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OZET
MODIFiYE ATMOSFER PAKETLI SIGIR KIYMA VE KUSBASI
ORNEKLERINDE CLOSTRiDiUM DiFFICILE VE TOKSIN GENLERININ
PCR ILE BELIRLENMESI
Amag: Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda konvansiyonel yontem ve PCR teknigi ile
modifiye atmosfer paketli (MAP) sigir kiyma ve kusbasi orneklerinde Clostridium
difficile prevalansi, izolatlardaki toksin gen tipinin belirlenmesi ve metronidazol,
vankomisin ve klindamisin antibiyotiklerine direngliliklerinin tespiti amaglanmustir.
Materyal ve Metot: Calismada sigir orjinli modifiye atmosfer paketli 50 kusbasi ve 50
kiyma 6rnegi Samsun ili kasap ve marketlerinden rastgele toplanmigtir. C. difficile’nin
izolasyon ve identifikasyonu Boer ve ark. (2011)’min belirledikleri klasik kiiltiir
teknigine gore, izolatlarinin dogrulanmasi ve toksin genlerinin tespiti Lemee ve ark.
(2004)’nin belirledikleri yontemlere gére multipleks PCR (mPCR) ile tamamlanmustir.
izolatlarin antibiyotik direng profilinin belirlenmesinde ise CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2012) standartlar1 esas alinmstir.
Bulgular: 50 sigir kiyma 6rneginin 2’sinde (% 4), 50 sigir kusbasi 6rneginin 1’inde (%
2), C. difficile etkeni saptanmistir. mPCR ile yapilan molekiiler degerlendirmede ise,
konvansiyonel yontemle belirlenen toplam 5 izolat mPCR ile tpi geni iizerinden C.
difficile olarak dogrulanmustir. Izolatlarmin toksijenik o6zelliklerine bakildiginda 5
izolatin 3 tanesi toksijenik karakterde olup 2’sinde C. difficile tip B (tdcB), 1’inde ise C.
difficile tip A (tdcA) toksin geni tespit edilmistir. Fenotipik antibiyotik direng profilinde
ise klindamisine karst yalnizca C. difficile tip A (tdcA) toksin genini igeren izolat
direncli bulunurken, tiim izolatlar vankomisine ve metronidazole kars1i duyarh
bulunmustur.
Sonug¢: Arastirma sonucunda modifiye atmosfer paketli (MAP) sigir kiyma ve kusbagi
orneklerinde C. difficile etkeni, toksin tipi ve antibiyotik direnglilik profili Tiirkiye’de
ilk kez belirlenmistir. Calisma sonucunda hayvansal orjinli gidalarda tespit edilen C.
difficile etkenin halk saglig1 i¢in potansiyel bir tehlike olabilecegi ortaya konmustur.
Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnglilik, Clostridium difficile, MAP kiyma, MAP
kusbasi, Multipleks PCR.
Fatma ATASOY, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Subat-2015

iv



ABSTRACT
DETECTION OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE AND TOXIN GENES IN
SAMPLES OF MODIFIED ATMOSPHERE PACKAGED MINCED AND
CUBED MEAT BY PCR
Aim: In this master thesis conventional methods and PCR technique is used to know the
prevalence of Clostridium difficile in samples of modified atmosphere packaged (MAP)
minced and cubed meat, determining the genotype of toxins in the isolates and aimed
determination of sensitivity to metronidazole, vancomycin and clindamycin antibiotics.
Matherial and Method: In the study 50 modified atmosphered packaged minced meat
and 50 cubed meat samples of bovine origin were collected randomly from the butcher
and market in Samsun. Isolation and identification of C. difficile with classical culture
technique performed according to Boer and others (2011), confirmation of isolates and
toxin genes with multiplex PCR (mPCR) conducted according to Lemee and others
(2004). Antibiotic resistance profile of isolates determined based on CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2012) standarts.
Results: Such that in 2 of 50 (4 %) minced meat samples and in 1 of 50 (2 %) cubed
meat samples C. difficile strains has been identified. With the mPCR molecular
evaluations, a total of five isolates known by conventional method were confirmed by
mPCR was verified C.difficile type gene. When C. difficile isolated properties evaluated
3 out of 5 shows toxigenic character, 2 in the C. difficile type B (tdcB), 1 in C. difficile
type A (tdcA) toxin genes have been identified. When antibiotic resistance profile
phenotypically analysed, only C. difficile type A (tdcA) toxin gene was found resistant
against clindamycin all isolates were sensitive to vancomycin and metronidazole.
Conclusion: As results of research in modified atmosphere packaged (MAP) minced
and cubed meat samples strain, toxin type and antibiotic resistance profile is determined
for the first time in Turkey. The result of this study demonstrated that C. difficile strain
detected in food of animal origin could be a potential danger to public health.
Keywords: Antibiotic resistance, Clostridium difficile, MAP cubed beef, MAP minced
beef, Multiplex PCR.

Fatma ATASOY, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, February-2015
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ABF: Antimicrobial Free

ADP: Adenozin di Fosfat

AI-57: Austrian Isolate (Avusturya izolati)

CCFA: Cycloserin-Cefoxitine-Egg Yolk Fructose Agar

CDB: Clostridium Difficile Selective Medium

CDE: Clostridium Difficile Enfeksiyonlari

CDI: Clostridium Difficile infeksiyonlari

CDMN: Clostridium Difficile Moxolactam Norfloxacin

CDT: Clostridium Difficile Toksin (Binary toksin)

CHO: Chinese Hamster Ovary (Cin Hamster Yumurta Hiicreleri)

CIPAR: Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii)

CMA: Cycloserine-Mannitol Agar

CMBA: Cycloserine-Mannitol Blood Agar

CO,: Karbondioksit

EIA: Enzim Immiinoassay

EVA: Etilen Vinil Asetat

EVOH: Etilen Vinil Alkol Kopolimerleri

Fab: Fragment Antigen Binding- Antijen Baglayan Kisim

FL: insan Amniyon Hiicreleri

H.: Hidrojen

HACCP: Hazard Analysis and Critical Control Points (Tehlike Analizi ve Kritik
Kontrol Noktalar1)

Hep2: Human Epithelial (insan Epitel Hiicresi)

Kb: Kilobaz Cifti

kDa: Kilo Dalton

MAP: Modified Atmosphere Packaged ( Modifiye Atmosfer Paketleme)

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyon
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MMA: Mastitis-Metritis-Agalaksiya

mm: Milimetre

ml: Mililitre

mPCR: Multiplex PCR (Multipleks PCR)

MRC 5: Insan Embriyonik Akciger Fibroblast Hiicreleri
nm: Nanometre

N,O : Azot di Oksit

OPP: Orient Edilmis Poli Propilen

PA: Poliamid (Naylon)

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
PE: Polietilen

PET: Polietilen Tereftalat

PMG, PYG: Pepton-Maya Oziitii-Glikoz

PMK: Pseudomembrandz Kolit

pg: Pikogram

PVC: Polivinilklorid

TNFa: Tiimor Nekroze Edici Faktor Alfa

UV: Ultraviyole

Vero: Afrika Yesil Maymun Bobrek hiicreleri

WI-38: insan Embriyonik Akciger Fibroblast Hiicreleri
ug: Mikro gram
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1. GIRIS

Tiikettigimiz etin besleyicilik degerinin yiiksekligi yaninda, ¢ok kolay
bozulabilen bir gida olmasi, tiretimi, ¢esitli tirtinlere islenmesi ve muhafazasi sirasinda
diger gidalarla mukayese edilemeyecek Olclide dikkat gerektirmektedir (Gokalp ve
Yetim, 1988). Ciinkii etin biyolojik Ozellikleri ve hazirlanma teknolojisi, ¢esitli
mikroorganizmalarin bulagsmasina ve bunlarin ¢ogalmasina son derece uygun bir ortam
olusturmaktadir. Etin kendine 6zgii niteliklerinin korunabilmesi, oncelikle kesim ve
tiretim asamasindaki hijyenik kurallara uyulmasi ile miimkiin olabilmektedir (Yetim,
1985). Arastirmalar, etlerin hazirlanmasindan tiikketimine kadar gecen siirede, karkasin
cesitli yollarla kontamine olmasindan baska ¢alisanlarin elleri, giysileri, bicaklar, isleme
makinalar1 gibi alet, ekipman ve diger cevresel faktorlerden oldukga yiiksek sayida
mikroorganizmanin bu iiriinlere bulastigi gostermistir (Inal, 1976; Gokalp ve Yetim,
1988).

Gilinlimiizde si1g1ir eti glivenligi, liretimin tiim asamalarinda uygulanan kontrol
Oonlemlerini igeren Dbir ¢iftlikten sofraya gida giivenligi sistemi temelinde
saglanmaktadir. Mezbahalarda kesim ve parcalama sirasinda sigir karkaslarimin
kontaminasyonu ka¢inilmazdir. Bu nedenle, sigir karkaslarinda bulunabilecek

patojenleri elimine etmek i¢in ¢esitli yontemler uygulanmaktadir (Buncic, 2009).

Et tiretim miktarlarina bakildiginda Diinya dana eti tiretim miktarlarinin 2010-
2013 doneminde artis gosterdigi goriilmektedir. 2010 yilina gore dana eti iiretimi
yaklasik 1 milyon ton artarak 2013 yilinda 58.620 milyon ton olarak gergeklesmistir.
Uretimdeki en biiyiik pay1 ise yaklasik % 20 oranla Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
olusturmaktadir. Tiirkiye’de biiyiikbag kirmiz1 et iiretimine bakildiginda toplam tiretim
miktar1 2010 yilindan itibaren siirekli artig gostermis, 2010 yilinda 618.584 bin ton olan
tiretim miktar1 % 41 artisla 2013 yilinda 869.292 bin tona ulagmistir (Tablo 1) (Anon,
2014Db).



Tablo 1. Diinyadaki ve Tiirkiye’deki kirmizi et (sigir eti) tiretim miktarlari (Anon, 2014a; Anon, 2014b)

2010 2011 2012 2013 2014
(Tahmini)
Diinya (1000 ton)  57.576 57.422 57.623 58.620 58.856
Tiirkiye (ton) 618.584 644.906 799.344  869.292  945.360

Gidalarin muhafazasinda vakum paketleme ve gazla paketleme giliniimiizde en
yaygin kullanilan ambalajlama yontemleridir. Bu ambalajlama yontemlerinin prensibi,
esit sicaklik kosullari altinda gida kalitesinin devamliliginin saglanmasi amaciyla
¢evresinde bulunan gazlarin dogal kompozisyonunun degistirilmesine dayanir (Brody,
1989). Gazla paketleme yontemlerinden biri olan Modifiye Atmosfer Paketleme (MAP)
teknolojisi raf omriinli artirmak amaciyla ilk defa 1920’lerde kullanilmaya baslanmis,
1930’1lu yillarda ise karkas ve meyve transportu sirasinda CO; kullanilarak raf dmriiniin
arttirtldigr bildirilmistir (Coventry ve ark. 1998). MAP teknikleri kullanilarak et ve et
trlinlerinin raf omriinde % 50-400 artis saglanabilecegini ortaya koyan calismalar
yapilmistir (Giin ve ark., 1996; Kennedy ve ark., 2004; Han, 2005).

Gilinimiizde gida tiiketiminde tercihler dogrultusunda tazelik ve pratikligin 6n
planan ¢ikmasi MAP'a olan talebi giin gectikce daha da artmakta, buna bagli olarak
kullanim alanlar1 da yayginlagmaktadir (Phillips, 1996). Cig ve pismis et-et triinleri,
tavuk, balik, kabuklu su iiriinleri, sebze, meyve, taze pasta, unlu mamiiller, siit tirlinleri,
sandvig, cips, kahve, cay gibi pek ¢ok gida maddesi icin MAP teknigi kullanim alani
bulmustur (Davies, 1999; Phillips, 1996).

C. difficile, insanlar i¢in patojen olan ekzotoksin iireten Gram pozitif, sporlu,
zorunlu anaerob basildir (Lipson ve ark., 2003; Kawecki ve ark., 2007). Toksin A ve
toksin B iireten toksijenik suslar1 oldugu gibi, toksin iiretmeyen non-toksijenik suslari
da vardir. Toksin tireten C. difficile suslari yetiskin insanlarda antibiyotikle iliskili ishal
ve psodomembrandz kolitin en sik sebebi olarak bildirilmektedir. Nozokomiyal bir ajan
olmasi ve uygun olmayan antibiyotik kullanimlarinin sik goriilmesi, bu bakteri ile her
yil milyonlarca insanin infekte olmasina yol agmaktadir (Murray ve ark., 2005; Fawley

ve ark., 2005; Rexach ve ark., 2006). C. difficile, dogada yaygin olarak bulunan, uygun
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olmayan kosullarda sporulasyonla hayatini siirdiirebilen nozokomiyal patojen olarak
rapor edilmektedir (Biiyiikbaba, 1994; Kiyan, 1999).

Mikroorganizmanin insana gegisi oral fekal yol ile olur. C. difficile sporlar
olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli oldugundan ¢evrede yaygin olarak bulunur ve
enfeksiyon i¢in stlirekli rezerv olusturur (Barbut ve Petit, 2001). Yapilan ¢aligsmalarda C.
difficile etkeni bir¢ok arastirmaci tarafindan gidalarda identifiye edilmistir. Rodriquez
ve ark. (2007) Kanada’da 60 parca et 6rneginin 12’sinde (% 20) C. difficile varligini
ortaya koymuslar ve 11 izolatinda toksijenik karakterde olduklarini saptamislardir. Ayni
arastirmacilarin 2009 yilinda yaptiklar1 benzer calismada 149 parca et ve 65 sigir
pirzola etinde sirasiyla % 6.7 ( 10/145) ve % 4.6 (3/65) oraninda C. difficile saptamiglar
ve elde ettikleri 13 6rnegin 10’unda toksijenik yapiy1 kaydetmislerdir.

Songer ve ark. (2009) Arizona’da yaptiklari arastirmada toplam 88 et drneginin
(s1g1r parga et, koyun parga et ve hindi eti) 37’sinde (% 42) C. difficile saptamiglardir.
Jobstl ve ark. (2010) Avusturya’da yaptiklar1 ¢alismada analiz ettikleri 100 kirmiz1 et
orneginin 3 tanesinde C. difficile varligin1 ortaya koymuslardir. Weese ve ark. (2010)
perakende olarak satigi yapilan tavuk etlerinde % 12.8) oraninda C. difficile izole
etmislerdir. Sepulvida Diaz ve ark. (2013) Minnesota’da 25 farkli perakende market ve
kasaplardan topladiklar1 342 adet ¢ig et 6rneginde (sigir, domuz, kanatli) C. difficile

prevalansini1 % 8.5 oraninda bildirmislerdir.

Metcalf ve ark. (2011) yerel marketlerden alinan 86 gesit deniz tiriinii ve balik

tirtiniinii incelemisler ve ¢alisma sonucunda % 4.8 C. difficile izole etmislerdir.

Hayvan ve insan orjinli C. difficile izolatlarimin genotipik varyasyon
benzerligini ortaya koymaya yonelik birgok ¢alisma yapilmistir. Arroyo ve ark. (2005)
at, kopek ve insan izolatlarinin genotipik yakinligini ortaya koyduklari ¢alismada 20
insan izolatiin 15’inde, 92 kopek izolatinin 58’inde, 21 at izolatinin 5’1 ile benzer

genotipik yapida oldugunu ortaya koymuslardir.

Keel ve ark. (2007) Kuzey Amerika’da sigir, kopek, at ve domuz izolatlarini
insan izolatlariyla karsilastirdiklart ¢alismalarinda domuz ve sigir izolatlarindan elde
ettikleri ribotip 078’in predominant oldugunu belirlemisler ve sigir izolatlar1 i¢inde %

94’liikk, domuz izolatlar1 i¢inde ise % 83’liik bir kism1 olusturdugunu agiklayarak 6
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ribotipin insan ve atlarda ortak, 3 ribotipin ise insan ve domuzlarda ortak oldugunu
bildirmiglerdir. Yine Koene ve ark. (2012) Hollanda’da yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
insan ve hayvanlardan izole edilen C. difficile ribotip 078 izolatlar1 arasinda genetik
benzerlik oldugunu, buna karsin C. difficile ribotip 012 ve C. difficile ribotip 014

izolatlar1 arasinda genetik farkliliklar oldugunu bildirmislerdir.

Rodriguez-Palacios ve ark. (2006-2007) Kanada’da yaptiklari ¢aligmada
enteritli sigirlardan elde ettikleri izolatlarin % 80’ninin insan izolatlariyla benzerlik
gosterdigini benzer sekilde et 6rneklerinden izole ettikleri 12 adet C. difficile izolatinin
8’inin insan izolat1 ile benzer genotipik yapida oldugunu ortaya koymuslardir. Varshney
ve ark. (2014) Pensilvanya’da yaptiklar1 ¢alisma sonucunda insan ve hayvan etlerinden
elde edilen izolatlarda genotipik ve fenotipik farkliliklar olmasina karsin, hayvan
etlerinden izole edilen bazi izolatlarin ribotip tiirlerinin (ribotip 078, PAQ05, PA16 ve
PA229), toksin genlerinin, tcdC gen boyutlarimin ve antibiyotik direng profillerinin

insan izolatlariyla benzer oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda kiigiik degisiklikler yapilmakla beraber metronidazol veya
vankomisin  C. difficile  enfeksiyonlarinin  standart tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerdir. Her iki antibiyotigin esit etkiye sahip oldugu, bununla beraber
tedavide metronidazolun kullanilmasi sirasinda klinik yanitsizliklar s6z konusu oldugu
bildirilmektedir. Palaez ve ark. (2002) ilki 1994 yilinda yapilan iki farkli caligmada % 6
ile % 9 oraninda metronidazole direngli bakteri saptamislardir. Israil’de yapilan bir
calismada ise % 2 oraninda direng bildirilmistir (Bisharaa ve ark., 2006). Zidaric ve ark.
(2012) etkenin metronidazole karsi duyarli oldugunu bildirmislerdir. ilk yiiksek
vankomisin duyarhiligi ilk kez 1996’da tanimlanmistir (Wong ve ark., 1999). Daha
sonra Pelaez ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada % 3.1 oraninda duyarlilik
bildirilmistir. O zamandan giiniimiize kadar duyarl izolat sayisinda yavas ama gittikce
yiikselen bir artis s6z konusudur. Diger antibiyotiklere direng iilkelere gore farklilik
gostermekle beraber degisik oranlarda bildirilmistir. En fazla diren¢ klindamisin-
eritromisin grubunda goriilmekte ve yillar icinde giderek artmaktadir. Klindamisine
direng, Almanya’da 2003 yilinda % 36 iken 2007 yilinda % 65; Isveg¢’te 2006 yilinda %
43.7 iken 2009 yilinda % 65; Kanada’da 2006 yilinda % 14.7 iken 2008 yilinda % 90.9
bulunmustur (Bourgault ve ark., 2006; Huanga ve ark., 2009).
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Toksin {iireten C. difficile suslar1 insanlarda antibiyotikle iliskili ishal ve
psddomembrandz kolitin en sik sebebi olarak bildirilmektedir. Yapilan literatiir
taramalarinda hayvansal orjinli izolatlarla insan izolatlar1 arasinda biiyiik bir benzerlik
bulunmasi nedeniyle bulasmada kontamine hayvansal gida faktoriide son yillarda
tartisilan konular arasina girmektedir. S6z konusu etkenin hayvansal gidalardan
insanlara bulagsma olasilig1 nedeniyle bu tez g¢alismasi diislinlilmiistiir. Bu amagcla
calismada, Samsun ilinde bulunan yerel kasap ve marketlerde satisa sunulan modifiye
atmosfer paketli kusbasi ve kiyma etlerinden numuneler rastgele toplanmistir. Toplam
100 adet arastirma materyalini, modifiye atmosfer paketli kusbasi (50 adet) ve kiyma
ornekleri (50 adet) olusturmustur. Numunelerin farkli partilerde olmasina dikkat
edilerek soguk zincir altinda laboratuvara getirilen 6rnekler 25’serli gruplar halinde
analiz edilmistir. MAP paketli sigir kiyma ve kusbasi orneklerindeki C. difficile’nin
izolasyon ve identifikasyonu Boer ve ark. (2011)’nin belirledikleri klasik kiiltiir
teknigine gore yapilmistir. Klasik kiiltiir teknigi ile tanimlanan C. difficile izolatlarinin
PCR ile dogrulanmasinda ve elde edilen izolatlarin toksin genlerinin tespiti Lemee ve
ark. (2004)’nin belirledikleri yontemlere gore multipleks PCR metodu ile
tamamlanmistir. Izolatlarin antibiyotik direng profilinin belirlenmesinde ise CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) standartlar1 esas alinarak ¢aligsmalar

gergeklestirilmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Clostridium difficile

Clostridium genusunu dogada yaygin olarak bulunan g¢ogunlugu anaerob,
endospor olusturan, katalaz negatif, Gram pozitif, cogu mezofilik 6zellikte basiller
olusturmaktadir. Yiiz civarinda tiiri tamimlanmigs olup bunlardan ancak 25 tiiriin
enfeksiyoz karakterde onemi belirlenmistir. En 6nemli tiirler C. perfringens, C. tetani,
C. botulinum ve C. difficile’dir. Ayrica C. septicum, C. ramosum, C. nowyii, C.
histolyticum ve C. bifermentas gibi tiirleride klinik 6rneklerden izole edilmektedir
(Bilgehan, 2000; Kiyan, 2002; Giirler, 2005; Murray, 2005; Mc Clane ve ark., 2006).



Filogenetik agidan siniflandirildiginda heterojen bir yapiya sahip Clostridium
cinsinin son 10 yil iginde yapilan 16S rRNA gen sekansi ¢alismalarina gore, 19 kiimeye
ve 11 gruba ayrildig1 goriilmektedir. Clostridium cinsinin temelini i¢inde klinik 6neme
sahip pek c¢ok Clostridium tiirii bulunduran homoloji grup 1 olusturmaktadir. Son
yapilan rRNA gen analiz sonuglarina gore ise Clostridium’lar 5 yeni cins ve 11 yeni
tiirde toplanmustir. Clostridium’lar Firmicutes subesinde yer almakta ve en az 12 neslin

yer aldig1 heterojen bir grubu olusturmaktadir (Murray, 2005).

