pg/ml, Bandelj ve ark. (2017) imipenem < 4 pg/ml olarak
tespit etmistir. Elde edilen bulgular Pirs ve ark. (2013), Kunishima ve ark. (2013) ve
Bandelj ve ark. (2017) ile uyumludur.

C. difficile enfeksiyonlarinin tedavilerinde vankomisin etken maddesinden &nce
tedavide kullanilabilir etken olan metronidazol antibiyotigine karsi geng hayvan
izolatlarinda direng tespit edilmemistir. Metronidazol etken maddesine kars1i C.
difficile’nin direng¢ oraninin artmakta oldugu bildirilmektedir. Benzer aragtirmalarda
metronidazol etken maddesine kars1 direng yiizdelerinin % 0 — 24.9 arasinda oldugu
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). Geng ¢iftlik hayvanlarinda izole edilen C. difficile’lerin
metronidazol MIK90 degeri 1 pg/ml olarak tespit edildi. Test edilen suslarn tamami
metronidazole duyarli olarak belirlendi. Benzer arastirmalarda belirlenen MIiK 90
degerlerine gore, Bandelj ve ark. (2017) < 0.25, Alvarez-Perez ve ark. (2017) 0.5 pg/ml,
Thitaram ve ark. (2016) 0.38 pg/ml olarak belirlemistir. Hastey ve ark. (2017) 920 adet
C. difficile izolatinin antibiyotik duyarlilik testleri hakkindaki arastirmalarinda 1 pg/ml
tespit etmislerdir. Pirs ve ark. (2013) insan ve hayvanlardan izole ettigi C. difficile
izolatlarinin metronidazol MIK90 degerini < 0.5 pg/ml olarak belirlemistir. Igawa ve
ark. (2016) arastirmalarinda analiz ettikleri C. difficile’lerin metronidazol MiK90 0.5
ng/ml olarak tespit etmistir. Bandelj ve ark. (2017), Alvarez-Perez ve ark. (2017),
Thitaram ve ark. (2016), Hastey ve ark. (2017), Pirs ve ark. (2013) ve lgawa ve ark.
(2016) arastirma bulgular ile tez g¢alismasinin metronidazol antibiyotigine ait direng

yiizdesi ve MIK 90 degeri uyumlu oldugu belirlendi.

Ureidopenisilin olarak siniflandirilan mezlosilin ve piperazinler sinifinda yer
alan  penisilinaz  direnci  olmayan piperasilin ile penisilinaz  direncinin
piperasilin/tazobaktam etken maddeler penisilin grubu antimikrobiyal etken maddeler

icerisinde Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerine etkili genis spektrumlu
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antibiyotiklerdir (Calderon ve Sabundayo 2007). Yiritilen tez c¢alismasinda
ureidopenisilin grubu antibiyotiklerden mezlosisilin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam
etken maddelerine karsi direng tespit edilmemis olup Pirs ve ark. (2013)
arastirmalarinda hayvan izolatlarinda ayni etken maddelerine karsi direng tespit
etmemistir. Arastirma sonucunda mezlosisilin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam
antibiyotik etken maddelerinde tespit edilen MIK 90 degerleri sirasiyla; 8 pg/ml, 16
pug/ml, 16/4 pg/ml olarak tespit edilmistir. Kunishima ve ark. (2013) piperasilin 16
pug/ml, piperasilin/tazobaktam 16 pg/ml, Pirs ve ark. (2013) insan ve hayvan
izolatlarmin mezlosilin <4 pg/ml, piperasilin 8 pg/ml, piperasilin/tazobaktam 8/4 pg/ml
olarak bildirilmektedir. C. difficile izolatlarinin mezlosilin, piperasilin = ve
piperasilin/tazobaktam etken maddelerine kars1 diren¢ oranlari ile MiK 90 degerleri

benzer aragtirmalar uyumludur.

Sonug olarak yiiriitiilen tez calismasi ile ililkemizde neonatal dénemde ishalli
buzagi, kuzu, oglaklarin ve ayni ortamda barindirilan tavuklarin gaita orneklerinde
toksin tiretebilen C. difficile suslari tizerine yapilmis kapsamli ve ilk olan bu arastirmada
buzagi ve kuzularin gaita orneklerinde toksijenik C. difficile suslarinin varligi ortaya
konulmustur. Diinya genelinde insanlarda, domuzlarda ve atlarda patojen olarak kabul
edilen C. difficile birgok arastirmaci tarafindan buzagi ishallerinin etiyolojisinde de rol
oynadig1 bildirilmektedir. Neonatal donemdeki ishal vakalarinda patojenik suslarin
tespit edilmesi etkenlerin etiyolojide rol oynadigini destekler niteliktedir. Bu kapsamda
yiiriitiilen tez ¢alismasi bulgular1 dogrultusunda ozellikle de antibiyotik tedavilerine
cevap alinamayan neonatal donemdeki hayvanlarin ishal vakalarin mikrobiyolojik
analizlerinde C. difficile yoniinden de analiz edilmesi, izolasyon durumlarinda ise

toksijenik olup olmadiginin tespit edilmesi gerektigi diisiiniilmektir.