Clostridium difficile’ye ait patalojik bulgular ilk kez Finney tarafindan 1893
yilinda gergeklestirilen bir mide operasyonu sonrasi postmortem olarak mukozada
difterik ps6édomembranlar seklinde tespit edilerek tanimlanmis ancak Staphylococcus
aureus oldugu disiiniilmiistiir (Donald, 2000; Thielman ve ark., 2010). Clostridium
difficile tiirti ise ilk kez 1935 yilinda Hall ve O’Toole tarafindan 0-1 yas arasi ¢ocuklarin
bagirsak florasindan saptanmistir ve Bacillus difficilis olarak tanimlanmistir (Hall ve
O’Toole, 1935).

1940°ta Synder, 22 saglikli infantin 10’unun gaitasindan Bacillus difficilis izole
ettigini rapor etmistir. Saf kiltiiri eldesi olduk¢a gii¢ oldugundan bakteriye gii¢
(difficult) anlamina atfen “Difficile” ismi verilmistir (Kiyan, 1999).

1950-1970 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalarda onemli asamalar kaydedilmis
ve antibiyotiklerin yaygin kullanimina baglh olarak gelisen antibiyotik iliskili ishal/kolit
vakalart daha sik gozlemlenmeye baglamistir. 1977 yilinda Bartlett ve ark.’nin
hamsterler {izerinde yaptiklar1 calismada antibiyotikle iligkili ishal olgularinda C.
difficile’nin rol oynadigi bildirilmis, hamsterlarda goriilen enterokolitle klindamisin ve
linkomisin kullaniminin ilskili oldugu, Klindamisin kullanimina bagli olarak ishalin
daha erken ortaya cikabilecegi belirtilmistir. Yine 1977 yilinda Larson ve Price,
Pseudomembrandz Kolit (PMK) olgusunun toksine bagli olabilecegini belirtmisler ve
yaptiklar1 calismada toksin olusumuna baglh goriilen sitopatik etkiyi gérmiislerdir.
1979°da C. difficile’ye bagli PMK’nin ilk basamak tedavisi olarak vankomisin
uygulanmistir. Ingiltere Saglik Giivenligi Komitesi tarafindan PMK’nin en sik nedeni
olarak belirlenen klindamisin ve linkomisinin kullanimi kisitlanmistir (Pepin ve ark.,
2005).
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1981 yilinda Taylor ve ark., antijenik ve biyolojik &zellikleri farkli olan ikinci
bir toksini (Toksin A) bildirmislerdir. Bununla beraber Libby ve Wilkens (1981) etkene
ait her iki toksini  “Toksin A” ve “Toksin B” olarak immunlojik ozellikleriyle

tanimlamustir.

1980’lerden itibaren, ABD’de en 6nemli nozokomiyal ishal etkeni olarak C.
difficile tanimlanmig, 1989-1992 yillarinda klindamisinin yogun kullanilmasi ile

klindamisine direngli sus ile (J susu) ABD hastanelerinde salginlar meydana gelmistir.

1988 yilinda Popoff ve ark., tarafindan nonsitojenik karakterdeki 3. toksin olan

CDT (Binary toksin) tanimlanmustir.

2003-2006 yillarina gelindiginde daha siddetli, standart tedaviye direngli
niiksleri yiiksek olan C. difficile infeksiyonlar1 tanimlanmistir (Pepin ve ark., 2005).

C. difficile gidalarda ilk kez 1996 yilinda Brada ve ark.’nin yaptiklari bir
calismada (vakum paketli etler iizerinde) tespit edilmistir. 2006 yilindan bu yana
yapilan ¢alismalarda etkene gidalarda siklikla rastlanmasi etkenin bir zoonotik oldugunu

distindiirmektedir. Giiniimiizde ¢alismalar devam etmektedir.

2.2. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

C. difficile, Gram pozitif, anaerobik, subterminal sporlu, kapsiilsiiz patojen bir
bakteridir. 0.5-2 um eninde, 3-17 um boyunda, ince, uzun, diiz peritrik flagellalari ile
hareketli bir yapiya sahiptir (McClane ve ark., 2006). Sporlarin seklinden dolay: bakteri
tenis raketine benzer bir goriiniime sahiptir. Geng kiiltiirlerde daima Gram pozitif
boyanirken eskimis kiiltiirlerde Gram negatif boyanir. Dokudan hazirlanan preparatlarda
tek tek veya kisa zincirler halinde, kati besiyerlerinde ise filamentéz yapida goriildiigii
bildirilmistir (Bilgehan, 1994; Kiyan, 1999). C. difficile nin iireme kosullari ve bazi

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. C. difficile’nin tireme kosullari ile baz1 biyokimyasal 6zellikleri (Kiyan, 1999; Murray ve ark.,

2005)
Ozellik Aciklama
CO2-H> 10 %
N20O 80 %
Sicakhik 25-45 °C (opt. 30-37 °C)
pH 7-72
Glikoz, Fruktoz Pozitif
Mannitol, Mannoz Pozitif
Katalaz, Siiperoksit Dismutaz Negatif
Oksidaz, indol Negatif
Ureaz, Lesitinaz Negatif
Lipaz Negatif
At Kaninda Hemoliz Pozitif
Koyun ve insan Kaninda Hemoliz Negatif

C. difficile adi besiyerlerinde tireyebilir ancak kan, fruktoz ve yumurta katkili
besiyerlerinde daha kolay {ireme gosterir. Uygun besiyerlerine ekimi takiben 48 saatlik
bir inkiibasyon siiresi sonunda 1-3 mm capinda S tipi koloniler olustugu goriiliir. Olusan
bu koloniler, 360 nm’lik ultraviyole (UV) 15181 altinda incelendiginde renkleri agik
yesilden sariya kadar degisebilen bir hale ile cevrili olup buzlu cam goriiniimiinde
olduklar1 tespit edilmistir (Bilgehan 1994; Ondedonk ve ark., 1995). Pepton-maya
oziti-glikoz (PMG, PYG) besiyerinde asetik, izobutirik, butirik, valerik, izovalerik,
izokaproik, formik, laktik asitler {iretir ve trozini para-kresole c¢evirebilir. Bunun sonucu
olarak besiyerinde spesifik cresol kokusu (at veya fil giibresine benzer) olusur ve bu
ayirt edici bir 6zellik kabul edilir (Bilgehan, 1994; Summanen ve ark., 1993; Akan,
1993). Bu ozelliklerinden yola g¢ikilarak, Cycloserine-Mannitol Agar (CMA),
Cycloserine-Mannitol Blood Agar (CMBA), Cycloserin-Cefoxitine-Egg Yolk Fructose
Agar (CCFA) gibi besiyerleri, “secici-ayirict besiyerleri” olarak kabul edilmektedir.
Hizli tanida bu besiyerlerinde olusan tipik koloniler (CCFA besiyerinde sari renkli 360
nm ultraviyole 15181 ile floresans veren biiyiik koloniler ya da kanli agarda 3-5 mm,
diizensiz, kristal goriiniimiinde, hemoliz yapmayan, rizoid koloniler) degerlendirilir

(Bilgehan, 1994; Ondedonk ve Allen, 1995).
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Bakterinin izolasyon oranini artirmaya yonelik cesitli yontemler gelistirilmistir.
Bunlarin temel islevi etkenin sporlu formunun vejetatif formuna doniistiiriilmesini
saglamaktir. Digski orneginin 70-80 °C’lik benmaride 20 dakika tutarak ya da 1/1
oraninda saf etil alkol ile karistirip sonra oda 1s1Sinda en az 45 dakika bekleterek yapilan
islemin kontaminant ¢ogu bakteriyi Oldiirerek izolasyonu onemli derecede arttirdigi
bildirilmistir (Knoop ve ark., 1993; Ondedonk ve ark., 1995; Kiyan 2005). CCFA
Besiyerine % 0.1-0.2 oraninida sodium taurocholate ilavesinin yine izolasyon oranini

arttirdigi bildirilmistir (Wilson ve ark., 1982).

2.3. Viriilens Faktorleri ve Toksin Ozellikleri

Viriilens faktorlerinin igerisinde 2 6nemli toksini yer almaktadir. Bunlar
enterotoksik etkili “toksin A’’ ve sitotoksik etkili “toksin B”dir (Thelestam ve ark.,
2000). Bazi1 C. difficile suglar tarafindan ti¢iincii bir toksin olan “binary toksin (CDT)”
salgilanmaktadir. Ancak bu toksinin etkileri heniiz net olarak aciklanamamistir (Shen,

2012).

Toksin iiretimlerinin yaninda etkenin bagirsak hiicrelerine baglanmasini ve
limende ilerlemesini kolaylastiran bazi faktorlerde viriilensde rol oynar. Etkene ait
vejetatif hiicreler kolona ulastiginda proteazlar tarafindan bagirsak liimenine salgilanan
mukus ve flagellalarin yardimiyla C. difficile hiicreleri mukus boyunca hareket eder ve
etkenin yayilmasi kolaylasir. Yine epitel hiicrelerindeki adezinler ve yilizey molekiilleri
etkenin baglanmasinda regiilator etki gosterir (Deneve ve ark., 2009). Son olarak
etkenin spor olusturma ozelligi de virulensinde rolii olan diger faktorler arasinda

gosterilmektedir (Giirler, 2005).

C. difficile’nin spor formlari normal sartlarda ¢evrede metabolik olarak inaktif
halde bulunur ancak iiremelerini saglayan uygun ortamda spor formlar vejetatif forma
doniisiir. Olusan vejetatif formlar gelisme siirecine girer ve sporlarin direnclilik 6zelligi
kaybolur. Siirecin gelismesi ya farkli bilesikler tarafindan indiiklenerek ya da sporlara
ait membrandaki reseptorlerin duyarl hale gelmesiyle olusur (Burns, 2010). Gidalarda
etken ve sporlarinin inaktive olmasini ya da azalmasini saglamak igin belirli derecelerde

pisirme uygulanmaktadir. Yapilan bir calismada parga sigir etlerinde 85 °C’ye
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1sitildiginda inhibitdr etki gozlenmekle beraber etken tekrar iiretilebilirken, 96 °C’de 1-2
dakikalik 1sitmada etken says1 6 logio diizeyinde azalmaktadir (Rodriguez-Palacios ve
LeJeune, 2011).

Toksin A’nin molekiil agirligin1 308 kDa, toksin B’ninkini ise 270 kDa olarak
tespit edilmistir (Barrasso ve ark., 1990). Toksin A ve toksin B 20 kb uzunlugundaki
patojenik lokus olarak bilenen gen bdlgesinde bulunan tcdA ve tcdB genleri tarafindan
kodlanir (Rupnik ve ark., 1998). Bu genlere ek olarak tcdC, tcdR ve tcdE olmak iizere 3
yardimet gen de bu bdlgede bulunur. Bunlardan tcdR geni toksin tiretimini pozitif yonde
indiikleyici etki gosterirken tcdC geni negatif yonde indiikleyici etki gosterir (Rupnik ve
ark., 2009). tcdE geni ise kodladigi proteinlerle toksin A ve toksin B’nin C. difficile’nin
hiicre zarindan gegisine yardim eder (McDonald ve ark., 2005). Binary toksin ADP-
riboziltransferaz aktivitesi igermekle birlikte 2 subiiniteden olusur (CdtA ve CdtB) ve C.
perfringens tarafindan {iretilen iota toksin ile benzerlik gosterir (Stubbs ve ark., 2000;
Voth ve Ballard, 2005). Binary toksin cdtA, cdtB ve regiilatér gen olan cdtR’yi i¢eren
4.3 kb uzunlugundaki genomik bolge tarafindan kodlalanir (Rupnik, 2009). Ancak
toksinin etkileri heniiz net olarak agiklanamamustir. Toksinin endositoz ile kolon epitel
hiicrelerinden bagirsak liimenine girdigi ve ADP-ribozil enziminden 1 initeyi aktin
monomerlerine trasfer ederk aktin polimerizasyonunu 6nledigi diisiiniilmektedir (Shen,
2012). C. difficile’ye ait genlerin patojenik lokus tizerindeki goériiniimii Sekil 1° deki
gibidir (Diaz, 2013).

o icdR ol icedE el fedC e

f
Paloc, 19.6kb

Sekil 1. C. difficile’ye ait genlerin patojenik lokus lizerinde yerlesimi ( Diaz, 2013)
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Toksin A ve toksin B benzer etkilere sahip olmakla beraber yapisal olarak
homoloji gosterirler (Tasova ve ark., 2005). Bununla beraber patojenik olarak toksin B,
toksin A’ya kiyasla 1000 kat daha gii¢lii bulunmustur ve 100 kat daha aktif bir
enzimatik aktiviteye sahiptir. Toksin A’nin toksin B’den 6nemli bir farki bagirsakta sivi

salmimini arttirabilmesidir (Boriello, 1998).

Toksinler oOzellikle logaritmik fazin sonu ile durgunluk fazin basinda
salgilanmakla beraber sporiilasyon sirasinda toksin iiretimi gergeklesmez. Bununla
beraber toksin iretiminin, 1s1, glikoz, aminoasit konsantrasyonu ve biyotin varligi ile
iliskili olarak degisiklik gosterdigi bildirilmektedir (Thielman, 2000; Poxton ve ark.,
2001).

Toksinler karboksil ucunda devamli tekrar eden tniteler igerir. Toksin A ve
toksin B’nin karboksi terminal bolgeleri benzer glikoziltransferaz aktivitesine sahiptir.
Toksin A, hiicrenin bu karbonhidrat reseptorlerine baglanarak girerken, toksin B’nin
reseptorleri belirlenememistir. Her iki toksin niikleik asitlere baglanabilir. Ayrica,
toksin A’nin nonspesifik monoklonal antikorlara da Fab (Fragment antigen binding-
Antijen baglayan kisim) kisimlarindan baglanabildigi gosterilmistir (Poxton ve ark.,
1996). Yenidoganlarda bakteri ve toksinin varlig: yiiksek oranlarda saptanmasi, hastalik
bulgularinin olmayisi reseptdrlerin yeterince gelismemesi, kolostrumun olas1 koruyucu
etkisi ya da reseptorleri orten ince bir tabakanin varligi ile agiklanmaktadir (Drummond
ve ark., 2003). Bu toksinlerin sitotoksik aktiviteleri ve bunlara karsi gelisen yangial
yanit ishalin histopatolojisini olusturmaktadir. Toksinlerin hiicre membranindaki
reseptorlere baglanmasi toksik etkiyi olusturur. Her iki toksin mukozada inflamasyona
yol agar; nétrofil, monosit ve dokiilen enterositleri igeren proteinden zengin bir eksiidat
salinimina neden olurlar. Izolatlarm yaklasik % 25’i toksin iiretmemektedir ve
dolayisiyla bu tiirdeki etkenin ishal ve kolite neden olmadigi ifade edilmektedir

(Mikolajczyk ve ark,, 1997; Murray ve ark., 2005).

2.4. Patogenez

Mikroorganizmanin insana bulasmasi fekal-oral yol ile olur. Etkenin spor

formlar1 ¢evre kosullarina dayanikli oldugundan ¢evrede yaygin olarak yillarca bulunur
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ve enfeksiyon igin siirekli rezerv olusturur (McFarland, 1989). Yapilan ¢alismalarda
etkenin sporlart bir¢ok arastirmaci tarafindan gidalarda da identifiye edilmistir.
Dolayisiyla kontamine gidalarin enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli rol oynadigi ifade

edilmektedir (Songer ve ark., 2009).

Inkiibasyon siiresi hakkinda kesin veriler olmamaklar birlikte bir ¢alismada
inkiibasyon siiresinin 7 giinden az oldugu bildirilmistir (Johnson ve ark., 1990). Etkenin
bulagmasini takiben patagonezinin gelisiminde o6nemli bir kosul kolon florasinin
baskilanmis olmasidir. Bu baskinin olusmasinda antibiyotikler ve antineoplastikler
onemli rol oynar (Thielman, 2010). C. difficile ile iliskili ishalde rol oynayan risk
faktorleri Tablo 3’de Ozetlenmistir. Alinan etkenin vejetatif formlar1 mide asit
ortamindan etkilenip canliligin yitirirken aside direngli spor formlar1 mideyi gegerek
ince bagirsaga ulasir. Bagirsaga geldiklerinde safra asidine maruz kalan sporlar terminal
ileumda vejetatif forma donerler ve kolon liimeninde ¢ogalirlar. Klinik durum,
adhezyon, hidrolitik enzim sekresyonu ve konak faktorleri gibi diger viriilens
faktorlerine baghdir. Sus toksijenikse, hemen hemen tiim olgularda es zamanli olarak
toksin A ve toksin B tiretilmekte, sivi sekresyonu, yangi ve mukozal hasar olusmaktadir

(Barbut ve ark., 2001; Tasova ve ark., 2005).

Tablo 3. C.difficile ile iligkili ishalde rol oynayan risk faktorleri (Anand ve Glatt, 1993; Loo ve ark.,
2011)

Risk Faktorleri

[leri yas (6zellikle 65 yas iistii)

Hastanede kalma siiresi

Antibiyotik kullanimi

Kanser tedavisi

Uremi

Nazogastrik ve endotrakel tiip varligi

Mide - Bagirsak operasyonlari

Altta yatan ikinci bir hastaligin varlig1 ve siddeti (AIDS, kanser vb.)
Mide asiditesini azaltan ilaglar

Hastane hijyeni
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Toksinler kolon epitelinin liiminal tarafindaki spesifik reseptorlere baglanir ve
endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinirlar. Hiicre icinde toksinlerin hedefi, aktin hiicre
iskeletinin biitiinliigiinden sorumlu sinyal molekiilleri olan rho proteinleridir (Kyne ve
ark., 2001; Poxton, 2001). Toksin A ve B tarafindan bir glikoz tinitesi diisiik molekiil
agirh@inda glikoziltransferaz igeren Rho proteinlerine transfer olur ve sonucunda Rho
proteinleri inaktive olur (Thelestam ve ark., 2000). Bu proteinlerin inaktivasyonu
sonucu hiicre etkilenir, aktin hiicre iskeletinin biitiinliigli bozulur ve protein sentezi
inhibe olur. Toksinler bagirsak epitelinden endositoz yoluyla bagirsak liimenine geger.
Hiicreler yuvarlaklagir, baglantilar kirilir ve sonugta hiicre 6liimii, sivi sekresyonu ve

yangi meydana gelir (Voth ve Ballard., 2005).

Toksin A ve B ayrica tiimor nekrozen faktor alfa (TNFa) ve proinflamatuvar
interlokinlerin salgilanmasina neden olarak inflamatuvar yanita ve psédomembran
gelisimine yol agar; bununla birlikte kapiller permeabilite ve peristaltizm artisina da
neden olurlar (Yasin ve ark., 2001; Kyne ve ark., 2001; Poxton, 2001). Toksin A,
fosfolipaz aktivitesi ile prostaglandin ve lokotrienlerin sentezini uyarir. Villoz uglarda
ve mukozada lezyonlar, erozyon olusturur. Bu hasar sonucu kanli, viskoz bir s1vi yaniti
belirir. Ayrica, toksin A notrofiller i¢in giiglii bir kemotaktik ajandir. Toksin B ise
hiicreler tizerinde oldiiriicii etki gergeklestirir (Poxton ve ark., 1996; Borriello, 1998). C.

difficile toksinlerinin bagirsakta olusturdugu etkiler Sekil 2’°de gosterilmistir.
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Sekil 2. C. difficile toksinlerinin bagirsaga etkileri (Poxton, 2001; Drummond, 2003)

2.5. C. difficile Enfeksiyonlar:

2.5.1. Asemptomatik Kolonizasyon

Enfeksiyonun bu formunda klinik bulgurin etkisi gériilmezken mikroskobik
incelemelerde kolon liimeninin C. difficile ile kapli oldugu ve yapilan kiiltiir sonucunda
da C. difficile tiremesi tespit edilmektedir (Johnson, 2009). Saglikli yenidoganlarin
yaklasik % 50’sinin erigkinlerin % 1’inden azinin asemptomatik tasiyict oldugu
bildirilmistir. Ancak antibiyotik tedavisi goren kisilerde bu kolonizasyon oraninin % 15-

25’lere ¢iktigr bildirilmistir (Bartlett ve ark., 2008).

2.5.2. C. difficile ishali

Enfeksiyonun en sik goriilen klinik formudur. Karin agrisi ile birlikte hafif

veya orta siddette ishal ile kendini gosteren klinik tabloda halsizlik ve ates de nadir olsa
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da goriilen diger semptomlar arasinda yer alir. Antibiyotik kullanimiyla iliskili olarak
tedavisi esnasinda, kisa bir siire sonra veya birkag¢ hafta sonra ishal olusabilmektedir. En

onemli laboratuvar bulgulari 16kositoz ve hipoalbiiminemidir (Johnson, 2009).

2.5.3. C. difficile Koliti (Psodomembransiz Kolit)

C. difficile’ye bagl ishal olgularinin ¢ogu bu tiptir. Psédomembrantz bulgular
goriinmese dahi Klinik seyir ciddi seyredebilmektedir. Karsilasilan klinik semptomlar
arasinda hafif ve orta siddette karin agrisi, bulanti, kusma, istahsizlik ve sulu ishal yer
alir. Yapilan sigmoidoskopide hastaliga 6zgiil olmayan yaygin ya da yama tarzinda

psddomembransiz eritematoz kolit tablosu ile karsilasilabilmektedir (Johnson, 2009).

2.5.4. Psodomembranoz Kolit (PMK)

Klinik semptomlar psédomembransiz kolite benzerlik gostermekle beraber
goriilen klinik semptomlarin daha agir seyretmesi ve patolojik bulgu olarak bagirsakta
psoddomembranlarin goriilmesiyle psddomembransiz formdan ayrilir. Hastalarda siddetli
ishal ile birlikte karinda duyarlilik hissi vardir. Yapilan endoskopide genellikle kalin
bagirsagin proksimalinde 2-10 mm ¢apinda, sar1 renkli plak artis1 seklinde ve kolorektal
mukoza boyunca psddomembran dagilimlar1 goriilebilmektedir (Vaishnavi, 2010).
Plaklarin yapisini fibrin, mukus, nekrotik mukozal hiicreler ve noétrofillerden olusturur.
Gaita mukuslu, sulu ve pis kokulu olamakla birlikte kan da igerebilir (Tasova ve ark.,
2005). Hastaligin siddetli seyreden formlarinda goriilen komplikasyonlar dehidratasyon,
hipoalbuminemi, elektrolit bozuklugu, megakolon toksemisi, bagirsak perforasyonu ve

oliime kadar varabilir (Tasova ve ark., 2005).

2.5.5. Fulminant (Siddetli) Kolit

C. difficile enfeksiyonu goriilen hastalarin % 2-3’iinde ileus, megakolon, kolon
perforasyonu ve dliime kadar varabilen ciddi komplikasyonlar seyredebilmektedir (Mc
Collum, 2012). Hasta birka¢ saat veya haftalar iginde hastaligin fulminant formuna

girebilir. Bu durumun seyrinde hastanin yasi, immiinite durumu, altta yatan baska
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hastaligin olup olmadig: ve bakterinin toksin durumu etkili olmaktadir. Hastalarda ishal,
karinda duyarlilik, agr1 ve siskinlik vardir. Bazi hastalarda yiiksek ates, tlisiime ve

titreme goriilebilir (Johnson, 2009).

Relaps (Rekiirent CDE)

C. difficile ishalinin ilk periyodunda basarili olarak tedavi edilen hastalarda
birkag hafta icinde tekrar ishal ve diger semptomlarin ortaya ¢ikmasiyla beraber relaps
(niiks) gelisir. CDE’li hastalarin % 15-20’sinde relaps goriilmektedir. Birinci relapstan
sonra olgularm % 40’inda ikinci relaps, ikinci relaps olusan hastalarin % 60’inda
tigtincii relaps goriilebilmektedir. Devam eden antibiyotik kullanimi, antiasit kullanimi
ve ileri yas rekiirent formun gelisiminde risk faktorii olarak goriilmektedir (Mc Collum,
2012). Bunlarla birlikte enfeksiyonun ozellikle metronidazol veya vankomisin ile
yapilan tedavi sonrasinda ortaya ¢ikmasi etkenin bu antibiyotiklere duyarli oldugunu
gostermekle beraber mikrofloray1 bozup C. difficile ile reinfeksiyona egilimi artirtyor

olabilecegi ihtimalini diistindiirmektedir (Tasova ve ark., 2005).

2.6. Labaratuvar Tam

2.6.1.Biyokimyasal Yontemler

Rutin Biyokimyasal Testler

Lokositoz, ciddi hastalarda gelisen enteropatiye baglh olarak dehidratasyon,
protein kaybi sonucunda ortaya c¢ikan hipoalbiiminemi ve diger bazi elektrolit

anomalileri saptanabilir. Yine fekal 1okositlerin saptanmasi nonspesifik bulgular
arasinda yer alir (Fry, 2000; Bartlett, 2002).
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Kromatografik Yontemler

Anaerob bakterilerin metabolizmalar1 sonucu ugucu spesifik metabolitler
olusturmasi1 ozelliginden yararlanilarak taniya gidilebilmektedir (Nonhoff ve ark.,
1995). Gaz-Likit Kromatografisi, Gaz Kromotografisi, Kitle Spektroskopisi
yontemleriyle olusan bu metabolitler saptanabilmektedir (Bartlett, 1996; Probert, 2004).
Bu yontem ile diskidan C. difficile i¢in 6zgiil izovalerik asit, izokaproik asit veya p-
krezol saptanarak tani konulabilir (Fekety, 1997). Basit, hizli ve ¢ok giivenilir,
diyagnostik bir testtir (Nonhoff ve ark., 1995; Fekety, 1997).

2.6.2. Radyolojik Yontemler

Abdominal radyografi ve bilgisayarli tomografi C. difficile enfeksiyon
tanmisinda yardimci olsada nonspesifik bulgular oldugundan bu amagla kesin taniya
gotiirecek en ¢ok tercih edilebilecek radyolojik inceleme endoskopidir (Bartlett, 2002).
Abdominal radyografide kolon ve sekumdaki dilatasyonlar, incebagirsaktaki gaz ve su
seviyesi goriilebilir. Bilgisayarli tomografide ise kolondaki kalinlasmalar ve katlanmalar
goriilebilir (Fry, 2000). Yapilan endoskopik muayenede antibiyotikle iligkili ishali olan
hastalarda kolonda psédomembran bulgusu C. difficile koliti i¢in patognomik olarak
kabul edilir. Yiizeyden kalkik, yesilimsi 2-10 mm ¢apinda normal mukoza ile ¢evrili
lezyonlar tipiktir. Siddetli olgularda lezyonlar birleserek plaklar olusturur (Tasova ve

ark., 2005).

2.6.3. Mikrobiyolojik Yontemler

Kiiltiir tanida kullanilan en 6nemli yontemlerden biri olmakla beraber salgin
aragtirmalart ve hastane izolatlariin epidemiyolojik amagli incelenmesinde esas
testlerden kabul edilir (Strelaw ve ark. 1989). C. difficile izolasyonunda, Cefoxitin-
Cycloserine Fructose Agar (CCFA) secici besiyeri olarak kullanilmaktadir. Bilesimini,
sikloserin (500 mg/l), sefoksitin (16 mg/l), fruktoz, pH indikatorii olarak notral kirmizisi
ve yumurta sarist olusturur. Sikloserin ve sefoksitin konsantrasyonlarmin yiiksek

olmasina bagli olarak birgok C. difficile susunun inhibe oldugunun anlasilmasi iizerine
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bu antimikrobiyal ajanlarin konsantrasyonlarinin yari1 dozlarini igeren modifikasyonlari
yapilmugtir. Sikloserin ve sefoksitin, besiyerini selektif hale getirir. C. difficile fruktozu
fermente ettiginden dolay1 ayirt edici 6zelligi vardir (Federko ve ark., 1997; Ardig,
2004). C. difficile izolasyon orami gaita Orneklerinin 1s1 veya alkolle isleme tabi
tutulduktan sonra CCFA’ya pasajlarinin yapilmasi ile artmaktadir. C. difficile kolonileri
ultraviyole (UV) 15181 altinda (366 nm dalga boyunda) CCFA f{izerinde sari-yesil
floresans verir. P-krezol, volatil yag asidleri ve 6zellikle izokaproik asidlere bagli olarak
sekillenen tipik at veya fil gaitas1 kokusu tespit edilir. C. difficile kolonileri tipik olarak
gri, opak, 24-48 saatte non-hemolitiktir. Fakat bazi suslari alfa-hemoliz yapabilir.
Inkiibasyondan 48-72 saat sonra sporiilasyona bagl olarak merkezi beyaz veya hafif gri
olan ayirt edici koloniler geligebilir. C. difficile bu besiyerinde spor olusturmaz (Akan,
1993, Ondedonk ve ark., 1995; Thielman, 2000). Kiiltiir sonuglar1 3-5 giin i¢inde
sonuclandigindan rutin tamda agirlikli olarak kullanilmamaktadir (Oztiirk, 2004).
Kiiltiirde tlireyen mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in lateks agliitinasyon, gaz

kromatografi veya biyokimyasal yontemler kullanilir (Ardig, 2004).

2.6.4.Toksin Aramaya Yonelik Testler

Doku Kiiltiirii Testleri

Doku kiiltiiriinde toksin tayini ve toksin nétralizasyonu (C. difficile veya C.
sordellii antitoksinleri ile) tanida altin standart olarak kabul gérmektedir. Yo6ntemde,
gaita filtratinin veya iretilmis bakteri filtratinin degisik hiicre kiiltlirleri {izerine
sitopatik etkisi incelenir. Yontemle 10 pikogram diizeyine kadar sitotoksin
saptanabilmektedir (Oztiirk, 2004). Kullanilan hiicre kiiltiirleri Hep2 (insan epidermoid
karsinoma hiicreleri), CHO (Chinese Hamster Ovary) hiicreleri, MRC 5, WI-38 (insan
embriyonik akciger fibroblast hiicreleri, FL ( insan amniyon hiicreleri) ve Vero (Afrika
yesil maymun bobrek) hiicreleri gibi kiiltiirlerdir (Sullivan ve ark., 1982; Lyerly ve ark.,
1988).

Bir baska yontemde ise sivi diski 6rnekleri santrifiij edildikten sonra elde
edilen siipernatant, filtrelerden gegirilerek bakteriden arindirilir. Elde edilen filtrattan bir

miktar saydam hiicre kiiltiri kaplarina ilave edilir. 37 °C’de 24-48 saat anaerob
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ortamda inkiibasyona birakilir. Isik mikroskobunda incelenerek sitopatik etki
(yuvarlaklasma) aranir. Normal diski 6rnekleri ¢aligmaya uygun olmadigi igin rutin
islemlerde en az on kez diliie edilmis diskilardan toksin titreleri arastirilir (Lyerly ve
ark., 1988; Thielman, 2000; Bartlett, 2002).

Testin  dezavantaji uzun siirede sonug¢ alinmasi, pahali olmasi,
standardizasyonunun saglanamamis olmasi, her laboratuvarda uygulanamamas: ve
dogrulama i¢in referans laboratuvarina, yorumlamak i¢in uzmana gereksinim
duyulmasidir. Bu nedenle pratik bir yontem degildir (Manabe ve ark., 1985; Bartlett,
2002).

2.6.5. Immiinodiyagnostik Testler

Enzim immiinoassay (EIA)

Yiiksek diizeylerde 6zgiilliik ve duyarliliga sahip olmasi, kisa siirede sonug
vermesi, uygulanabilirliginin daha kolay ve zahmetsiz olmas1 nedeniyle tanida alternatif
bir yontem olarak onerilir (Dipersio ve ark., 1991, Liensenfeld, 1994).Ancak yontemle
100-1000 pg toksin A veya B saptanabilmektedir. % 10-20 oraninda yalanci negatiflik
s6z konusudur (Bartlett, 2002). Uygulama da mevcut kitler genellikle toksin A’y1
saptamaya yoneliktir ancak C. difficile suslarinin % 1-2’si toksin A iiretmedigi
bilindiginde daha iyi sonu¢ almak adina toksin A ve B’yi birlikte saptayabilen Kitlerin
tercihi 6nerilmektedir (Fry, 2000; Bartlett, 2002).

Lateks Agliitinasyon Testi

Hizli, basit ve ucuz bir testtir. Bu testlerin esasi toksin A’y1 saptamaya yonelik
olsada tiim C. difficile suslar tarafindan salgilanan metabolik enzim ve ortak bir antijen
olan glutamat dehidrogenaz enzimi de saptanabilmektedir. Diger testlere oranla
duyarliligmmin ve 0zgilliigiiniin diisiik olmasi nedeni ile yaygin kullanim alan

bulamamustir (Fry, 2000).
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Immiinokromatografik Testler

Toksin A’y1 saptamaya yonelik kisa siirede sonug veren tarama testleri olup
bazi ¢esitleri glutamat dehidrogenaz enzimini de saptar. Duyarliliklar1 diisiik olup tani
amagch tek basina kullanilmas: onerilmemektedir (Fedorko ve ark., 1999; Alfa ve ark.,
2002).

2.6.6. Molekiiler Yontemler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR)

Yontem toksin A, toksin B ya da her ikisinin de gen bolgelerinin bir kisminin
polimeraz enzimi yardimi ile amplifikasyonu sonucunda saptanir hale getirilmesi
esasimna dayanir (Gerding, 1995). Son vyillarda monoklonal C. difficile antikoru ile
kaplanmig manyetik boncuklarin diski 6rnegi ile inkiibe edilmesi, daha sonra bu
boncuklarin miknatis yardimi ile g¢ikarilmasi ve toksin B genine 6zgiil primerlerle
PCR’da isleme sokulmas: esasina dayanan immiino manyetik-PCR testi gelistirilmistir
(Wolfhagen,1994).

Oldukg¢a duyarli ve 6zgilil kabul edilen yontem de uygulama ig¢in kiiltiir
gerektiginden duruma alternatif olarak direkt diskidan toksin tesbite yonelik PCR
yontemi gelistirilmistir. Duyarliigt % 96.3 ve oOzgilligi swrasiyla % 100 olarak
bulunmustur. Ancak uygulamanin uzman gerektirmesi, sitotoksin testine gore daha hizl

ve ucuz hale getirilememesi dezavantajlaridir (Tasova, 2005).

Real-time PCR direkt olarak gaitadan toksin genlerini saptamak i¢in kullanilan
bir niikleik asit amplifikasyon yontemidir. Hedeflenen genler, tcdB geni (toksin B
tiretimini diizenleyen gen) veya tcdC genidir (toksin A ve toksin B iiretiminin kabul
edilen negatif diizenleyicisi). tcdC genindeki baz ¢ifti delesyonlarinin, toksinin asirt
tretiminden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu delesyonlar da real-time PCR’la

belirlenebilmektedir (Crobach, 2009).
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2.7. Korunma - Kontrol

C. difficile enfeksiyonlarinin giiniimiizde hizla artis gostermesi ve salginlara
neden olmas1 enfeksiyondan korunmaya yonelik tedbirlerin artmasi gerektiginin
kanitidir. C. difficile etkeni, antibiyotikle iligkili ishal olgularinin basinda goriiliirken,
son zamanlarda toplum kokenli enfeksiyonlarin insidensinde artis olmasi, yapilan
calismalarda etkenin gidalarda, evcil hayvanlarda tespit edilmesi etkenin zoonoz

olabilecegi konusunda fikirler ortaya ¢ikarmistir.

Enfeksiyonun gidalardan ve c¢evreden gegislerinin tespit edilmesi hijyen
uygulamalarinin 6nemini arttirmaktadir. Bu konu da gida isletmeleri gida {iriinlerinin
tiretiminden tiiketime ulagincaya kadar tiim agamalarda asgari hijyenik sartlara uyum
saglamali ve gida gilivenligini tehlikeye atacak durumlarin Oniine ge¢melidir. Bu
durumun saglanmasinda saglikli hammadde tedarigi, {iretim boyunca analizler
yapilmasi, soguk zincirli triinlerde uygun muhafaza saglanmasi, personel hijyeni,
isletme hijyeni gibi uygulamalar basta gelmelidir. Ozetle gida isletmelerinde HACCP

sistemi hayata gegcirilmelidir.

Insanlarda antibiyotige bagl ishal olgularinin énlenmesinde dncelikle bilingli
antibiyotik uygulamasi bagsta gelir. Hastalara antibiyogram yapilarak uygun antibiyotik
secilmeli, birden fazla antibiyotik kullanimindan sakinilmalidir. Yine bu hastalar da

tedavi agsamasinda hijyenik kosullar saglanarak bulagsma énlenmelidir.

2.8. C. difficile’nin Epidemiyolojisi

C. difficile; insanlarda, hayvanlarda, gidalarda, su ve toprakta olmak tizere pek
¢ok alanda bulunmaktadir. Mikroorganizmanin insana gegisi oral-fekal yol ile olur.
Sporlar: olumsuz ¢evre kosullarina dayanikli oldugundan ¢evrede yaygin olarak bulunur
ve enfeksiyon igin siirekli rezerv olusturur. Yapilan ¢aligmalarda hayvansal kaynakli (et
ve siit Uriinleri) gidalara ek olarak salata ve sebzelerde de yiiksek oranda izole

edilmistir. Deniz tiriinleri ve baliklarda da tespit edilmektedir (Barbut ve Petit, 2001).

C. difficile ’ye bagli ishal olaylarinda artis yasanmasi, arastirmacilart bu

bakterinin gida zehirlenmelerinde rolii olan zoonotik bir etken olduguna dair ¢aligmalar
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yapmaya yoneltmistir. Glinlimiizde bu konuyla ilgili sinirli sayida calisma yer almakta,
hayvanlarin ve hayvansal kaynakli gidalarin bu bakterinin rezervuari olabilecegi
diistiniilmektedir. Son yapilan c¢alismalarda C. difficile’ nin hayvansal gidalarda ve
perakende olarak satilan etlerde identifiye edilmesi, C. difficile kaynakli bakteri
infeksiyonlarinda gidalarin potansiyel olarak rol oynadigini gosterir niteliktedir.
Kontaminasyonda canli hayvan rezervuarlarinin yani sira ¢evre ve hayvansal
gidalarinda kaynak olusturabilecegine yonelik ¢alismalar yapilmistir (Flemming ve ark.,
2009).

2.8.1. insanlarda C. difficile

C. difficile enfeksiyonlar1 son yillarda artarak ozellikle ABD, Kanada ve
Avrupa ilkelerinde 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Yapilan g¢aligmalarla
bakterinin saglikli kisilerde % 2-3 oraninda, Ozellikle hastanede dogmus olan
yenidoganlarin kolon florasinda % 40-60 oraninda metabolik inaktif spor formunda
bulunabildigi belirlenmistir. insanlarin bu bakteriyi veya sporlarmi diger asemptomatik
kisilerden veya ¢evreden alarak enfekte olabilecegi tespit edilmistir (Kuijper ve ark.,
2008). Mortalite diizeyi tanty1 takiben 30 giin igerisinde % 6.9 ve 1 yil igerisinde % 16.7

olarak bildirilmistir.

1991 ile 2003 yillar1 arasinda Kanada’da yapilan bir ¢alismada C. difficile
insidensi 100.000 kiside 35.6 olgudan 156.3 olguya yiikselmistir (Gravel ve ark., 2009).

Katz ve ark. (1996) Liibnan’da yaptiklar1 bir ¢alismada, hastanede yatan ve
antibiyotik kullanimimnin takiben ishal gelisen 480 hastada toksin varligini aragtirmslar,

bu hastalarin 67°sinde (% 14) pozitif sonug elde ettiklerini bildirmislerdir.

Arjantin’de yapilan bir ¢aligmada 104 diski 6rnegi toksin varligr agisindan
incelenmistir. Calisma sonucunda 40 (% 38.5) ornekte pozitif, 64 (% 61.5) ornekte ise

negatif sonug¢ alinmistir (Legaria ve ark., 2003).

Martirosian ve ark. (2003) Polonya’da yaptiklart bir arastirmada 6 ay-8 yas

arasi, 18 HIV pozitif olan ve daha 6nceden antibiyotik tedavisi almis ¢ocuklarda
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C. difficile ve toksinlerinin varligi belirlemeyi hedeflemisler ve ¢alismanin sonucunda
3/18 (% 17) oraninda toksin A ve B izole ettiklerini bildirmislerdir.

2004-2005 yillart arasinda Kanada’da yapilan bir c¢alismada insidensin 1000
hastada 4.6 olgu oldugu kaydedilmistir (Gravel ve ark., 2009). ABD’de yapilan
calismalarda yine etkenin insidens ve siddetinde 1996 ile 2003 yillar1 arasinda ortalama
2 kat artis goriilmiistiir. Hem Kanada hem de ABD’de yapilan ¢aligmalarda ortak olarak
ribotip 027 major olarak belirlenen ribotip olarak tespit edilmis ve ribotip 027 nin diger
izolatlardan 16-23 kat daha fazla toksin A ve B salgiladigi ve {igiincii toksin olan binary

toksini olusturdugu goértilmistiir (Ananthakrishnan, 2011).

2005 yilinda Avrupa C. difficile Calisma Grubu tarafindan 14 iilke ve 38
hastanenin katilimu ile, ishal olan ve toksijenik kiiltiir sonucu pozitif olan hastalarin
dahil edildigi bir ¢alisma yapilmistir. C. difficile enfeksiyonu insidensinin 14 {ilke
arasinda 10.000 hastada 0.13-7.1 olgu arasinda degistigi ve ortalama insidensin her
10.000 hastada 2.45 olgu oldugu bildirilmistir. Calismada 354 toksijenik C. difficile
izolat1 tanimlanmistir. Tanimlanan bu izolatlarin 66 farkli ribotipe sahip oldugu ve
ribotip 027°nin bu ribotiplerin % 0.6’sin1 olusturdugu gorilmiistiir. Ayn1 ¢alismada
sonucunda tlkeler arasinda da farkli ribotiplerin bulundugu gorillmistir. Bu
ribotiplerdirme sonucu izole edilen en yaygin ribotipler tespit edildikleri bolgelere gore;
Fransa-014, Almanya-168 ve 001, Ingiltere-077, Irlanda-017 ve 156, italya -020,
Hollanda-027, Polonya-017, ispanya-001, Isvigre-002 dir. Tiirkiye’de ise izole edilen 8

izolat ribotip 001 olarak bildirilmistir (Barbut, 2007).

2007 yilinda 11 Avrupa Birligi iilkesini ve Isvicre’yi igine alarak yapilan
calismada ribotip 027°nin en etkili ribotip oldugu ve prevalansinin iilkeler arasinda %
11-100 arasinda degistigi bildirilmistir (Kuijper ve ark. 2007). Yapilan ¢alismadan bir
yil sonra C. difficile ribotip 027, 16 Avrupa iilkesinde salginlara, Danimarka, Isveg,
Norveg, Macaristan, Polonya, Avusturya ve Ispanya gibi iilkelerde ise sporadik olgulara

neden olmustur (Freeman ve ark., 2010).

Garcia ve ark. (2007) 14 yas istii, hastanede yatan ve nozokomiyal ishal
gelisen hastalarda C. difficile ve toksin A-B prevalansini belirlemeye yonelik ¢aligma

yapmiglardir. Calisma sonucunda incelenen 4624 hastadan 156’sinda (% 3.7)
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nozokomiyal ishal geligsmis, bu olgularin 55’inde (% 35.2) C. difficile toksin A-B
pozitifligi tespit edilmistir.

2008 yilinda 34 Avrupa iilkesindeki 106 laboratuvari kapsayan c¢alismada C.
difficile enfeksiyonlarinin insidensinin ortalama her 10.000 hasta i¢in giinde 4.1 olgu
oldugu tespit edilmistir. Caligma sonucunda 65 farkli ribotip bulunmus ve en sik olarak
ribotip 014/020 (% 16), 001 (% 9), 078 (% 8) ve 027 (% 5) belirlenmistir (Bauer ve
ark., 2011).

Nasereddin ve ark. (2009) Urdiin’de yaptiklar1 calismada 3 giinden daha uzun
stire hastanede yatan ve antibiyotik kullanimi1 gegmisi olan 40 yas {istii hastalardan elde
edilen 300 gaita ornegini C. difficile varligi ve toksinleri yoniinden incelemislerdir.
Calisma sonucunda hastalarin % 13.7’sinin gaita kiiltiirlerinden C. difficile izole
edilmis, tespit edilen izolatlarin % 73’tinde ise tcdA ve/veya tcdB toksin genlerinin

varlig1 saptanmistir.

Hong Kong’da yapilan bir arastirmada ise % 10.1 oraninda ribotip 002 tespit
edilmistir (Cheng ve ark., 2011).

Iran’da Jalali ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada % 21 oraninda ribotip
078 saptanmustir.

Kore’de Kim ve ark. (2013)’nin yaptiklari bir ¢caligmada % 26.4 oraninda C.
difficile ribotip 018 bildirilmistir.