Bakterinin zorunlu anaerobik bakteri olmasi ve oksijenli ortamda vejetatif
formlarinin  canliligin1  yitirmesinden dogacak yanlis negatif sonuglarin Oniine
gecilebilmesi amaciyla kiiltiirde izolasyon ile molekiiler teshis metotlarin birarada
kullanilmasi, pozitif vakalarda ise molekiiler tiplendirme ve antibiyogram gibi

analizlerin de yapilabilmesi amaciyla bakterinin izole edilmesi 6nerilmektedir.

Tez ¢alismasinda tespit edilen 017, 033 ve 078 PCR ribotiplerinin hem

insanlarda hem de hayvanlarda ishal vakalarinda tespit ediliyor olmasi sebebiyle kdken
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olarak bulagmalarda ¢iftlik hayvanlarinin rol oynadigi bircok arastirmaci tarafindan
belirtilmektedir. Bu dogrultuda ciftlik hayvanlarinin antibiyotik tedavilerinde dikkatli
antibiyotik se¢imi ve uygun kullanimimin saglanmasnin insan sagligi yoniinden de

onemli oldugu diisiiniilmektedir.

Hastaligin ortaya cikisinda risk faktorlerinin basinda antibiyotik kullanimi yer
almaktadir. Yiriitilen calisma ile toksijenik C. difficile izolatlarinin ampisilin,
sefoksitin, penisilin, tetrasiklin ve klindamisin antimikrobiyal etken maddelerine karsi
direncinin oldugu ortaya konulmustur. Ozellikle neonatal dénemdeki hayvanlarda
betalaktam grubu antibiyotiklerin kullanimi1 durumlarinda betalaktamaz ve penisilinaz
inhibitori ihtiva eden antibiyotiklerin tercih edilmesi ile sefoksitin, tetrasiklin ve
klindamisin etken maddelerine kars1 yiiksek direng nedeniyle bu etken maddeleri i¢eren

tedavi protokollerinden kaginilmasi gerekliligi tavsiye edilmektedir.

Hastaligin ortaya ¢ikmasinda esas risk faktorii antibiyotik kullanimi olmasi
nedeniyle insanlarda ve hayvanlarda C. difficile’in neden oldugu enfeksiyonlarin
antibiyotik tedavisi sonrasinda bir komplikasyon gibi ortaya ishal vakalar1 ortaya
cikmaktadir. Neonatal donemdeki hayvanlarda antibiyotik kullanimi ile C. difficile
sacilimi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmektedir. Hayvan sagligini ve
halk sagligin1 dogrudan ilgilendiren antibiyotik direnci konusunda Veteriner Hekim
hizmetlerinde 6ncelikle ag1, dezenfeksiyon, iyi bakim-besleme gibi koruyucu hekimlik
onlemlerinin uygulanmasi ile antibiyotik kullaniminin azaltilmasim saglayacaktir.
Ayrica C. difficile’nin  neonatal donemdeki hayvanlarin ishal vakalarinin
etiyolojisindeki risk oranini belirlemek amaciyla saglikli ve ishalli buzagilarda vaka-

kontrol ¢aligmalarinin yapilmasina ihtiyag duyulmaktadir.

Diinya genelinde giin gectikge artan C. difficile insan vakalarindan tespit edilen
ribotiplerin genel olarak ¢iftlik hayvanlarinda tespit edilen ribotipler ile ayni1 veya
benzer olduklar1 bildirilerek c¢iftlik hayvanlarindan insanlara bulasmanin oldugu
belirtilmektedir. Ulkemizde insan ve hayvan vakalarinin Karsilastirilarak yaygin
ribotipler ile ortak ribotipler iizerine epidemiyolojik arastirilmalarin yapilmasinin
gerekli oldugu disiiniilmektedir. Bu sayede salginlarin ortaya c¢ikmasi halinde

kokeninin de tespit edilebilmesine katki saglayacaktir.
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