Tiirkiye’de Besirbellioglu ve ark. (1999) hastanede uzun siireli yatan hastalarda
C. difficile kolonizasyonu gelisim riskini belirlemeye yonelik ¢alisma yapmislardir.
Calismalarinda farkli hastaliklar nedeniyle hastanede 30 giindiir yatmakta olan, diyare
yakinmasi olmayan ve C. difficile kolonizasyonu agisindan hicbir predispozan faktore
(kemoterapi, antibiyotik, endoskopi, vb.) maruz kalmamis, 37 kisi arastirilmis ve C.
difficile’nin bir hastane enfeksiyon etkeni olup olmadigi irdelenmistir. Bu grupta yer
alan hastalarin digki ornekleri C. difficile toksin A yoniinden arastirilmistir. Calisma
sonucunda hastaneye ilk yatislarinda alinan fekal 6rneklerinin hi¢ birinde C. difficile

izole edilememistir. Ancak hastaneye yattiklarindan 30 giin sonra ise tekrar alinan
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orneklerde 4 hastanin (% 10.81) diskilarindan C. difficile izole edilmis ve toksin A

pozitif bulunmustur.

2001-2006 yillar1 arasinda iilkemizde yapilan bir g¢aligmada antibiyotik
kullanimu ile iligkili kanli ishalli 21 hasta izlenmis ve 6 hastada (% 29) C. difficile
toksin A ve B tespit edilmistir (Y1lmaz ve ark., 2012).

Aygiin ve ark. (2005) yaptiklar1 arastirmada nozokomiyal ishalli 226 hastay1

incelemis ve sonucunda % 5.5 oraninda toksin A veya toksin B saptamislardir.

Giirsoy ve ark. (2007) yaptiklar1 bir arastirmada lateks aglutinasyon testi ile
toksin A ile C. difficile varligina bakmiglardir. Yapilan calismalarin sonucunda,
nozokomiyal ishalli hastalarda % 14, ayakta tedavi goren ishalli eriskin hastalarda %
27.7 oraninda etken saptamislar, kronik yangili barsak hastalarinda etken tespiti saglikli

goniillillerde asemptomatik tasiyicilik % 3.3 oraninda goriilmiistiir.

Tungcan ve ark.’nin (2008) yaptiklar1 ¢alismada 149 hastanin 21’inden (%
14.09) C. difficile toksin A tespit edilmistir. C. difficile toksin A/B ise 149 hastadan 34
hastada (% 22.8) tespit edilmistir.

Ergen ve ark. (2009) 2004-2005 yillar1 arasinda tespit edilen nozokomiyal
vakalarda insidensi 1000 hastane giiniinde 0.6 ve her 1000 hastada 5 olarak tespit
etmislerdir. Caligmada ayrica hastalik dncesinde kemoterapi uygulamasmin 6nemli bir
predispoze faktor oldugu bildirlmistir. C. difficile oran1 ise nozokomiyal ishalli
hastalarda % 43 olarak belirlenmistir. Yapilan PCR ¢aligsmasi ile de 4 sus ribotip 002 ve
1 sus ribotip 012 olarak saptanmuistir.

Giindem (2010) Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin cesitli
Kliniklerinde yatan, son 3 hafta i¢inde antibiyotik kullanimi 6ykdiisii olan, antibiyotige
bagli ishal diisiiniilen olgularda ve gaita 6rneginin makroskopik incelemesinde yumusak
kivamli, sulu, kanli ve/veya mukuslu belirtileri olan 250 hastaya ait digki 6rnegini
incelemislerdir. Calisma sonucunda toplam 250 gaita 6rneginin 10 (% 4)’unu toksin A-

B pozitif olarak saptamiglardir.

Lale ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢galismada Ocak-Agustos 2010 tarihleri arasinda

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na goénderilen, ishalli
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hastalara ait yumusak kivamli veya sulu mukuslu digk1 6rneklerinden olusan toplam 592
ornegi incelemislerdir. Calisma sonucunda farkli boliimlere ait ¢alisma Orneklerinin

142’sinde ( % 24) C. difficile toksin A-B saptanmuistir.

Son donemlerde C. difficile 027 ribotipi Avusturalya, Kore, Singapur, Hong
Kong, Japonya ve Kosta Rika’da bildirilmistir (Tschudin-Sutter ve ark., 2012).

2005 yilindan itibaren Avrupa da 078 ribotipine baglh enfeksiyonlar goriilmeye
baslamistir. Yapilan arastirmalarla bu susun ribotip 027’e¢ benzer siddette hastaliga
neden oldugu gorilmistir. Hollanda’da 2005-2008 yillart arasinda 1687 hasta
orneginde yapilan calismada ribotip 078 kaynakli infeksiyonlarn % 3’ten % 13’e
¢iktigini ortaya konmustur (Goorhuis ve ark., 2008). ABD’de her yi1l 100.000 kiside 6.9-
46 arasinda degisen toplum kaynakli C. difficile olgusu bildirilmektedir. Yapilan bir
arastirmada Kuzey Carolina’da toplum kaynakli C. difficile oraninin 2005 yilinda % 20
olarak tahmin edildigi ve bu oranin Avrupa ve Kanada’da benzer oldugu bildirilmistir
(O’Donoghue ve ark., 2011). Toplum kokenli enfeksiyonlar daha ¢ok geng saglikli
kisilerde ve daha cok bayanlarda goriilmekle birlikte antibiyotik maruziyeti, asit
siipresyonu, kanser durumlarinda da daha fazla goriilebilmektedir. Ayrica antibiyotik
maruziyeti olmadan da evcil hayvan temasi, perakende gida iriinleri ile de
goriilebilmektedir (Goorhuis ve ark., 2008). C. difficile’nin neden oldugu salginlar

yillara gore Tablo 4’de 6zetlenmistir (Tungcan, 2008).

Tablo 4. C. difficile Salginlar1 (Tungcan, 2008)

Yil Salginin Goriildiigii Yer

2003 Hipervirulant sus-2 salgin - Montreal, Quebec and Calgary, Alberta, Kanada.
2003 - 2005 Ingiltere-salgin-NAP1/027 susu
2007 - 2008  irlanda-31 &liimciil vaka

2007 Finlandiya-027 sug- 115 hasta(10’u fotal)

2010 Danimarka-027 sus-138 oliimciil hasta

2010 Avustrulya-2 yil sonra bu sus Yeni Zelanda da saptanmis
2011 Kanada- Ontario,-26 6liimciil vaka
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2.8.2. Hayvanlarda C. difficile

C. difficile ’ye baglh ishal ya da asemptomatik tasiyicilikta rolii olan birgok
hayvan tiiri tanimlanmaktadir (sig1r, at, kopek, kedi, maymun, tavsan, hamster, domuz,

devekusu ve fil) (Arroyo, 2005; Bojesen, 2006).

Sigir ve buzagilarda yapilan ¢alismalarda 6zellikle ishalli hayvanlardan etkenin
tespit edilmesi ishalin nedenleri arasinda etkenin olabilecegini gdstermistir (Harvey ve
ark., 2011b). Etkenin ayrica gen¢ hayvanlarda yashi hayvanlara kiyasla daha ¢ok

goriildiigli yapilan caligmalarla rapor edilmistir (Thitaram ve ark., 2011).

Rodriguez-Placios ve ark. (2006) C. difficile nin ishalli ve saglikli buzagilarda
varhigini belirlemeye yonelik Kanada’da yaptiklar1 ¢alismada ishal vakasi bulunan 144
buzagi ve 134 saglikli buzagiya ait diski Orneklerini analiz etmislerdir. Calisma
sonucunda 11’1 ishalli buzagilara, 20’si saglikli buzagilara ait toplam 31 digki drneginde
C. difficile izole edilirken etkenin prevalansi % 11.2 olarak saptanmustir. 31 izolat i¢inde

ise 30 izolatin toksin tirettigi belirlenmistir.

Keel ve ark. (2007) yaptiklar1 caligmalarda buzagilardan izole edilen C.
difficile yoniinden pozitif 33 izolatta tespit edilen temel izolatlarin ribotiplerdirilmesi

sonucu ribotip 078, ribotip 033 ve ribotip 002 oldugunu bildirmislerdir.

Pirs ve ark. (2008) Slovenya’da giftlik hayvanlari lizerinde yaptiklari calismada
2 farkli buzag ciftligindeki (D, E) 56 buzagidan alinan diski 6rneklerini C. difficile ve
toksin varlig1 yoniinden incelemislerdir (D:22 6rnek, E:34 6rnek). Ornekler 21 giinliik
olan diareli hayvanlardan alinmistir. Calisma sonucunda 6rneklerden % 1.8 oraninda C.
difficile izole edilmistir. Buzagilarda tespit edilen bu diisiik izolasyon oranina karsilik

yapilan toksin testlerinde 25/56 (% 44.6) oraninda toksin tespit edilmistir.

Thitaram ve ark. (2011) saglikli siit inekleri ve besi danalarma ait diski
orneklerinde C. difficile varligin1 belirlemek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada siit
ineklerinden % 2.7, besi danalarindan ise % 6.3 oraninda etken izole ettiklerini

bildirmislerdir.
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Rodriguez-Palacios ve Leleune (2011) yaptiklari bir arastirmada farkli et
isleme tesislerinde aldiklar1 sigir diski Orneklerinde etken oranmi % 6.3 olarak

bildirmislerdir.

Houser ve ark. (2012) calismalarinda saglikli buzagilara ait fekal 6rneklerden
% 28 oraninda C. difficile’ e ait toksin genleri tespit etmislerdir. Arastirmacilar,
buzagilarda intestinal lezyonlarin C. difficile’ ye ait toksin A ve toksin B iiretiminden

kaynakli olabilecegini belirtmislerdir.

Doosti ve Farsani (2014) iran’mn batisinda yasayan buzagilarn digkilarinda C.
difficile toksin genlerini arastirmaya yonelik bir ¢alisma yapmislardir. Buzagilara ait
toplam 150 digk1 6rnegi incelenmis olup (Etken izolasyonunda kiiltiir yontemi, toksin
genlerinin tespitinde ise PCR metodu) c¢alisma sonucunda 90/150 (% 60) oraninda C.
difficile izole edilmistir. Tespit edilen pozitif izolatlarin toksin karakterizasyonu sonucu
8/60 (% 8.8) oraninda tcdA geni; 16/60 (% 17.7) oraninda tcdB geni, 8/60 (% 8.8)
oraninda ise cdtA geni 14/60 (% 15.5) oraninda ise cdtB geni tespit edilmistir. Bunlarla
beraber sadece 1 (% 1.1) izolatin bu genlerin hepsini igerdigi (tcdA, tcdB, cdtA ve cdtB),
2 (% 2.2) izolatin ise tcdA ve tcdB genlerini icermedigi bildirilmistir.

C. difficile neonatal domuzlarda siklikla karsilasilan 6nemli patojenlerden biri
olarak bilinmektedir. Ozellikle yenidogan domuz yavrularinda tipik sulu bir diare ve
kolonda 6demle karakterizedir (Songer ve ark., 2000). C. difficile kaynakli goriilen bu
ishaller 6zellikle domuz stirtilerinde kilo kaybi1 ve dliimle sonuglanan ciddi kayiplara yol
agmaktadir (Baker ve ark., 2010). Ishal olgularina rastlanan siiriilerde mortalitenin %
16-20 aras1 degerlere ulasabilecegi yapilan ¢alismalarla kaydedilmistir (Songer, 2004;
Blasko ve Bilkei, 2005). Ayrica domuz siiriilerinde dogum sonrast goriilen MMA
sendromunu (Mastitis-Metritis- Agalaksiya) tedavi etmek amaciyla yapilan antibiyotik
tedavisinin akabinde disi domuzlarda C. difficile’e bagl ishal gelistigi ve mortalitenin

% 13-16 oldugu kaydedilmistir (Mauch ve Bilkei, 2003; Silvapru ve Bilkei, 2005).

Paleaz ve ark. (2002) Ispanya’da domuzlara ait C. difficile izolatlarinin
karakterizasyonunu belirlemeye yonelik ¢alisma yapmislardir. Calismada 144 domuz

izolat1 PCR analizi ile incelenmistir. Caligma sonucunda etkenin prevalansinin yiiksek
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oldugu ve % 94.4 oraninda ribotip 078 bulundugu ve % 5.6 oraninda ise nontoksijenik

izolatlarin bulundugu tespit edilmistir.

Songer ve ark. (2004) yaptiklar bir arastirmada enteritli 600 domuza ait disk1
orneklerini incelemisler ve % 35 oraninda toksin A ve B yoOniinden pozitiflik
saptamiglardir. Yine Kuzey Carolina da yaptiklar1 baska bir ¢alismada, 32 domuz
stirisiine ait fekal metaryelleri incelemisler ve siiriide % 48 oraninda C. difficile toksini

yoniinden pozitiflik belirlemislerdir.

Yaeger ve ark. (2007) Amerika’da yaptiklart ¢alismada 129 domuz diski
ornegini C. difficile yoniinden incelemis ve orneklerin % 50’sinde C. difficile izole
ederek bu calismayla etkenin prevalansinin domuz siiriilerinde yliksek oldugunu ortaya

koymuslardir.

Pirs ve ark. (2008) Slovenya’da giftlik hayvanlar1 {izerinde yaptiklart
calismada, 3 farkli domuz ciftligindeki (A, B, C) 257 domuzdan alinan rektal svaplari
C. difficile yoniinden incelemislerdir (A:87 6rnek, B:95 6rnek, C:75 6rnek). Alinan
orneklerde 1-10 giinliik yastaki bir batimda dogan semptomatik veya asemptomatik
diareli hayvanlardan 5’er tane se¢ilmistir. Calisma sonucunda domuzlara ait 133 (%
51.8) ornekte, buzagi 6rneklerinden ise 1 (% 1.8) 6rnekte C. difficile izole edilmistir.
Buzagilarda tespit edilen bu diisiik izolasyon oranina karsilik yapilan toksin testlerinde

25/56 ( % 44.6) oraninda pozitiflik tespit edilmistir.

Avbersek ve ark. (2009) C. difficile tiirliniin buzagilarda, domuzlarda ve atlarda
varligimmi belirlemek adina Slovenya’da bir ¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda
domuz oOrneklerinden 247/485 (% 50.9), buzagi orneklerinden 4/42 (% 9.5) ve at
orneklerinden 1/20 (% 5) oaraninda C. difficile izole edilmistir. izolatlarinmn
karakterizasyonuna bakildiginda domuz izolatlarinin 2 toksinotip (V ve 0) ve 4 ribotip
igerdigi (066, 029, ST 011, SI 010), buzagi izolatlarinin 2 toksinotip (Xia ve 0) ve ribotip
icerdigi (077, 002, 033), at izolatlariin ise sig1r izolatlarina benzer olarak 1 toksinotip
Xia ve 1 ribotip 033 igerdigi bildirilmistir.

Schneeberg ve ark. (2013) Almanya’da domuzlarda tespit edilen C. difficile
izolatlarmin genotiplerini belirlemeye yonelik bir ¢alisma yapmislardir. Nisan-Kasim

2012 tarihleri arasinda yapilan ¢alismada toplam 15 ciftlikten alinan 201 domuza ait
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rektal svap ornekleri incelenmistir. Alinan svap Orneklerininin 151 tanesi diareli
hayvanlara ait, 118 tanesi diare tedavisi goren hayvanlara ait 6rneklerden olusmustur.
Orneklerden 147/201 (% 73) oraninda C. difficile izole edilmis olup, % 78 oraninda
kiltlir pozitif izolat tespit edilmistir. Yas faktoriine bagl olarak siralama yapildiginda
izolasyon oranlar1 yeni dogmus domuzlarda % 68.2, 14 giinliik yastaki domuzlarda %
94, 49 giinliik ve iizeri yastaki domuzlarda ise % 0 olarak belirlenmistir. Izolatlarla
yapilan PCR ¢alismasinda 14 ribotip belirlenmistir. Bunlardan ribotip 078, 10 izolatta
tespit edilmistir. Ribotip 126 ise 4 izolatta tespit edilmisir. Ribotip 078 (% 55) ve ribotip
126 (% 20) yiiksek oranda tespit edilen ribotipler olup, bu degerlerin yiiksek ¢ikmasi
belirtilen ribotiplerin Almanya’daki domuzlarda predominant olabilecegi ile iligkili
bulunmustur. Tiim izolatlatlarda tcdA ve tcdB geni tespit edilirken, 6 izolatta ek olarak
binary toksin geni tespit edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada C. difficile prevalansinin

hayvanlarin yasi ile baglantili oldugu da goriilmiistiir.

Borriello ve ark. (1983) C. difficile’nin evde yasayan pet hayvanlar1 arasindaki
tastyiciligini - arastirmak amaciyla yaptiklar1 calismada, tasiyiciligin  gecici  ve
gastrointestinal hastaliga yol agmiyor gibi goriinse de, evde yasayan hayvanlardaki
etkilenme seviyesinin % 23 oraninda olabilecegini bildirmislerdir. Tastyicilik 6nceden
antibiyotik tedavisi almis hastalarda daha yiliksek oranda bildirilmis olsa da (% 31’e
karsilik % 19), bu farklilik istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte olgularin
cogunda sitotoksijenik olmayan suslar tanimlanmistir. Bununla birlikte hayvanlara ait

ortamlardan hem sitotoksijenik hem de sitotoksijenik olmayan suslar izole edilmistir.

Madewell ve ark. (1999) Kaliforniya’da Veteriner Fakiiltesi hastanesinde
yaptiklar1 ¢alismada hastanede yatili olan, saglikli ve ayakta tedavi goren 3 farkli gruba
ait toplam 245 fekal svap 6rnegini C. difficile yoniinden incelemislerdir. Calisma
sonucunda 23/245 (% 9.4) oraninda pozitiflik tespit edilmis ve izolatlarin % 34.8’inin

toksijenik oldugunu gozlemlenmistir.

Erdemoglu ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada kliniklerine gelen kedi ve kopek
digkilarindan alinan numunelerde C. difficile ve toksin A varligini incelemislerdir.
Calisma sonucunda enteritli kopeklerin % 41’inde, kedilerin % 35’inde; enterit
bulunmayan kedi ve kopeklerin ise % 29’unda (% 29 kopek, % 29 kedi) etken izole

edilmis ve toksinleri saptanmistir. Toksin A enteritli kopeklerin % 2’sinde enteritli
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olmayan kopeklerin ise % 20’sinde saptanmustir. Kedilerde ise enteritli ve enteritli

olamayanlarin % 29’unda etken izole edilmistir.

Lefebvre ve ark. (2006) Kanada, Ontario’daki ¢esitli yerlerden aldiklar1 102
kopege ait diski orneklerinden olusan bir grupta zoonotik etkenlerin prevalansini
incelemislerdir. Zoonotik etkenler 102 hayvanin 80’inden izole edilmistir. Primer
patojen olarak C. difficile tespit edilmistir. Incelenen disk1 6rneklerinin 58’inden (% 58)
C. difficile izole edilmis ve bunlarin da % 71’inin (41/58) toksijenik oldugu

belirlenmistir.

Yapilan c¢aligmalarda atlarda fekal C. difficile prevalansinin % 2-29 arasi

oldugu rapor edilmistir (Flemming ve ark., 2009).

Thean ve ark. (2009) C. difficile’nin diareli ve saglikli atlarda prevalansini
belirlemeye yonelik Avustralya’da yaptiklar1 g¢alismada 174 fekal Ornegi
incelemislerdir. Calisma sonucunda 62 diareli hayvana ait orneklerin 14’tinde (% 23)
etken izole edilirken 112 saglikli hayvana ait 6rneklerde etkene rastlanmamustir. Elde
edilen izolatlarin toksin profillerine bakildiginda 10 izolatin toksin A, toksin B
yoniinden pozitif, binary toksin yoniinden negatif; 1 izolatin toksin A ve B negatif,
binary toksin pozitif; 2 izolatin 3 toksin yoniinden de pozitif ve 3 izolatinda 3 toksin
yoniinden de negatif oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢alismanin sonucunda 6 farkli ribotip

tespit edilirken, ribotip 012°nin ¢ogu izolatlarda ortak oldugu rapor edilmistir.

Simango ve Mwakurudza (2008) yaptiklari ¢alismada Zimbabwe’de
marketlerde canli olarak satilan broilerde C. difficile prevalansini belirlemeyi
amaclamiglardir. Caligmada broilere ait market igerisindeki kafeslerden toplanan diski
ornekleri ve marketlerin etrafindaki toprak ornekleri incelenmistir. Calisma sonucunda
C. difficile disk1 6rneklerinden % 29 oraninda izole edilirken, toprak orneklerinden %
22 oraninda izole edilmistir. Belirlenen izolatlarin diski 6rneklerine ait % 89.7’sinin ve

toprak orneklerine ait % 95.5’inin toksijenik karakterde yapi tasidigi bildirmislerdir.

Zidaric ve ark. (2008) Slovenya’da yaptiklari ¢alismada tavuk ciftliklerinde %
62 oraninda C. difficile izole etmisler ve etkenin prevalansinin oldukg¢a yiiksek
oldugunu belirtmislerdir. Calismada ayrica 15 giinliik yastaki tavuk orneklerine kiyasla

18 haftalik tavuk orneklerinde etken prevalansinin azaldigi (% 40) bildirilmistir.
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Insan ve Hayvan orjinli C. difficile Izolatlarmin Genotipik Varyasyon

Benzerligi

Hayvan ve insan orjinli izolatlarinin genotipik benzerligini ortaya koymaya

yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

Arroyo ve ark. (2005) at, kopek ve insan izolatlar1 arasindaki benzerligi
belirlemeye yonelik yaptigi bir ¢alismada 20 insan izolatinin 4’ ile 92 kdpek izolatinin
58’1 ve 21 at izolatinin 5’1 arasinda benzerlik oldugunu kaydetmiglerdir. Ayrica yapilan
bu calismada izolatlarin ¢ogunlugunun (% 15) insana 6zgii 5 farkli ribotip igerdigi

bildirilmistir.

Keel ve ark. (2007) Kuzey Amerika’da bulunan sigir, kopek, at ve domuz
izolatlarini insan izolatlariyla karsilastirmistir. Calismada domuz ve sigir izolatlarindan
ribotip 078 predominant olarak bulunmus ve sigir izolatlart i¢inde % 94’liik, domuz
izolatlar1 i¢cinde ise % 83’liikk bir kismi1 olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica 6 ribotipin

insan ve atlarda ortak, 3 ribotipin ise insan ve domuzlarda ortak oldugu tespit edilmistir.

Jhung ve ark. (2008) insan ve hayvanlardan izole edilen C. difficile
izolatlarinin genetik benzerliligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 2001-2006 yillari
arasinda incelenen 620 insan izolatinin 8’inin (% 1.3), 1984-2001 yillarinda analiz
edilen 6000 izolatin 7’sinin (% 0.1) C. difficile toksinotip V genotipinde oldugunu
bildirmislerdir. Bununla beraber yavru domuzlardan ve buzagilardan izole edilen 33
adet C. difficile toksinotip V izolatlar1 ile insanlardan elde edilen C. difficile toksinotip
V izolatlarin1 genetik benzerlikleri acisindan karsilastirilmistir. Calisma sonucunda
izolatlarin hepsinde benzer gen delesyonu oldugunu, bunlarinda 6’sinin binary toksin
geni igerdiklerini, 1984-2001 yillar1 arasindaki verilerden elde edilen 7 izolatin yine
hepsi yine benzer gen delesyonu oldugu ve tamaminda binary toksin belirlendigini
bildirmislerdir. Hayvanlarda tespit edilen 33 adet C. difficile toksinotip V izolatlarinda
da binary toksin pozitif ve ayni gen bolgesinde benzer delesyonun bulundugunu tespit

etmislerdir.
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Weese ve ark. (2009) ile Songer ve ark. (2009) et 6rneklerinden izole ettikleri
C. difficile izolatlarinin genotipik yapisinin insan izolatlariyla biiyiik dl¢lide benzerlik

tasidigini bildirmislerdir.

Koene ve ark. (2012) Hollanda’da yaptiklar1 ¢alismada 7 farkli hayvan tiiriine
ait (kopek, kedi, at, domuz, sigir, koyun, tavuk) 839 fekal o6rnegi C. difficile ve
toksinleri yoniinden incelemislerdir. Calisma sonucunda kopeklerde % 25, kedilerde %
15.7, atlarda % 17.8, domuzlarda % 6.6, sigrlarda % 3.4, koyunlarda % 18.2 ve
tavuklarda % 5.8 oraninda etken tespit etmislerdir. Tespit edilen 96 adet C. difficile
izolatindan % 53’iiniin toksin genleri igerdigi bildirilmistir. Domuz, sigir ve tavuklardan
elde edilen tiim izolatlarin toksijenik karakterde oldugu ancak pet hayvanlarindan elde
edilen major izolatlarin nonsitojenik karakterdeki ribotip 010 ve ribotip 039 oldugu
bildirilmistir. Ribotip 012’in sigirlarda, ribotip 078’in ise domuzlarda yaygin oldugu,
bunu yaninda at ve tavuk izolatlarinda baskin bir ribotipin bulunmadigini tespit
edilmistir. Calismada analiz edilen 6rneklerde ribotip 012, 014 ve 078’in en sik
karsilasilan ribotipler oldugu goriilmiistiir. Arastirmanin devaminda insan orijinli C.
difficile izolatlar1 ile karsilagtirilmak i¢in 2009 - 2010 yillar1 arasinda Hollanda referans
laboratuvarinda belirlenen C. difficile izolatlarin ribotip dagilimlar1 incelenmis olup, bu
izolatlarin ribotip 012, ribotip 014 ve ribotip 078 oldugunu saptamiglardir. Sonug olarak
aragtirmacilar insan ve hayvanlardan izole edilen C. difficile ribotip 078 izolatlari
arasinda genetik benzerlik oldugunu, buna kargin C. difficile ribotip 012 ve C. difficile

ribotip 014 izolatlar1 arasinda genetik farkliliklar oldugunu bildirmislerdir.

Rodriguez ve ark. (2014) Belgika’da yaptiklar1 ¢alismada perakende olarak
satilan domuz ve sigir etlerinden izole edilen C. difficile izolatlarin1 gen benzerligi
yoniinden arastirmiglardir. Calismada ek olarak hastanedeki hastalardan izole edilen 6
izolat kullanmiglardir. Insanlara ait izolatlar ayn1 metodlarla elde edilip, toksin
aktiviteleri, toksin tireten genleri, regiilator gen, tcdA, gyrA mutasyonu ve antibiyotik
direnglilik agisindan incelenmis ve c¢alisma sonucunda et Orneklerine ait izolatlarla

benzerlik oldugu bildirilmistir.

Varshney ve ark. (2014) Pensilvanya’da C. difficile’nin insan diski
orneklerinde ve perakande olarak satisa sunulan etlerde prevalansini ve

karakterizasyonunu belirlemeye yonelik ¢alisma yapmislardir. Calismada klinik
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labaratuvarlardan toplanan 317 insan diski ornegi ve Ekim 2011-Eylil 2012
periyodunda 8 farkli perakende marketten toplanan farkli hayvan tiirlerine ait 303 et
ornegi (72 sigir eti, 78 domuz eti, 76 hindi eti, 77 tavuk eti) incelenmistir. Arastirma
sonucunda insan digki 6rneklerinden % 16.7, sigir eti 6rneklerinden % 6.9, domuz eti
orneklerinden % 11.5, hindi eti 6rneklerinden, % 14.5 ve tavuk eti 6rneklerinden % 7.8
oraninda C. difficile izole edilmistir. Insan ve hayvan tiirlerine ait tiim izolatlarda 8
farkli toksin geni arastirllmis ve yiiksek oranda tcdA, tcdB, cdtA ve cdtB toksin
genlerinin bulunmadigi belirlenmistir. Calismada farkli olarak % 75.6 oraninda insan
izolatlarinda tcdC gen (139 bp) delesyonu goriilmezken, et orjinli izolatlarda % 61.3
oraninda 39 bp delesyonu bildirilmistir. Insanlara ve hayvan orjinli izolatlardan 25
farkl1 ribotip tespit edilmistir. Sonug olarak insan ve hayvan eti izolatlarinda genotipik
ve fenotipik farkliliklar olmasina karsin, hayvan etlerinden izole edilen bazi izolatlarin
ribotip tiirleri (ribotip 078, PAOS, PA16 ve PA229), toksin genleri, tcdC gen boyutlari

ve antibiyotik direng profillerinin insan izolatlartyla benzer oldugu ortaya konulmustur.

Noren ve ark. (2014) Isve¢’te yaptiklari bir calismada C. difficile’nin
insanlarda ve domuzlarda tespit edilen ribotip 046 izolatiin prevalansininin
belirlenmesi ve dolayisiyla belrtilen ribotipin her iki tiirde ortak olmasi nedeniyle
zoonotik bir potansiyelin  boyutunun incelenmesini hedeflemislerdir. Calisma
sonucunda 3 farkli domuz yetisirme ciftliginden elde ettikleri yavru domuzlara ait
orneklerde 45/67 (% 67) oraninda ribotip 046 identifiye edilmistir. Ayni ciftlikteki disi
domuzlara ait 6rnekler incelendiginde kolonizasyonun % 50 oraninda digkida % 30
kolonizasyonun deride oldugu bildirilmistir. Ayni bdlgede yasayan insanlarda da
etkenin tespit edilmesi etkenin zoonotik bir potansiyele sahip oldugunu

diistindiirmstiir.

2.8.3. Cevrede C. difficile

Saif ve Brazier (1996) C. difficile’nin g¢evrede varhigina yonelik Giiney
Galler’de Cardiff bolgesinde genis ¢apli bir arastirma yapmislardir. Arastirmalarinda
toplam 2580 6rnek incelenmistir. Calismada kullanilan su 6rnekleri Cardiff ¢evresinde
bulunan nehirler, goller, drenaj kanallar1 ve denizden ve havuzlardan alinmis, ¢alisma

sonunda 40/110 (% 36) oraninda pozitiflik tespit edilmis ve elde edilen izolatlarin %
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90’min toksin A yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir. 100 kedi ve 100 kopege ait iKi
farkli veteriner kliniginden alinan digki 6rnekleri incelenmis, kopeklerde 10/100 (% 10)
oraninda izole edilirken, % 20 oraninda toksin A yoniinden pozitiflik oldugu tespit
edilmistir. Yedi aylik periyot i¢erinde si1gir ve koyun satis yerleri ile 45 giftlikten alinan
104 sigir, 100 at, 100 domuz, 120 kiimes hayvanina ait digki 6rnekleri ve balik satig
yerlerinden aliman 107 deniz ve tathi su baliklarina ait svap ornekleri toplanmuistir.
Calisma sonucunda, atlarda 1/100 (% 1), sigirlarda 0/104 (% 0), koyunlarda 1/100 (%
1), domuzlarda 0/100 (% 0), baliklarda 0/107 (% 0), kiimes hayvanlarinda 2/120 (% 1.6)
oraninda etken tespit edilmistir. Izolatlarda toksin A tespiti at, koyun ve kiimes
hayvanlarinda % 100 olarak bildirilmigtir. Halk parklari, bahgeler, oyun parklari ve
tarlalardan alinan 104 toprak Ornegi analiz edilmistir. Calisma sonucunda 22/104
oraninda etklen izole edilmis, pozitif izolatlarda ise % 40.9 oraninda toksin A
saptanmistir. Hastanelerden, veteriner kliniklerinden, hemsire odalarindan, aile
evlerinden ve 6grenci yurtlarindan yiizey svaplari alinmistir. Calisma sonucunda tespit
edilen etken izolasyon orani sirasiyla hastanelerde 76/380 (% 20); hemsire odalarinda
6/275 (% 2.2); aile evlerinde 8/350 (% 2.3); 6grenci yurtlarinda 4/200 (% 2); veteriner
Kliniklerinde 5/30 (% 16.7) olarak tespit edilmistir. Caligmada son olarak Cardiff’te
perakende satis yerlerinde satilan 300 ¢ig sebze Ornegi de incelenmistir. Calisma
sonucunda 7/300 (% 2.3) oraninda pozitiflik tespit edilirken % 71.4 oraninda toksin A
tespit edilmistir.

Alam ve ark. (2014) yasanilan c¢evredeki toksijenik C. difficile
kontaminasyonunun prevalansini belirlemeye yonelik yaptiklart aragtirmada Hauston,
Texas bolgesinde bulunan 30 evden Ornekler toplamislardir. Toplamda 123 adet
cevresel svap 6rnegi (63 ayakkabi alt ylizeyi, 15 banyo/tuvalet yiizeyi, 12 ev zemin tozu
ve 37 evdeki diger ylizeyler) incelemislerdir. Calisma sonucunda 41/127 (% 32.3)
oraninda etken izole edilmistir. Izolatlarin gen profillerine bakildiginda toksin A ve
toksin B genlerini tasidigi ancak hicbir izolatta binary toksin genlerini bulunmadigi
goriilmistir. Pozitiflik durumunun grup bazli dagilimina bakildiginda ayakkabi alt
yiizeylerine ait svap orneklerinin pozitif drnekler icinde yiiksek bir yiizdelik dilime
tekabiil ettigi (25/63; % 39.7) bunu tuvalet/banyo yiizeyleri (5/15; % 33.3) ve ev zemin
tozu (4/12; % 33.3) orneklerinin takip ettigi ve evdeki diger yiizeylere ait svaplarda

(7/137; % 18.9) oraninda etken tespit edildigi bildirlmistir. Calismada 25 farkli ribotip
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tespit edilmis, ribotip 001’in izolati en ¢ok bulunan izolat oldugu gorilmiistiir. Bu

veriler etkenin yaygin olarak ¢evrede bulundugu gostermistir.

2.8.4. Hayvansal Kaynakh Gidalarda C. difficile

C. difficile’nin son zamanlarda yapilan c¢alismalarda hayvansal kaynakli
gidalarda, deniz firiinlerinde sik¢a tespit edilmesi, etkenin insanlara bulagsmasinda

hayvansal gidalarin rezervuar olabilecegini diistindiirmektedir.

Rodriquez ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Kanada’da perakende olarak
yerel marketlerde satilan sigir eti {riinlerinde C. difficile kontaminasyonunu
degerlendirmis ve 6rneklerden izole etmistir. Alinan 60 et 6rneginin 12’sinde (% 20)
etken saptamis ve etkene ait 11 toksijenik izolat belirlemislerdir. Bu toksijenik
izolatlarin 8’inin toksinotip 3 oldugu belirtilmistir. Kontaminasyonun ise etlerin toplu
halde depolama ve paketleme esnasinda olusabilecegini diisinmiislerdir. Ayni
arastirmacilar 2009 yilinda yaptiklar1 benzer ¢alismada 149 sigir parca et ve 65 sigir
pirzola etinde sirasiyla % 6.7 (10/145) ve % 4.6 (3/65) oraninda saptamislar ve elde
ettikleri 13 6rnegin 10°unda toksijenik yapiy1 kaydetmislerdir.

Jobstl ve ark. (2008) yaptiklart ¢alismada C. difficile’nin ¢ig hayvansal
tiriinlerdeki prevalansini incelemislerdir. Temmuz 2007-Subat 2008 yillar1 arasinda
yaptiklar1 ¢alismada kullanilan et 6rnekleri Avustralya’nin Graz sehri ¢evresindeki yerel
market ve kasaplardan alinan yaklasik 200 g agrligindaki 30 adet si8ir eti, 70 adet si8ir -
domuz eti karisimindan olusmustur. Cig et 6rneklerinin 25 tanesi market va kasaplara
anlik ziyaret sirasinda hazirlik asamasindaki etlerden (taze et) digerleri soguk dolapta
satisa sunulan etlerden (Modifiye Atmosfer Paketli) alinmistir. Calisma sonucunda
sadece ¢ig sigir-domuz eti karisimlarinda C. difficile yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Sigir eti orneklerinin hepsi negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif iki
izolattan ribotip Al-57 (Austrian Isolate-Avusturya izolati) tespit edilmistir. tcdA ve
tcdB toksin genlerine rastlanilmamistir. Bu izolatlardan birinin kasaplardan digerinin ise
siipermarketlerden almman orneklere ait oldugu goriilmiistiir. Tespit edilen diger bir
pozitif izolattan ise ribotip 053 tespit edilmistir. Bu izolatta diger izolatlardan farkli

olarak tcdA ve tcdB gen sekanslarmin bulundugu ve bu izolatin yine farkli olarak MAP
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teknolojisiyle paketlenmis ornekten izole edildigi bildirilmistir. Ayni aragtirmacilar
benzer olarak siit 6rneklerinde prevalansi belirlemek i¢in Subat-Haziran 2008 tarihleri
arasinda Avustralya’daki siit inekleri ¢iftliklerinden toplamda 50 numune toplayip
incelemislerdir. Numunelerin 15’1 sagmal ineklerden elde edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda orneklerinin C. difficile yoniinden negatif oldugu bildirilmistir. Etkeni izole
ettikleri 3 6rnek icinde insan susunu identifiye etmisler ancak ribotip 028 ve ribotip 027

susuna rastlamamislardir.

Weese ve ark. (2009) Kanada’da yaptiklari ¢alismada perakende olarak satilan
parcalanmis domuz ve sigir etlerinde C. difficile kontaminasyonunun seviyesini
belirlemeyi hedeflemislerdir. Agustos-Kasim 2008 tarihleri arasinda perakende
marketlerden aldiklar1 toplam 230 6rnegi incelemislerdir (115 sigir eti, 115 domuz eti).
Analiz yontemi olarak zenginlestirme ve direkt plak yontemleri kullanilarak yapilan
calismada; toplam 230 ornekten 28’inde C. difficile izole edilmistir. Bu pozitiflik orani
tiir bazinda parga sigir etinde 14/115 (% 12), par¢a domuz etinde 14/115 (% 12) olarak
bildirilmistir. Calismada C. difficile izole edilen sigir eti 6rneklerinden 10/14 (% 71)’lik
kisim zenginlestirime yontemiyle belirlenirken 2/14 (% 14)’ lik kisim direkt kiiltiir 2/14
(% 14)’lik kismi ise hem direkt kiiltir hem de zenginlestirme yontemiyle izole
edilmistir. Ayn1 oranlar domuz eti Orneklerinde de etken tespit edilmistir. Etkenin

prevalansina genel ve tiir bazli bakildiginda bir farklilik olmadig: gortilmiistiir.

Von Abercron ve ark. (2009) Isveg’te perakende olarak satilan sigir kiyma
orneklerinde C. difficile’nin prevansin1 belirlemeye yonelik yaptiklar1 arastirmada
Nisan-Eyliil 2008 tariheri arasinda Isve¢’te perakende marketlerden rastgele toplanan 82
ornegi incelemislerdir. Calisma sonucunda % 2.4 oraninda C. difficile izole edilmistir.
Incelenen 6rnekler arasinda domuz, koyun, sigir, tavuk et drnekleri bulunmakla beraber
tespit edilen 2 pozitif izolatin sigir oOrneklerine ait oldugu bildirlmistir. Toksin
karakterizasyonuna bakildiginda her iki izolatinda toksin A ve toksin B genlerini

icerdigi goriilmiistiir.

Songer ve ark. (2009) Arizona’da yaptiklar ¢caligmada toplam 88 et drneginin
(s1g1r parga et, koyun parga et ve hindi eti) 37’sinde (% 42) C. difficile saptamislardir.

Hayvan tiirlerinin enfeksiyonun prevalansinda belirleyici bir 06zellik olmadigim
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kaydetmislerdir. 25 izolatta PCR ribotip 078; 4 6rnekte PCR ribotip 027 toksinotip 3
tespit edilmistir.

Weese ve ark. (2010) tarafindan Kasim 2008-Haziran 2009 tarihleri arasinda
Kanada’nin Ontorio sehrindeki perakende satis yerlerinden toplanan 203 kanatli eti
ornegi incelenmistir (111 adet baget, 72 adet kanat ve 20 adet but). Calisma sonucunda
orneklerden 26/203 (% 12.8) oraninda C. difficile izole edilmistir. Bunlara {iriin bazli
bakildiginda 10/111 (% 9) baget, 13/72 (% 18) kanat ve 3/20 (% 15) but seklinde
siralanmaktadir. Ayrica yapilan ¢alismada tiim pozitif 6rneklerin sadece zenginlestirme
yontemiyle elde edilebildigi bildirilmistir. PCR analizinin sonucunda tiim izolatlarin

ribotip 078 igerdigi ve toksin A, toksin B ve CDT genlere sahip oldugu tespit edilmistir.

Bouttier ve ark. (2010) Fransa’da satisa sunulan et triinlerinde C. difficile
kontaminasyonunu belirlemeye yonelik calisma yapmislardir. Eylil 2007-Temmuz
2008 tarihleri arasinda yapilan calismada Paris’in sehir merkezinde ve c¢evresinde
bulunan siipermarketlerden 6rnekler toplanmistir. Calismada 105 sigir parga et drnegi
(bir kism1 vakumlu paketlerden olusan), 59 domuz sosisi, 12 paketli ¢ig kedi diet etleri
(kedi mamalari) incelenmistir. Calisma sonucunda domuz sosislerinde ve ¢ig kedi
mamalarinda etken saptanmazken, 105 sigir parca et 6rneginde 2/105 (1.9) oraninda C.
difficile yoniinden pozitiflik tespit etmislerdir. Sigir parca etlerinde tespit edilen pozitif
orneklerin vakumlu paketli 6rnekler oldugu, bundan yola ¢ikarak anaerobik ortamin
etken iiremesini hizlandirabilecegine yonelik goriis belirtmislerdir. Calismada gen ve
toksin varhigi da arastirilmigtir. Bu iki izolatin tokSinotip 0 ve insanlarda siklikla

rastlanan bir ribotip olan ribotip 012 igerdigi tespit edilmistir.

Boer ve ark. (2011) Ekim 2008-Mart 2009 tarihleri arasinda Hollanda’da yerel
marketlerde satilan farkli hayvan tiirlerine ait 500 adet parcalanmis et Orneklerini
incelemislerdir (sigir eti, sigir eti, kuzu eti, tavuk eti). Caligma sonucunda; 149 sigir
ornegi, 63 domuz Ornegi ve 19 sigir 6rneginin higbirinde etken tespit edilemezken,
kuzu et 6rneklerinde % 6.3 ve tavuk et drneklerinde % 2.7 oraninda izole etmislerdir.
Ortalama olarak 500 6rnek i¢inde 8 adet (% 1.6) pozitif oran tespit etmislerdir. Ayrica
calismada PCR yontemi kullanilarak et 6rneklerinde saptanan etkenin identifikasyon ve

toksin karakterizasyonu yapilmistir. Calismada yapilan benzer g¢alismalardan farkli
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olarak ribotip 027 tespit edilmemistir. Sadece 1 tavuk eti 6rneginden ribotip 001 tespit

edilmistir.

Harvey ve ark. (2011b) Teksas’ta perakende satilan etlerde ve et isletmelerinde
C. difficile’nin kontaminasyonunu belirlemeye yonelik arastirma yapmuislar, ¢alismanin
perakende kisminda 2008-2009 yillar1 arasinda farkli gilinlerde 5 farkli perakende
marketten toplanan 40 adet par¢a et Ornekleri toplanmistir. Bunlar; domuz parga eti,
sigir parca eti, tavuk parga eti, hindi parca eti, domuz sucugu, domuz-sigir sucugu ve
domuz sosisi g¢esitlerinden (pork longaniza, pork chorizo, pork beer bratwurst)
olusmustur. Calisma sonucunda orneklerde toplam 23/243 (% 9.5) oraninda C. difficile
izole edilmistir. Perakende marketlerden toplanan parca et 6rneklerinde ise 3/40 (% 7.5)
oraninda C. difficile izole edilmistir. Bu izolatlarin ayni markette ayn1 giinde alinan
par¢a domuz eti, domuz sosisi (chorizo) ve parca hindi etlerine ait oldugu ve bunlardan
domuz sosisi (chorizo) ve parc¢a hindi etinin uluslararasi bir markaya, domuz parca
etinin ise sadece Ornegin alindigi iiretimhaneye ait bir {iriin oldugu belirtilmistir.
Calismanin et liretimhanesindeki gerceklestirilen kisminda, 2004-2009 yillar1 arasinda
3 sucuk-sosis tiretimhanesinden svap ve et drnekleri toplanmistir. A {iretimhanesinden
149 domuz parga et ornegi alinirken, B iiretimhanesinden 20 adet domuz parcga eti
ornegi ve 12 adet svap 6rnegi (ekipman, yiizey) C iiretimhanesinden ise 12 domuz sosisi
ornegi ve 10 adet svap ornegi (pens, diski, canli hayvan, deri ve karkas) incelenmek
tizere alinmistir. Et iiretimhanesinden toplanan Orneklerde, A liretimhanesinde 14/149
(% 9.4) oraninda C. difficile etkeni izole edilmistir. Pozitif tespit edilen domuz parca
etlere ait izolatlardan 13 tanesinde toksin A, toksin B ve binary toksin tespit edilirken, 1
tanesinde toksin A ve toksin B negatif, binary toksin pozitif tespit edilmistir. B
iiretimhanesinde domuz parga etlerine ait 6rneklerden 1/20 (% 5) oraninda pozitif izolat
tespit edilmistir. 12 ekipman ve karkas oOrneklerinde etkene rastlanmamigtir. C
tiretimhanesinde 2/12 oraninda domuz parga etlerinden, 3/10 oraninda svaplardan (%
30’u karkas, deri, kulak svaplari) pozitiflik tespit edilmistir. B ve C iiretimhanelerine ait
toplam 6 izolatin toksin A, toksin B ve binary toksin pozitif oldugu bildirilmistir.

Harvey ve ark. (2011a) Teksas’ta C. difficile’nin tavuklar ve kiimes
hayvanlarina ait etlerde kontaminasyon diizeyini arastirmaya yonelik c¢alisma

yapmiglardir. Calismada broiler ve tavuklara ait 300 digsk1 6rnegi incelenmis ve 7/300
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(% 2.3) oraninda pozitiflik tespit edilmistir. Calismada kiimes hayvanlarina ait 32
ornegin incelenmesinde 3 farkli kiiltiir teknigi kullanilmis, 1. Teknikte 1/32 (% 3.1); 2.
teknikte 2/32 (% 6.2); 3. teknikte 4/32 (% 12.5) oraninda pozitiflik tespit edilmistir.
Tavuklara ve kiimes hayvanlarina ait etlerden toksinotip V tespit edilmis, NAP 7 ve

NAP 7 varyanslarini i¢erdigi bildirilmistir.

Metcalf ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada Ontorio ve Kanada bolgesindeki
yerel marketlerden alinan 86 ¢esit deniz iirlinii ve balik {iriinii incelemislerdir (taze,
dondurulmus, pisirilmis karides, taze ve dondurulmus midye, yenge¢, somon susi, taze
levrek, kedi baligi, somon, istridye, midye, ahtapot, alabalik). 33 6rnek ise CIPAR
(Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance) tarafindan
Ontario, Quebec, Nova Scotia, British Columbia ve Saskatchewan’daki yerel
marketlerden alinmigtir. Calisma sonucunda incelenen 119 6rnekten 5’inde (% 4.8) C.

difficile izole edilmistir.

Susick ve ark. (2012) C. difficile’nin konvsansiyonel sistemde ve antibiyotik
kullaniminin serbest oldugu agik besi (antimicrobial free (ABF) sisteminde yetistirilen
domuzlarda prevalansi, antibiyotik duyarlilik profili ve toksinotip profilini belirlemek
amacli calisma yapmislardir. Calismada konvansiyonel sistemde yetistirilen her biri 35
domuz iceren 10 grup, ABF sistemde yine her biri 34 hayvan igeren 8 farkli grup
tiretimlerinin her agsamalarinda (yetistirmeden kesime kadar) fekal ve ¢evresel (yem, su,
zemin, toprak) Ornekler alinarak incelenmistir. Calisma sonucunda konvansiyonel
yontemle yetistirilen hayvanlarda C. difficile prevalansi 120/350 (% 34) oraninda tespit
edilirken, acgik besi yontemiyle yetistirilenlerde 56/244 (% 23) oraninda tespit edilmistir.
Uretimin daha ileriki asamalarma gelinip kesimhanelerdeki etken prevalansina
bakildiginda prevalansin karkas ve iiretim ylizeylerinde yetistirme yerlerine goére daha
diisiik oranda oldugu tespit edilmistir. Toksinotip V her iki sistemde de yetistirilen
hayvanlara ait izolatlarda yiiksek oranda tespit edilmistir (Konvansiyonel sistem % 94,
ABF sistem % 82). Diger pozitif izolatlarin toksinotip 008 oldugu bildirilmistir.

Curry ve ark. (2012) Pensilvanya’da C. difficile’nin pigsmemis parca et
tirtinlerindeki prevalansini belirlemek amaciyla yaptiklart ¢aligmada Subat-Nisan 2011
tarihleri arasinda Pensilvanya, Pittsburgh’da 3 yerel markette satisa sunulan 102 adet

pismemis parca et irlinlerini analiz etmislerdir. Pismemis et {irlinlerine ait ornekler,
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sarkiiteri et irilinleri, isletmede hazirlanmis taze sosis ve hammaddeleri(ticari amagli
satilan paketli taze ve donuk sosisler) seklinde olusurken orneklerin tiir bazli dagilimi
ise 20 adet sigir eti, 2 adet buffalo eti, 22 adet tavuk eti, 2 kuzu eti, 41 domuz eti, 10
hindi eti, 5 sigir eti seklinde olusturulmustur. Calisma sonucunda 2/102 oraninda C.
difficile yoniinden pozitiflik tespit edilmistir. Pozitif tespit edilen bu 2 &rnegin domuz

sosislerine ait oldugu bildirilmistir.

Sepulvida Diaz ve ark. (2013) Minnesota’da 25 farkli perakende marketten ve
kasaplardan topladiklar1 342 adet ¢ig et 6rneginde (Sigir, domuz, kanatli) C. difficile
prevalansini arastirmislardir. Calisma sonucunda % 8.5 oraninda pozitiflik tespit

etmislerdir.

Rodriguez ve ark. (2013) Belgika’da yaptiklar1 ¢alismada Eyliil 2011-Mayis
2012 arasinda lokal bir mezbahadan elde ettikleri toplam 402 sigir eti ve domuz eti
orneklerini incelemiglerdir. Sigir 6rneklerinin ¢ogunlugu yaslar1 15 ve 56 aylik arasinda
degisen (sadece 2 hayvanin yas1 12 aydan kiiciik, 6 hayvanin yas1 6 yasin lizerinde) 57
farklr siiriiden alinmistir. Domuz eti 0rnekleri ise yaslari ortalama 5-6 aylik olan ve
ortalama agirliklar1 96 kg olan 14 farkli siiriden alinmistir. Sigir eti 6rneklerinin 101
tanesini hem bagirsak icerigi hemde karkas ornegi; domuz eti 6rneklerinin ise 100
adetini bagirsak igerigi ile 100 adetini karkas 6rnegi olusturmustur. Yapilan ¢alisma
sonucunda incelenen toplam 202 sigir orneginde sigir bagirsak igeriginde 10/101 (%
9.9) oraninda, sigir karkas oOrneklerinde 8/101 (% 7.9) oraninda C. difficile izole
edilmistir. Tespit edilen pozitif 6rneklerin yaslar1 11 ay ile 6 yas arasinda degisen
hayvanlara ait oldugunu ve pozitif karkas érneklerinden sadece 2 6rnegin ayni siiriiden
oldugu bildirilmistir. incelenen 200 domuz &rneginde ise bagirsak igeriklerinden 1/100
(% 1) oraninda, karkas Orneklerinden 7/100 samples (% 7) oraninda etken izole
edilmistir. Toplamda C. difficile yoniinden pozitif tespit edilen 26 pozitif 6rnekten 19
farkli ribotip identifiye edilmistir. Sigir bagirsak icerigi ve karkaslarindan ayni ribotipler
tespit edilmistir (ribotip UCL5a). Ribotip 078 sigir ve domuzlara ait bagirsak
iceriklerinden, ribotip 014 ise sigir bagirsak icerigi ve domuz karkas orneklerinden
tespit edimistir. Yapilan PCR analizlerinde toplamda 50 izolattan 42 izolatin toksijenik
ozellikte oldugu goriilmistiir. Sigir bagirsak iceriklerinde 8 ribotip toksijenik aktivite

gosterirken, 3 ribotip nontoksijenik o6zellikte oldugu, sigir karkas ribotiplerinde ise
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tamaminda toksijenik aktivite oldugu tespit edilmistir. Domuz karkaslarinda ise sadece
1 ribotipin nontoksijenik 6zellikte oldugu gorilmistiir. Pozitif izolatlarda yapilan PCR
calismasinda 14 ribotip belirlenmistir. Bunlardan ribotip 078 North Rhine-Westphalia
bolgesinde 6 pozitif izolatta tespit edilirken, Lower Saxony bolgesinde 4 pozitif izolatta
tespit edilmistir. Ribotip 126 ise North Rhine-Westphalia bolgesinde tespit edilmezken,
Lower Saxony bolgesinde 4 pozitif izolatta tespit edilmisir. Ribotip 078 (% 55) ve
ribotip 126 (% 20) yiiksek oranda tespit edilen ribotipler olup, bu degerlerin yiiksek
cikmast belirtilen ribotiplerin Almanya’daki domuzlarda predominant olabilecegi ile
iligkili bulunmustur. Tim pozitif izolatlatlarda tcdA ve tcdB geni tespit edilirken, 6
izolatta ek olarak binary toksin geni tespit edilmistir. Ayrica yapilan c¢aligmada C.
difficile prevalansinin hayvanlarin yast ile baglantili oldugu goriliirken, diare

tedavisinde antibiyotik kullanimiyla baglantili olmayabilecegi belirtilmistir.

Esfandiari ve ark. (2014) Iran’in Isfahan bélgesinde bulunan sigir etleri ve
koyun etlerinde C. difficile’nin prevalansi ve karakterizasyonunu belirlemeye yonelik
arastirma yapmislardir. Calismada et paketleme tesislerinden toplanan 81 sigir eti 119
koyun eti olmak iizere toplamda 200 6rnek incelemislerdir. Calisma sonucunda % 2.8
dogranmis s1g1r etlerinde; % 2.1 parga sigir etlerinde; % 3.6 dogranmis koyun etlerinde
ve % 6.2 oraninda parca koyun etlerinde C. difficile yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Tespit edilen izolatlarin tcdB genini tasimadig1 ve pozitif izolatlarin 8 farkli

toksinotip i¢erdigi bildirilmistir.

Rodriguez ve ark. (2014) Belgika’da yaptiklar1 ¢alismada perakende olarak
satilan etlerde ve C. difficile varligimi arastirmiglardir. Ocak-Temmuz 2012 aylari
icerisinde yapilan ¢alismada 21 farkli perakende marketten alinan 133 sigir eti ve 107
domuz eti drnegi incelenmistir. Ornekler haftalik olarak toplanmistir. Alan drnekleri
ortalama 200-400 g arasi taze sigir kiyma ya da taze domuz kiyma eti olusturmakla
beraber, sigir hamburger kofte ve sigir sosis ile domuz hamburger kofte ve domuz sosis
de orneklere dahil edilmistir. Calisma sonucunda toplam 204 6rnek analiz edilmistir.
Sigir eti 6rneklerinde 3/133 (% 2.3) oraninda C. difficile yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Pozitif Orneklerin ayr1 zamanlarda ve ayr1 isletmelerden alindigi
bildirilmistir. Domuz eti 6rneklerinde pozitiflik oram1 5/107 (% 4.7) olarak tespit

edilmistir. Yine bu pozitif orneklerinde ayr1 zamanlarda ve ayri isletmelerden alindig:
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bildirilmistir. Yapilan PCR ¢alismasiyla C. difficile yoniinden pozitif olan 8 6rnekten 4
farkli ribotip elde edilmistir. Tespit edilen 8 izolattan 7 tanesinde sitotoksik aktivite
goriilmemistir. Sigir etinden izole edilen 3 izolatin tiimiinde toksijenik aktivite
goriilirken, domuz etinden izole edilen 5 izolatin 4’tiniin toksijenik, 1’inin ise
nontoksijenik oldugu goriilmiistiir. Tiim toksijenik karakterdeki pozitif izolatlarda tcdA,
tcdB genleri tespit edilmistir. Ribotip 078’in ayrica tcdA ve tcdB genlerini kodlayan

binary toksin ve regulator gen olan tcdC ’yi de ig¢erdigi tespit edilmistir.

Kauassi ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada pismis etlerde C. difficile ve C.
perfringens prevalansini belirlemeyi hedeflemislerdir. Calismada 395 adet pismis
bobrek ve parca et Ornekleri incelenmistir. Calisma sonucunda C. difficile prevalansi
bobrek orneklerinde % 11.04, et 6rneklerinde % 13.45 olmak iizere toplamda % 12.4

oraninda C. difficile prevalansi oldugu bildirilmistir.

Rahimi ve ark. (2014) C. difficile’ nin ¢ig et iriinlerindeki (dana, inek, koyun,
keci, deve, buffalo) prevalansinin saptanmasina yonelik calisma yapmislardir. Nisan-
Eyliil 2012 tarihleri arasinda yapilan calismada Iran’in Isfahan ve Khuzestan
sehirlerindeki kasaplardan alinan toplam 600 adet ¢ig et 6rnegi ¢alisma metaryelini
olusturmustur. Bu et 6rneklerinin tiir bazli dagilim oran1 121 dana eti, 106 inek eti, 150
koyun eti, 92 ke¢i eti, 124 deve eti ve 67 buffalo eti seklinde yapilmistir. Calisma
sonucunda 13/660 et 6rneginden C. difficile izole edilmistir. Pozitiflik orani sehir bazli
kiyasladiginda Isfahan (4/135, % 1.3), Khuzestan (4/135, % 2.3) olarak tespit edilerek
prevalansta sehirler arast onemli bir farkliligin olmadigi goriilmiistiir. Tespit edilen
prevalans degerleri tiir bazli yiiksekten diisiige dogru siralandiginda buffalo eti (6/67),
keci eti (3/92), dana eti (2/121) ve kuzu eti (1/150) olarak bildirilmistir. Deve eti
orneklerinde ise etken saptanamamistir. Yapilan PCR analizlerinde, tespit edilen
izolatlarin 12/13’tinde tcdA, tcdB ve cdtB toksin genleri,7 /13’ {inde tcdA, tcdB ve tcdB
toksin genlerini tasidigi goriilmistiir. 4 sus tcdA, tcdB yoniinden, 1 sus ise sadece tcdB

yoniinden pozitif tespit edilmistir. Diger izolatlar nontoksijenik olarak belirlenmistir.

Rahimi ve ark. (2014) Iran’da ¢ig siitlerde C. difficile prevalansim belirlemeye
yonelik calisma yapmislardir. Ocak-Agustos 2013 tarihleri arasinda yapilan ¢alismada
[ran’m Isfahan, Chaharmahal, Bakhtiari ve Khuzestan illerinde bulunan rastgele

secilmis 111 ciftlikten toplanan ve tiir bazli dagilim1 135 adet s18ir siitii, 100 adet koyun
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stitli, 80 adet keci siitii, 49 adet manda siitii ve 66 adet deve siitii olmak iizere toplam
430 adet ¢ig siit 6rnegi incelenmistir. Caligma sonucunda, sigir siit drneklerinden 2/135
(% 1.43) oraninda C. difficile kontaminasyonu tespit edilmistir. Tespit edilen C. difficile
susundan birisinde tcdA ve tcdB geni tespit edilmis ve ribotip 078 olarak tanimlanmuistir.

Diger tiirlere ait ¢ig siit 6rneklerinde etken saptanamamustir.

Norman ve ark. (2014) perakende satilan deniz {irlinlerinde C. difficile
kontaminasyonunu arastirmiglardir. Calismalarinda kabuklu ve yiizgecli deniz iriinleri
incelenmis, 3/67 (% 4.5) oraninda C. difficile izole etmislerdir. Etken pozitif tespit
edilen bu 3 6rnegin somon, midye ve karides tiirlerine ait oldugu belirtilmistir. Midye
ve somon izolatlarinin karakterizasyonu sonucu toksinotip V ve ribotip NAP7 identifiye

edilmistir. Karides izolatindan ise toksinotip XII identifiye edilmistir.

Varshney ve ark. (2014) Pensilvanya’da perakende olarak satisa sunulan
cesitli et tiirlerinde C. difficile prevalansini belirlemek amaciyla toplam 303 adet et
orneginde (72 si1gir eti, 78 domuz eti, 76 hindi eti, 77 tavuk eti) C. difficile prevalansin
sigir eti Orneklerinde % 6.9, domuz eti 6rneklerinde % 11.5, hindi eti 6rneklerinden, %

14.5 ve tavuk eti 6rneklerinden % 7.8 oraninda tespit etmislerdir.

2.8.5. Bitkisel Kaynakh Gidalarda C. difficile

Bakri ve ark. ( 2009) Iskogya’nin Glaskow sehrinde yerel marketlerde satisa
sunulan hazir salata tiriinlerinde C. difficile kontaminasyonunu belirlemek i¢in ¢alisma
yapmuglardir. Mayis-Haziran 2009 aylari arasinda yapilan c¢alismada 7 farkli
siipermarketten alinan toplam 40 salata 6rnegi analiz edilmistir. Calisma sonucunda
3/40 (% 7.5) oraninda C. difficile’ye ait pozitiflik belirlenmistir. PCR incelemelerinde
pozitif izolatlardan 1spanakli salata ve organik karisik salatada toksin A negatif, toksin
B pozitif, organik marulda hem toksin A hem de toksin B pozitif bulunmustur. PCR
ribotip 017 izolat1 1spanakli ve organik karisik salatada ortak olarak saptanirken,

organik marulda ribotip 001 izolat1 bulunmustur.
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Metcalf ve ark. (2010) C. difficile’nin sebzelerdeki kontaminasyonunu
arastirmaya yonelik Kanada’da bir arastirma gergeklestirmistir. Arastirmada, Mayis-
Agustos 2009 tarihleri arasinda Guelph, Ontorio’da manavlarda satilan toplam 111
sebze Ornegi farkli giinlerde toplanmistir. Calismadaki sebze tiirlerini; havug, patates,
sarimsak, zencefil, pancar, mantar, lahana, yesil sogan, kirmizi turp, brokoli, kereviz,
karaturp, salgam, kuskonmaz, eddoes (Asyada yetisen koklii bir sebze) ve arpacik
sogant1 olusturmustur. Calisma sonucunda 5/111 (% 4.5) oraninda C. difficile bulundugu
tespit edilmistir. Tespit edilen pozitif izolatlardan 3 tanesinin zencefil 6rneklerine ait
oldugu (Kokeni Cin), 1 tanesinin havu¢ Ornegine ait oldugu (USA), 1 tanesinin ise
eddoes (kokeni Cin) sebzesine ait oldugu bildirilmistir. PCR ¢alismalarinda zencefil
orneklerinin 3’tinde toksin A ve toksin B pozitif, 2 6rnekte CDT pozitif, 1 6rnekte
negatif; havug 6rneginde toksin A, toksin B ve CDT pozitif; eddoes bitkisinde ise toksin
A, toksin B pozitif, CDT negatif oldugu belirlenmistir. 2 zencefil 6rnegi ve havug
orneginde ribotip 078 tespit edilmistir.

2.9. Antibiyotiklere Diren¢

Tedavi amaci ile kullanilan antibiyotikler sadece patojen bakterileri degil
normal flora bakterilerini de etkiler. Bu bakteriler, endojen mikrofloray: bozarak
stiperenfeksiyonlara neden olabilirler. Antibiyotik kullaniminin bagirsak florasina
yaptig1 etki, ila¢ kesildikten sonraki 6. haftaya kadar siirebilmekte, bu siire i¢inde C.
difiicile’ye bagli ishaller ortaya ¢ikabilmektedir (Akan, 1993).

C. difficile’ye bagli ishale sebep olan antibiyotikler ve antineoplastik ilaglar
yapilan ¢alismalarla  enfeksiyon oOlusturma sikliklarina gére Tablo 5’de

siniflandirilmigdir.
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Tablo 5. C. difficile’ye bagli ishale sebep olan antibiyotikler ve antineoplastik ilaglarin enfeksiyon

olugturma sikliklarina gore simiflandirilmasi (Thielman ve ark., 2010)

Siklikla Daha az siklhikla Nadir
Klindamisin Kinolon Aminoglikozit
Ampisilin Tetrasiklin Metronidazol
Amoksisilin Siilfonamid Basitrasin
Sefalosporinler (2. ve 3. kusak) Makrolid Vankomisin

Kloramfenikol
Trimetoprim
Doksorubisin
Siklofosfomit

Metotreksat

Son yillarda kiigiik degisiklikler yapilmakla beraber, metronidazol veya
vankomisin enfeksiyonlarin standart tedavisinde kullanilan antibiyotiklerdir. Her iki
antibiyotigin esit etkiye sahip oldugu, bununla beraber tedavide metronidazolun
kullanilmasi sirasinda klinik yanitsizliklar s6z konusu oldugu bildirilmektedir (Pelaez
ve ark., 2002). Antibiyotiklerin minumum inhibitér konsantrasyonlar1 Tablo 6’da

Ozetlenmistir.

Tablo 6. Antibiyotiklerin Minimal Inhibitér Konsantrasyon Limitleri (MiK) ( CLSI, 2012)

Antibiyotik MIK Limiti
Metranidazol <8 mg/L
Vankomisin <2mg/L
Klindamisin <2mg/L
Ampisilin <0,5mg/L
Meropenem <4 mg/L

Israil’de yapilan bir ¢alismada C. difficile izolatlarinin metronidazole kars1 % 2

oraninda direngli oldugu bildirilmistir (Bisharaa ve ark., 2006).
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Ik yiiksek vankomisin MIK diizeyine sahip suslar 1996’da tanimlanmustir
(Wong ve ark., 1999). Daha sonra Pelaez ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada %

3.1 oraninda azalmis duyarlilik orani bildirmislerdir.

Ingiltere’”de Mutlu ve ark. (2007) MIK degeri 4 mg/L olan C. difficile
suslarinin 1999-2000 yillarinda oran1 % 2.7 iken, 2005 yilinda % 21.6’ya yiikseldigini
gostermislerdir. Diger antibiyotiklere direng iilkelere gore farklilik gostermekle beraber

degisik oranlarda bildirilmistir.

C. difficile izolatlarinda klindamisine direng, Almanya’da 2003 yilinda % 36
iken 2007 yilinda % 65, Isve¢’te 2006 yilinda % 43.7 iken 2009 yilinda % 65,
Kanada’da 2006 yilinda % 14.7 iken 2008 yilinda % 90.9 bulunmustur (Huang ve ark.,
2009; Bourgault ve ark., 2006).

Cin’de 2007 yilinda yapilmis olan bir yillik ¢calismada ise klindamisine % 71.4

oraninda direng saptanmistir (Huang ve ark., 2009).

Pelaez ve ark. (2002) ispanya’da yaptiklar1 calismada domuzlara ait C.
difficile izolatlarinin 13 antimikrobiyal ajana karsi MIK degerleri arastirilmustir.
Calisma sonucunda etkenin ¢oklu diren¢ degeri % 49.3 olarak bulunurken, tiim
izolatlarin florokinolon, siprofloksasine karsi direncli oldugu fakat daptomisin,
linezolid, meropenem, rifampisin, teikoplanin, tigesiklin, metronidazol ve vankomisine

karst duyarl oldugu goriilmiistiir.

Jobstl ve ark (2008) yaptiklari ¢alismada ribotip 053 tespit edilen bir C.

difficile susunda klindamisin ve moxofloksasine kars1 dire¢ saptamislardir.

Jhung ve ark. (2008) yaptiklari ¢alismada insan ve hayvan izolatlarindan tespit
ettikleri C. difficile toksinotip V’lerin klindamisin, levofloksasin, moksifloksasin ve
gatifloksasine karsi duyarliliklarini incelemislerdir. Calisma sonucunda klindamisine
kars1 insan izolatlarinda % 88 oraninda, domuz izolatlarinda % 100 oraninda orta diizey
direng gelisirken buzagi izolatlarinda % 88 oraninda duyarlilik olusmustur.
Levofloksasine karsi insan izolatlarinda % 57 ve domuz izolatlarinda % 75 oraninda

orta diizey direng, sigir izolatlarinda % 100 oraninda direng gelistigi goriilmistiir. C.
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difficile’nin tiim insan-hayvan izolatlarinda moksifloksasin ve gatifloksasine karst %

100 direng gelistirdigi bildirilmigtir

Bakri ve ark. (2009) Iskogya’nin Glaskow sehrinde yerel marketlerde satisa
sunulan hazir salata ftriinlerinde C. difficile kontamminasyonunu belirlemek igin
calismada tespit ettikleri pozitif izolatlarda etken antibiyotik duyarliligi yoniinden de
incelemiglerdir. Ispanakli salatadan tespit edilen izolatin metronidazol, eritromisin,
vankomisin ve moksifloksasine duyarli oldugu, klindamisin ve sefotaksime orta diizey
diren¢ gosterdigi; organik karisik salatadan tespit edilen pozitif izolatin metronidazol,
eritromisin, vankomisin ve moksifloksasine duyarli, eritromisine direngli oldugu ve
klindamisine kars1 orta diizey direng gosterdigi, organik maruldan elde edilen pozitif
izolatin ise metronidazol ve vankomisine duyarli, moksifloksasin, klindamisin,

eritromisin ve sefotaksime kars1 direngli oldugu bildirilmistir.

Bouttier ve ark. (2010) ¢ig sigir etlerinden identifiye edilen C. difficile
izolatlarinin antibiyotik duyarhiliklarini belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada sigir
parca etlerinden tespit ettikleri 2 pozitif izolatin moksifloksasin, teikoplanin,
vankomisin, metronidazol ve linezolide karsi duyarli oldugunu, levofloksasin,

telitromisin, eritromisin ve linkomisine kars1 ise direngli oldugunu bildirmislerdir.

Harvey ve ark. (2011b) et idriinlerinden tespit ettikleri pozitif izolatlarda
etkenin 11 antimikrobiyal ajana yonelik direnclilik durumlart arastirmiglardir.
Calismada amoksisilin, klavulanik asit, kloramfenikol, —metronidazol, piperacillin-
tazobactam ve vankomisine karst % 100 duyarlilik tespit edilirken, sefoksitin ve
koloramfenikol’a kars1t % 100 direng gelistigi, ampisilin’e karst % 83 oraninda orta
diizey direng gelistigi ve klindamisine karst ise % 56 oraninda yine orta diizey direng
gelistigi bildirilmistir. Imipenem, siprofloksasin ve tetrasikline kars1 gelisen duyarlilikta

farkliliklar oldugu gortilmiistiir.

Ulger ve ark. (2011) Tiirkiye’de yaptiklar1 calisma da tespit ettikleri 50
toksijenik C. difficile suslarmin antibiyotik duyarliliklarini incelemislerdir. izolatlarin
hepsi metronidazol, vankomisin ve meropeneme duyarli bulunmus ve MIK50/MIK90
degerleri sirastyla; 0.125-0.125 mg/l, 1-0.5 mg/l ve 1-2 mg/l olarak saptanmuistir.
Izolatlarin % 62°si klindamisine direng gosterirken MIK50 ve MIK90 degerleri 4 ve 16
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mg/l olarak elde edilmistir. Benzer sekilde ampisiline de yiiksek oranda direng (% 68)
tespit edilmis ve MIK50 ve MIK90 degerleri ayn1 (1 mg/1) bulunmustur.

Zidaric ve ark. (2012) buzag: ciftiklerinde yaptiklari ¢alismada antibiyotik
duyarlik testi sonucunda C. difficile etkeninin tetrasiklin, doksisilin ve eritromisine kars1
direng gosterdigi ayrica amoksisilin ve metronidazole karsi duyarlilik olustugunu

bildirmislerdir.

Schneeberg ve ark. (2013) Almanya’da domuzlarda tespit edilen C. difficile
izolatlarinin genotiplerini belirlemeye yonelik ¢alisma yapmislardir. Caligmada 151
diareli hayvanlara ait, 118 tanesi diare tedavisi goren hayvanlara ait 6rnekler incelenmis

olup, antibiyotik tedavisi ile etken prevalansi arasinda baglanti kurulamamastir.

Rodriguez ve ark. (2014) Belgika’da yaptiklari ¢alisma da C. difficile ye ait
pozitif izolatlarin % 50’sinde antibiyotik duyarlilig: tespit edilmistir. Ribotip 078’¢ ait
sadece 2 izolat tetrasikline kars1 diren¢ gostermistir. gyrA genindeki mutasyonla ile
moksifloksasin direncinin baglantili olabilecegi bildirilmistir. Ek olarak bu iki izolattan
birinde eritromisine karsi dire¢ tespit edilmistir. Domuz etinde tespit edilen ribotip
014’e ait 4 izolattan 1 izolatta ve sigir etine ait lizolatta klindamisine kars1 orta siddetli
bir direng tespit edilmistir. Tlim izolatlarin metranidazol, vankomisin, kloramfenikol ve

rifampine kars1 duyarli oldugu bildirilmistir.

Kauassi ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada pismis etlerden tespit edilen C.
difficile izolatlarinin metronidazol ve vankomisine karst % 100 oraninda, klindamisine

kars1 ise % 12.25 oraninda bir direnglilik durumu saptamiglardir.

Rahimi ve ark. (2014a) et orneklerinden tespit edilen pozitif C. difficile
izolatlari iizerinde yaptiklari antibiyotik duyarlilik testinde; C. difficile 'nin klindamisin,
gentamisin, eritromisin, ampisilin ve tetrasikline karst direncinin yiiksek oldugu
goriilmistiir. Ayrica tim izolatlarin metronidazol, vankomisine duyarli oldugu tespit
edilmistir. Antibiyotik direnglerinin bu sekilde tespit edilmesi, Irandaki kasaplik
hayvanlarin tedavilerinde belirtilen antibiyotiklerin kullanimina bagli parelellik

gosterdigi yorumlanmustir.
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Rahimi ve ark. (2014b) Iran’da cig siitlerde C. difficile tespit edilen izolatlarda
antibiyotik duyarliligin belirlenmesine yonelik disk difiizyon testi kullanilarak 11
antimikrobial ilaca karsi izolatlarin hassasiyetlikleri degerlendirmistir. Pozitif
izolatlarda klindamisin, gentamisin ve nalidiksik asite kars1 direng gelisirken;

kloramfenikol, metronidazol, tetrasiklin ve vankomisine kars1 direng¢ saptanmamustir.

Doosti ve Farsani (2014) Iran’in batisinda yasayan buzagilarin diskilarinda C.
difficile izolatlarin antibiyotik direnclilik profillerini incelemisler ve klindamisine kars1

% 100 direng, vankomisine karst % 20 duyarlilik gelistigini saptamislardir.

Varshney ve ark. (2014) Pensilvanya’da C. difficile’nin insan diski
orneklerinde ve perakande olarak satisa sunulan etlerde prevalansimi = ve
karakterizasyonunu belirlemeye yonelik yaptiklar1 calismada etkenin antibiyotik
direnclilik durumlart baktiklarinda et 6rneklerinden tespit edilen izolatlarin klindamisin,
vankomisin ve metronidazole kars1 insan izolatlarinda daha duyarli oldugu

gormiislerdir.

Norman ve ark. (2014) marketlerde perakende olarak satilan deniz iiriinlerinde
C. difficile kontaminasyonunu arastirmaya yonelik yaptiklari ¢alismada ayrica etkenin
11 antibiyotik ajana kars1 duyarliliklart incelenmis, ¢alisma sonucu somon ve midyeye
ait izolatlarin 8 antibiyotige karsi duyarli oldugu goriiliirken, klindamisine karsi ara
direng gelistigi bildirilmistir. Karidese ait izolatlarin ise klindamisin ve ampisiline

direngli oldugu goriilmiistiir

2.10. Modifiye Atmosfer Paketleme (MAP)

Bitkisel ve hayvansal kaynakli gidalar dogal ortamda yasamsal reaksiyonlarini
devam ettirebilirler ancak hasat ve kesim sonrasi anabolik reaksiyonlar yerini katabolik
reaksiyonlara birakmakta ortamdaki oksijeninin de negatif etkisiyle bozulmalar
meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlarin sonucunda gidalarin yapitaglar1 hizla
parcalanarak CO; ve Hj gibi gazlarin olusmasina neden olmaktadir. Bu bozulma
reaksiyonlarin oniine gecmek ve gida muhafazasini saglamak amaciyla dondurma,

1sinlama, 1s1l islem uygulama vb. yontemler gelistirilmektedir. Ancak tiim bu islemler
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gidanin yapisinda birtakim degisiklikler meydana gelmesine ve kimyasal yapisinin

degismesine neden olabilmektedir (Brody, 1989).

Glinlimiizde tiiketicilerin tercihi dogrultusunda gidalarin dogal yapisini yapay
katki maddeleri kullanmadan koruma ve ve raf omriinii uzatmaya yonelik ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu nedenlerden yola ¢ikarak gidalarda olusan bu bozunma reaksiyonlari
azaltmak amaciyla gidanin etrafini saran atmosferde bulunan gazlarin yine atmosferde
dogal olarak bulunan gazlarin belirli degerlerde ayarli oranlariyla degistirilerek elde
edilen MAP yoéntemi kullamlmaktadir. Ozetle MAP paketleme de paketin igerisinde gaz
fiziksel olarak hareket ettirilmekte ve ortam yeni bir gaz karisimi ile doldurulmaktadir
(Caulon ve Luis, 1989).

Modifiye atmosfer paketlemenin raf omrii lizerindeki etkisi; iirlin tipine, taze
materyalin baslangi¢ kalitesine, gaz karisimina, depolama sicakligina, isleme ve
paketleme esnasinda hijyene, gaz/lirlin hacim oranina ve paketleme materyalinin

koruma 6zelliklerine baglidir (Sivertsvik ve ark., 2002).

Paketleme de kullanilan gaz karigimlarinin dogru se¢imi O6nemli noktayi
olusturmaktadir (Caulon ve Luis, 1989). Modifiye atmosfer paketlemede kullanilan 3
tip gaz; O,, N, ve CO,’dir. Bu gazlarm iki veya li¢ farkli kombinasyonu iiriin ihtiyacina
gore segilerek kullanmilir. Diger bazi gazlar karbonmonoksit (kirmizi rengin
saglanmasinda), ozon, etilen oksit, nitrous oksit, helyum, neon, argon, propilen oksit,
etanol, hidrojen, siilfiirdioksit ve klorin ¢ogu iirlinlin raf Omriinii artirmak igin
kullanilmakta buna karsin bu gazlarin kullaniminin ekonomik olmamasi yanisira
duyusal kalite kayiplarina da neden olmasi kaynakli kullanimi yaygmn degildir
(Sivertsvik ve ark., 2002). Ayrica etilen oksit, nitrous oksit ve diger bakterisidal veya
bakteriostatik gazlarin taze baliklarin korunmasinda toksik 6zellikleri nedeniyle uygun

olmadig belirtilmistir (Brody, 1989).

Modifiye Atmosfer Paketleme de Kullamlan Gazlarin Ozellikleri

Azot: Inert ozellikte bir gaz olup sudaki ¢oziiniirliigii olduk¢a diisiiktiir. Paketteki
reaktif gazlarla yer degistirerek etkisini gosterir. Oksijen ile reaksiyonu sonucu

oksijenle yer degistir ve oksidatif reaksiyonlar1 dolayisiyla kotii tat-koku olusumunu
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engeller. Inert ozelliginden dolayr esnek paketlerde vakum olusumunu engeller
(Hotckhiss 1989). Gida firiinleri igerisine oksidatif acilagsmayr geciktirmek igin O,
duyarl iirlinlerde O, yerine kullanilir ve aerobik mikroorganizmalarin gelisimini inhibe

eder (Sivertsvik ve ark., 2002).

Karbondioksit: Bakteriyostatik ve fungostatik 6zelliktedir. Kiif ve aerobik bakterilerin
gelismesini yavaslatir ya da tamamen durdurur. Mayalar iizerinde etkisi yoktur (Caulon
ve Luis, 1989). Coziiniirliigiin artmasi sonucu et tiriinleri gazi absorbe etmekte ve buna
bagl olarak tirtinlerde renk degisimleri meydana gelmektedir (Hotckhiss, 1989; Brody,
1989).

Oksijen: Bozulma nedeni olan aerobik mikroorganizmalarin gelisimini arttirmasi, kalite
kaybina ve oksidasyona (kotii rek, koku, tat olusumu) neden olmasindan dolayr MAP
teknolojisinde paketteki O, oraninin % 1’e diisliriilmesiyle bu etkiler 6nemli dl¢ii de
azaltilmaktadir (Hotckhiss 1989). Ancak taze meyve ve sebzelerde diisiik diizeyde
aerobik solunum i¢in gereklidir (Brody, 1989 ). Et ve et {irinlerinin modifiye atmosfer

paketlenmesinde kullanilan gaz kompozisyonlar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.

MAP Uygulamalarinda Kullanilan Paketleme Materyalleri ve Ozellikleri

Paketlemede kullanilan metaryellerin delinmeye karsi dayanikli, su buhart
olusumunu engelleme, oksijen, karbondioksit ve su gegirgenligi olmayan o6zellikteki
malzemelerden olmas1 gerekir (Bennik ve ark. 1995). Bu ozelliklerden yola c¢ikilarak
Modifiye atmosfer paketlemede poliester, polipropilen, polistrin, polivinilklorid (PVC),
naylon (poliamid-PA), etilen vinil asetat (EVA), etilen vinil alkol kopolimerleri
(EVOH), polietilen (PE), polietilen tereftalat (PET), orient edilmis poli propilen (OPP),
selilloz asetat gibi polimer niteliginde olan paketleme materyalleri kullanilmaktadir.
Kullanilacak olan materyalin gidalarla etkilesime girmemesi, toksik 6zellikte olmamasi,
hijyenik ve ekonomik olmasi, ilgili kanun, tliziik ve yonetmeliklere uygun olmasi da

oldukc¢a 6nemlidir (Han 2005; Anon, 2006).
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Tablo 7. Et ve Et Uriinlerinin Modifiye Atmosfer Paketlenmesinde Kullanilan Gaz Kombinasyonlari
(Farber, 1991; Phillips, 1996)

Gidanin Cinsi O2(%) CO2(%) N2(%)
Et (kirmizi) 60 - 85 40-15 -
Et (Kiirlenmis) - 20-35 65 - 80
Et (Pismis) - 25-30 70-75
Kanath Eti - 25 75
Domuz eti 60 40 -
Balik 30 40 30
Balik (Yagh) 40 60 -

Modifiye atmosfer paketlemenin avantajlar1 ve dezavantajlar1 asagida
belirtilmistir. (Sivertsvik ve ark., 2002).

Avantajlar

* Uriin raf dmriinde % 50-400 oraninda yiikselme saglar.

* Uzun raf 0mrii nedeniyle ekonomik kayiplar: azaltir.

* Dagitim masraflarini azaltir.

* Yiiksek kaliteli tirtinler elde edilir.

* Dilimlenmis iiriinlerin daha kolay ayrimini saglar.

* Merkezilestirilmis paketleme ve porsiyon kontrolii saglar.

* Gelistirilmis sunum ve iirliniin igeriginin tiiketici tarafindan net bir sekilde
goriilmesini saglar.

* Kimyasal koruyucu kullanimini azaltir veya kullanilmaz.

* Paketten su kaybina ve rekontaminasyona karsi koruma saglar.

* Kokusuz ve kullanisli paketleme yontemidir.
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Dezavantajlari

* Soguk zincir gerektirir.

* Maliyetli bir uygulamadir.

* Her tirlin tipi i¢in farkl gaz formiilasyonlar1 hazirlanmasini ve 6zel teghizat egitimini
gerektirir.

* Uriin giivenliginin saglanabilmesi gereklidir.

* Paket hacminin arttirilmasi durumunda daha ¢ok gaz kullanimi gerekir ve dolayisiyla
tagima masraflarini artar.

* Paketin agilmas1 ve delinmesi gibi dis etkenler sonucu paketin uygunlugu bozulur.

* Gidada ¢6ziinmiis CO, paket biikiilmesini saglamaz ve su kaybin yiikseltir.

3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Materyal

Beseri hekimlikte toksijenik C. difficile izolatlar1 yetiskinlerde antibiyotikle
iliskili ishal ve psddomembranoz kolitin en sik sebebi olarak degerlendirilmektedir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda hayvansal orijinli C. difficile izolatlari ile insan orijinli
C. difficile izolatlar1 arasinda genetik karakterizasyonda benzerlik bulunmasi nedeniyle
bulasmada kontamine hayvansal gidalarin sorumlu olabilecegi tartisilan konular arasina
girmektedir. S6z konusu etkenin hayvansal gidalardan insanlara bulagsma olasiligi
nedeniyle bu ¢alisma diisiiniilmiistiir. Bu amagla ¢alismada Mayis-Ekim 2013 tarihleri
arasinda Samsun Merkezi’nde bulunan market ve kasaplardan temin edilen toplam 100
adet MAP si181r et {iriinii (50 kiyma, 50 kusbas1) materyal olarak kullanilmistir. Ornekler
her ay 20’ser adet olmak {izere 5 ay boyunca periyodik olarak temin edilmistir. Numune
secimlerinde Orneklerin farkli parti liretimlere ait numunelerden segilmesine ve Ornek
paketlerinin en az 500 g olmasina dikkat edilmistir. Bununla beraber érnekler soguk zincir

altinda laboratuvara getirilerek miimkiin olan en kisa siire i¢inde analiz edilmistir.



3.1.1. C. difficile’nin Izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan
Kimyasallar

Clostridium difficile Selective Medium (CDB):

Proteose Peptone (OXOID, LP085)

Disodium Hydrogen Phosphate (SIGMA, S7907)
Potassium Dihydrogen Phosphate (SIGMA, P9791)
Magnesium Sulphate (SIGMA, M7506)

Sodium Chloride (SIGMA, S7653)

Fructose (SIGMA, F0127)

Sodium Taurocholate (SIGMA, S86339)

Laked Horse Blood (OXOID, SR0048C)

C .difficile Selective Supplement (OXOID, SR0173E)

Hazirlamis1 (1000 ml): Protease Peptone (40.0 g), Disodium Hydrogen Phosphate (5.0
g), Potassium Dihydrogen Phosphate (1.0 g), Magnesium Sulphate (0.1 g), Sodium
Chloride (2.0 g), Fructose (6.0 g) ve Sodium Taurocholate (1.0 g) belirtilen dlgiilerde
hassas terazide tartilarak erlene alindi. Uzerine 1000 ml distile su ilave edilerek su
banyosunda 60 °C’de 1 saat bekletilerek karisim ¢6ziindiiriildii. Daha sonra otoklavda
121 °C’ de 90 dakika sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar
sogutularak, igerisine Laked Horse Blood (50 ml) ve C. difficile Selective Supplement
(2 vial) ilave edilerek 4 °C’de muhafazaya kaldirildi.

Clostridium difficile Moxolactam Norfloxacin (CDMN) Agar:

Proteose Peptone (OXOID, LP 085)

Disodium Hydrogen Phosphate (SIGMA, S7907)
Potassium Dihydrogen Phosphate (SIGMA, P9791)
Magnesium Sulphate (SIGMA, M7506)

Sodium Chloride (SIGMA, S7653)

Fructose (SIGMA, F0127)
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Agar Bacteriological (OXOID, LP11)
Laked Horse Blood (OXOID, SR0048C)
C. difficile Selective Supplement (OXOID, SR0173E)

Hazirlamis1 (500 ml): Proteose Peptone (40.0 g), Disodium Hydrogen Phosphate (5.0
g), Potassium Dihydrogen Phosphate (1.0 g), Magnesium Sulphate (0.1 g), Sodium
Chloride (2.0 g), Fructose (6.0 g) ve Agar Bacteriological (15 g) belirtilen oSlgiilerde
hassas terazide tartilarak erlene alindi. Uzerine 500 ml distile su ilave edilip su
banyosunda 95 °C’de bekletilerek ¢Oziinmesi saglandi. Daha sonra 121 °C’ de
otoklavda 90 dakika siireyle sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra besiyeri 50
°C’ye kadar sogutuldu. Petrilere dokiilecegi zaman igerisine igerisine Laked Horse
Blood (% 7-35 ml) ve C. difficile Selective Supplement (1 vial) ilave edilerek petrilere
dokiimii yapildi. Besiyeri donduktan sonra 4 °C’de muhafazaya kaldirildu.

Triptone Soy - Yeast Extract Agar

Triptone Soy Agar-TSA (OXOID, CM131)
Yeast Extract Agar-YE (OXOID, LP0021)

Hazirlamis1 (500 ml): Triptone Soy Agar’dan 20 g, Yeast Extract Agar’dan ise 2.5 ¢
(% 0.5) tartildi ve 500 ml distile suda ¢oziindiiriildii, pH degeri 7.0 + 0.2 olarak
ayarlandi ve su banyosunda 95 °C’de eritildi. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril
edildi ve besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu, steril plastik petrilere dokiilerek 4 °C’de

muhafa edildi.

Test kitleri:

C. difficile Test Kiti (OXOID, DR 1107A)

Test suslari:

C. difficile ATCC 9689, C. difficile ATCC 43593
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3.1.2. C. difficile izolatlarnin PCR ile Dogrulanmasinda Kullamlan

Kimyasallar

Tag DNA Polymerase Seti (SIGMA, D4545):

Tagq DNA Polymerase 500U
10X Reaction Buffer
25 mM MgCl2

dNTP Mix (SIGMA, D7295):

dNTP Mix 10mM

Gene Ruler Set (BIOLABS, N3231S):

100 bp 500 pg/ml kullanima hazir.

Primerler:

tpi- F (5-AAA GAA GCT ACT AAG GGT ACA AA-3)

tpi-R (5 CAT AAT ATT GGG TCT ATT CCT AC-3)

tcdA-F (5-AGA TTC CTA TAT TTA CAT GAC AAT AT-3)
tcdA-R (5-GTA TCA GGC ATA AAG TAATAT ACTTT-3)
tcdB-F (5-GGA AAA GAG AAT GGT TTT ATT AA-3)
tcdB-R (5-ATC TTT AGT TAT AACTTT GAC ATC TTT-3)

Hazirlamisi: Primerler desalted saflikta ve liyofilize olarak temin edildi. Daha sonra
tiretici firmanin Onerisine gore steril bidistile su ile 20 pmol konsantrasyonunda

hazirlandi.

TBE Soliisyonu:

10X TBE (GIBCO, 15581-044, NY-USA)
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Hazirlamisi: 10X konstantrasyonda olan buffer soliisyonundan 100 ml alinarak 1 litreye

tamamlandi ve analizler i¢in 1X konstantrasyonda kullanildi.

Ethidium Bromide:

10 mg/ml, (APPLICHEM, A1152 GmBH)

Hazirlamisi: Kullanima hazir olarak temin dilen Etidium Bromide soliisyonundan 100

ml agaroz i¢in 6 ul alind1 ve agaroz eritildikten sonra i¢ine karistirildi.

Agaroz:

Agarose (SIGMA, A9539)

Hazirlamisi: 1.5 g agaroz tartildt ve 100 ml 1X TBE ile sulandirildi. Daha sonra
mikrodalga firminda eritildi ve 50 °C’ye kadar sogutularak icerisinde 6 pl ethidium

bromide eklendi. Son olarak elektroforez tankina dokiilerek donmasi igin bekletildi.

3.1.3. C. difficile izolatlarmin Antibiyotik Duyarlihk Testinde Kullamlan
Besiyerleri ve Antibiyotik Diskleri

Brucella broth:

Brucella Broth (SIGMA, B3051)

Hazirlamsi: Brucella Broth Base (Sigma, B3051) hazir besiyerinden 31 g tartilarak
1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii ve pH degeri 7.0 + 0.2’ye ayarlandiktan sonra cam

tiiplere 9’ar ml olacak sekilde paylastirildi. Tiipler 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilerek 4 °C’de muhafaza edildi.
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Brucella Medium Base:

Brucella Medium Base (OXOID CM0169)

Hazirlanisi: Besiyerinin hazirlanmasinda, besiyerinden 45 g hassas terazide tartilarak
erlene alind1. Uzerine 1000 ml distile su ilave edilerek su banyosunda su banyosunda 95
°C’de eritildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan
cikarildiktan sonra besiyeri 50 °C’ye kadar sogutuldu. Besiyeri donduktan sonra 4

°C’de muhafazaya kaldirildi.

Antibiyotik Diskleri:

Metronidazole (5 pg), (OXOID, CT067B)
Vancomycin (30 pg), (OXOID, CT058B)
Clindamycin (2 pg), (OXOID, CT064B)

3.2. Metot

Laboratuvara soguk zincir altinda getirilen MAP paketli siir kiyma ve kusbasi
orneklerindeki C. difficile’nin izolasyon ve identifikasyonu Boer ve ark. (2011)’nin
belirledikleri klasik kiiltiir teknigine gore yapildi. Klasik kiiltiir teknigi ile tanimlanan C.
difficile izolatlarinin PCR ile dogrulanmasinda ve elde edilen izolatlarin toksin
genlerinin tespiti Lemee ve ark. (2004)’nin belirledikleri yontemlere gore multipleks
PCR metodu ile tamamland. izolatlarin antibiyotik direng profilinin belirlenmesinde ise
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) standartlar1 esas alinarak

caligmalar gerceklestirildi.

3.2.1. C. difficile’nin izolasyon ve Identifikasyonu

C. difficile’nin izolasyon ve identifikasyonu Boer ve ark. (2011)’nin
belirledikleri klasik kiiltiir teknigine gore yapildi. Izolasyon ve identifikasyon asamalar

Sekil 3’de gosterilmistir.
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5gr érnek
v

20 ml C. difficile broth (CDB)

l — | Anaerob, 37 9C" de, 15 glin

2 ml zenginlestirme sivisi+ 2 ml 96%’lik ethanol |- | 50 dk homojenizasyon

}

Santrifllj (3800xg; 10 dk) sediment alinarak Clostridium difficile (CDOMN) agar
| —{Anaerob, 37°C" de, 24-48 saat

2-5mm capinda, kenarlari yuvarlak ve ultraviyole (UV) 15181 altinda
360 nm dalga boyunda sari-yesil fluoresans veren koloniler

l

5sUphelikoloni TSA-YE agar

|——[ Anaerob, 37°C’ de, 24-48 saat

Gram boyama (gram pozitif terminal ve subterminal sporliu basil)

'
C. difficile test kiti (Oxoid DR1107A)

Sekil 3. C. difficile’nin konvansiyonel yontemle izolasyon ve identifikasyon basamaklari

3.2.1.1. On Zenginlestirme

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen MAP paketli farkli partilerdeki sigir
kusbast ve sigir kiyma Orneklerinden aseptik kosullarda steril vida kapakli tiiplere (50
ml’lik) her paketten homojen olacak sekilde 5’er gram tartilarak numuneler alindi.
Alman oOrneklerin iizerine 20 ml CDB broth eklendi ve tiipler vortexlenerek
homojenizasyon saglandi. Anaerob ortami saglamak i¢in tiiplerin tizeri sivi parafin ile
kapatildi ve ornekler igerisinde Gas Generating Kit (OXOID, BR38) ilave edilmis
jarlarda 37 °C’de 15 giin siireyle inkiibasyona birakilarak &n zenginlestirme islemi

tamamlandi (Boer ve ark., 2011) (Sekil 4a,4b).
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Sekil 4a,4b. Anaerobik sartlarda 6rneklerin inkiibasyonu

3.2.1.2. Sedimantasyon Eldesi

Inkiibasyon sonras1 hazirlanan zenginlestirme sivisindan 2’ser ml alinip steril
vida kapakli santrifiij tiiplerine (5 m1’lik) konularak {izerine 2 ml % 96’lik ethanol ilave
edildi (Sekil 5). Tiplerin kapagi kapatilarak 50 dk siireyle g¢alkalanmak suretiyle
homojenizasyonu saglandi. Sonrasinda ornekler santrifiij cihazina (Hettich Universal
R320, Almanya) konularak 3800xg devirde 10 dk santrifiij edilerek sediment eldesi

saglandi.
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Sekil 5. Sediment eldesi

3.2.1.3. Kati1 Besiyerine Ekim

Elde edilen sediment alimarak Clostridium difficile moxolactam norfloxacin
(CDMN) agar’a ¢izme plak yontemiyle gecildi. Plaklar 37 °C’de 24-48 saat siireyle
anaerob kosullarda bekletildikten sonra seg¢ilen 5 siipheli koloni (C.difficile’ye 6zgii 2-5
mm capinda, kenarlar1 yuvarlak ve ultraviyole (UV) 15181 altinda 360 nm dalga boyunda
sari-yesil fluoresans veren koloniler) TSA-YE (OXOID, CMO013-LP0021) agarda
benzer sekilde 37 °C’de 24-48 saat siireyle anaerob ortamda subkiiltiire edildi.
Kolonilerden gram boyama yapilarak Gram pozitif terminal ve subterminal sporlu
basillerin varlig1 kontrol edildi ve konvansiyonel anlamda identifikasyon C. difficile test
kiti (OXOID, DR1107A) ile tamamland1 (Boer ve ark. 2011). Yapilan tiim analizlerde
C. difficile ATCC 9689 ve C. difficile ATCC 43593 izolatlar1 pozitif kontrol amagh
kullanild1 (Sekil 6).
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Sekil 6. Anaerobik kosullarda inkiibe edilen siipheli izolatlara ait CDMN agar goriintiisii

3.2.1.4. C. difficile identifikasyonu

Her bir petri incelenerek iiremeler degerlendirildi. C. difficile iremesi tespit
edilen (2 mm capinda, kenarlari yuvarlak, UV 15181 altinda 360 nm dalga boyunda sar1
yesil flouresans veren koloniler) 5 siipheli koloni TSA-YE (OXOID, CM013-LP0021)
agarda cizme plak yontemiyle gegilerek benzer sekilde 37 °C’de 24-48 saat siireyle

anaerob ortamda subkiltiire edildi.

3.2.1.4.1. Gram Boyama ve Mikroskobik Baki

Stipheli kolonilerden az miktar alkol ile temizlenmis bir lam iizerine alindi.
Daha sonra steril fizyolojik tuzlu su ile homojen hale getirilerek lam iizerine yayildi.
Oda sicakliginda kurutulduktan sonra ii¢ defa alevden gegirilerek tespit edildi.
Preperatlar 90 sn kristal viyole ile boyandiktan sonra saf su ile yikandi. 45 sn lugol iyot
¢Ozeltisini uygulamasinm takiben 6nce % 96’lik alkol ve sonrasinda saf su ile yikandi.

Yikanan preparatlar sulu karbon fuksin ¢ozeltisi ile 10-20 saniye boyandiktan sonra
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tekrar saf su ile yikanip kurutuldu. Hazirlanan preperatlar Olympus (CX 21) mikroskop
ile 100x biiyiitmede immersiyon yagi ile incelendi. Mavi-menekse renk almis gram

pozitif terminal ve subterminal sporlu basillerin varligi C. difficile siipheli olarak
degerlendirildi (Sekil 7).

Sekil 7. Siipheli izolatlara ait Gram boyama goriintiisii

3.2.1.4.2.Test Kiti ile Pozitif Sonucun Dogrulanmasi

Gram boya ve mikroskobik baki sonucu siipheli kabul edilen izolatlarin
dogrulanmasi amaciyla hizli ve basit latesks agliitinasyon yontemi olarak bilinen C.
difficile test kiti (OXOID, DR1107A) kullanildi. Steril ortamda tek kullanimlik
reaksiyon kartlarina negatif kontrolii saglamak icin 1 damla C. difficile reaktif ajani
damlatildi ve solusyon damlatildiginda herhangi bir pihtilasma gézlenmedi. Pozitif
kontrolii olusturmak igin ise 1 damla C. difficile pozitif kontrol, iizerine 1 damla C.
difficile reaktif ajan damlatildi, tek kullanimlik ¢ubuk yardimiyla karistirildi,

koagulasyon ve igne seklinde kiimelesme gbozlemlendi ve test kitinin dogru calisirliligt
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test edildi. Daha sonra siipheli izolatlar1 test etmek i¢in ayr1 kartlara 1 damla izotonik
tuzlu su damlatilds, tizerine C. difficile siipheli olarak tespit edilen kolonilerden 6ze ile
almarak karistirildi, son olarak da 1 damla C. difficile reaktif ajan eklendi. Iki dakika
sonrasinda C. difficile pozitif olanlarda toplu igne ucuna benzer bir sekilde kiimelesme
gortiliirken, C. difficile negatif olanlarda homojen yap1 gozlemlendi (Sekil 8a, 8b).
Bununla beraber elde edilen izolatlar yapilacak antibiyotik duyarlilik testi ve olasi

epidemiyolojik ¢aligmalar igin gliserinli cryo tiiplerde -20 °C” de saklandu.

Sekil 8a, 8b.Test kiti soliisyonlar1 ve pozitif ve negatif goriintii

3.2.1.5. C. difficile izolatlarinin tpi Gen Varhg Uzerinden PCR ile
Konfirmasyonu ve izolatlarda tcdA ve tcdB Toksin Gen Varhgmin Multipleks

PCR ile Belirlenmesi

Klasik kdltiir teknigi ile tamimlanan C. difficile izolatlarimin PCR ile
konfirmasyonunda Lemee ve ark. (2004)’nin belirledikleri yontem kullanildi. Caligsma
kapsaminda izolatlardan, C. difficile suslarinin tamaminda yiiksek oranda eksprese
edilen ve ortak antijen olarak belirlenen Glutamat Dehidrogenaz Enzimini (GDH)
kodlayan tpi (Triose phosphate isomerase housekeeping gen) geninin tespiti yapildi.
Bununla beraber izolatlardaki olasi toksin genlerinin tespiti de benzer olarak Lemee ve
ark. (2004)’nin belirledikleri yonteme gore multipleks PCR metodu ile yapildi. PCR ile
dogrulamasi yapilan ¢alisma izolatlarindan toksin A ve toksin B’yi belirleyen tcdA ve
tcdB genlerine bakildi. Bununla beraber etkenin PCR ile konfirmasyonunda pozitif
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kontrol amacglh C. difficile ATCC 9689 ve C. difficile ATCC 43593 referans suslari

kullanildi. Analizlerde kullanilan primer dizilimleri Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Analizlerde kullanilan primer dizilimleri

Primer Sequence (5°- 3°) Bant Boyutu (bp) Kaynak

tpi-F AAA GAA GCT ACT AAG GGT ACA AA 230 Lemee ve
tpi-R CAT AAT ATT GGG TCT ATT CCT AC ark.(2004)
tcdA-F AGATTCCTA TAT TTA CAT GAC AAT AT 369 Lemee ve
tcdA-R GTATCAGGC ATAAAGTAATATACTTT ark.(2004)
tcdB-F GGA AAA GAG AAT GGT TTT ATT AA 160 Lemee ve
tcdB-R  ATCTTT AGT TAT AACTTT GACATCTTT ark.(2004)

3.2.1.5.1. DNA Ekstaksiyonu

Konvansiyonel metotla identifiye edilen C. difficile izolatlarinin DNA’larinin

ekstaksiyon islemi kaynatma metoduna gore yapildi. Buna gére TSA-YE (OXOID,
CMO013-LP0021)’dan 24 saat oncesinden 37 °C’de anaerob inkiibasyonun ardindan

alinan koloniler 500 pl distile su ile siispanse edildikten sonra 95 °C’lik su banyosunda

10 dakika siireyle bekletilerek, siire sonunda 10.000xg’de 5 dk santrifiij (Hettich

Universal 320R, Almanya) edildi ve siipernatant -20 °C’ de template DNA olarak

kullanilmak tizere saklandi.

3.2.1.5.2. PCR I¢in Mixer Hazirlamis1

Toplam hacim 25 pl amplifikasyon karigimi icin; 1 X PCR buffer (10 mM
Tris-HCI [pH 8.3], 50 mM KCl,). 2.5 mM MgCl;, 1 uM her bir primer set (A ve B), 200
uM dNTP mix (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), 0.5 U Tag DNA polymerase ve 2.5 ul
DNA 6rnegi olusturuldu (Lemee ve ark., 2004).
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3.2.1.5.3. Amplifikasyon Program

Thermocyclerda (Bio-Rad MJ mini Gradient CA-USA) asagida program 40

siklus (2 ve 4. basamaklar arasi1) yapildi.

1. 95 °C’de 3 dakika 6n denatiirasyon asamasi

2. 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon asamasi

3. 60 °C’de 30 saniye baglanma asamasi (annealing)

4. 72 °C’de 30 saniye primer uzama asamasi (extension)

5. 72°C’de 10 dakika son uzama (final extension)

3.2.1.5.4. Elektroforez Islemi ve Agar Hazirlamis:

Ethidium bromide (10 mg/ml) ilave edilmis, 100 ml 1X TBE’de hazirlanmis %
1.5’lik agar kullanildi. Elektroforez islemi Bio-Rad Power Pac Basic Power Supply
(CA-USA) giic kaynagi ve Bio-Rad Wide Mini Sub-Cell GT Cell (CA-USA)
elektroforez tankinda gerceklestirildi. Her bir kuyucuga toplam 23 pl (20 ul PCR 6rnegi
+3 ul loading dye) konularak, elektroforezde 80 V akimda 1 saat yiiriitiilerek ve bantlar
UV transilluminatérde incelendi. tpi i¢in 230 bp’de, tcdA igin 369 bp’de ve tcd B igin
ise 160 bp’de goriilen bantlar pozitif kabul edildi.

3.2.1.6. Antibiyotik Direnclilik Tespiti

Antibiyotik diren¢ profilinin belirlenmesi CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2012) standartlarina gore yapildi. Antibiyotik direng profilinin
belirlenmesinde Brucella broth’a gecilen izolatlar anaerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat
siireyle bekletildi daha sonra 6rneklerin yogunlugu McFarland 0.5’e gore ayarlanip ve
% 5 defibrine at kani ilaveli Brucella Agar’a 0,1 ml diizeyinde gecildi. 5-10 dk plaklarin
kurumasini takiben metronidazol (5 pg), (OXOID, CT067B), vancomycin (30 pg),
(OXOID, CT058B), clindamycin (2 pg), (OXOID, CT064B) iceren antibiyotik diskleri
plaklara yerlestirilip, anaerob kosullarda 37 °C’de 24 saat siireyle bekletilerek
sonrasinda zon ¢aplart degerlendirmeye alindi (Sekil 9, Tablo 9, Tablo 10).

76



Tablo 9. Antibiyotiklerin MIK degerlerine gore zon caplarinin degerlendirilmesi (CLSI, 2012)

MIK (pg/mL) Zon Capi(mm)
Duyarh <4 >20
Orta Diizeyde Direncli 8-16 15-19
Direncli >32 <14

Tablo 10. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri ve dozlar

Antibiyotik Diski Sembolii Dozu
Metronidazol MTZ 5ug
Clindamycin DA 2 ug
Vancomycin VA 30 ug

Sekil 9. % 5 defibrine at kani ilaveli Brucella Agar’da antibiyotik direnglilik zon olusumu
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Samsun ilinde bulunan yerel market ve kasaplarda satisa sunulan
MAP teknolojisi ile paketlenmis sigir kusbasi ve kiyma 6rneklerinden farkli partilerde
olmak kosuluyla toplam 100 adet numune rastgele toplandi. Toplam 100 adet arastirma
materyalini, MAP sigir kusbast (50 adet) ve MAP sigir kiyma Ornekleri (50 adet)
olusturdu. Toplanan bu numuneler soguk zincir altinda laboratuvara getirilerek 25’serli
gruplar halinde analiz edildi. Calismada C. difficile varlig1 klasik kiiltiir teknigine gore
arastirildi (Boer ve ark., 2011). Kiiltiirde siipheli olarak tespit edilen kolonilerin C.
difficile test kiti (OXOID, DR1107A) ile dogrulamasi yapildi. izolatlarin tanimlanmasi
tpi gen sekansi esas alinarak yapilirken, tcdA ve tcdB gen sekanslari esas alinarak
toksijenik karakteri PCR ile tamimland1 (Lemee ve ark, 2004). Daha sonra 3 farkli
antibiyotige karsi antibiyotik direnglilik durumlar1 CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2012) standartlarina goére belirlendi.

4.1. Klasik Kiiltiir Teknigi Sonug¢lari

Bu asamada Boer ve ark. (2010)’nin belirledikleri klasik kiiltiir teknigi ile
analiz edilen toplam 100 adet numunenin 3 tanesinin (% 3) C. difficile yoniinden

kontamine oldugu belirlendi.

50 adet MAP sigir kiyma orneginin 2’si C. difficile yoniinden pozitif olarak
tespit edilirken (% 4), 50 adet MAP sigir kusbasi 6rneginin 1°i C. difficile yoniinden
pozitif tespit edildi (% 2). Arastirmaya ait bulgular Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. C. difficile’ in numune bazinda dagilimi ve izolat sayilar

C. difficile (+)  C. difficile (+)

Numune Ornek Sayis1 Numune/Oran izolat Sayis1
MAP sigir kiyma 50 2(%4) 4
MAP sigir kusbasi 50 1(%2) 1

TOPLAM 100 3(%3) 5




4.2. Izolatlarin PCR ile Dogrulanmasi ve Toksin Genlerinin Arastirlmasi

Calismamizda klasik kiiltiir teknigi ile C. difficile olarak identifiye edilen
izolatlar1 dogrulamak amaciyla tpi geni, izolatlardaki toksijenik karakterizasyonun
tespiti i¢in ise tdA ve tdB genlerinin varligi multipleks PCR yontemi ile arastirildi. Bu
amagla yapilan analizler sonucunda MAP sigir kiyma ve kugbasi oOrneklerinden
identifiye edilip PCR ile tpi geni yoniinden pozitif bulunan toplam 5 adet C. difficile
izolatinin yalmizca 3 tanesinde toksijenik gen karakteri saptanmistir. Numune
dagilimma bakildigimnda MAP sigir kiyma Orneklerine ait 4 adet izolatin 3’linde
toksijenik karakterde gen bolgesi tespit edilirken, MAP sigir kusbast orneklerine ait 1
pozitif izolatta ise toksijenik yap1 gozlemlenmemistir. Toksijenik karakterdeki izolatlar
incelendiginde 1 tanesinin tcdA gen bolgesini, 2 tanesinin ise tcdB gen bolgesi tasidigi
multipleks PCR y&ntemiyle belirlenmistir (Tablo 12, Sekil 10-11). Izolatlara ait
multipleks PCR jel goriintiisii sekil 12°de gosterilmistir. Calismamizda PCR analizinin
saptama limitinin belirlenmesi i¢in C. difficile ATCC 9689 ve C. difficile ATCC 43593
suslarindan ve tpi geninden elde edilen ve baslangi¢ konsantrasyonu sirasiyla tcdA igin
369, tcdB icin ise 160 bp ve tpi icin 230 bp’lik olan genomik DNA o&rnekleri 1/10
diliisyonlar halinde sulandirildiktan sonra tpi, tcdA, tcdB genlerine spesifik primerleri
kullanilarak PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. Sonug olarak tpi i¢in 230 bp’de, tcdA i¢in
369 bp’de ve tcdB igin ise 160 bp’de goriilen bantlar pozitif kabul edilmistir.
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Tablo 12. C. difficile’ nin numune bazinda dagilimi ve toksijenik izolat prevelansi

Numune Klasik Kiiltiir PCR teknigi ile Toksijenik Toksijenik gen
teknigi ile saptanan C. difficile karakterdeki bolgesi
saptanan izolat sayis1 (tpi gen C.difficile

C. difficile izolat  bélgesi iizerinden )  izolat sayisi ted B
sayis1

MAP sigir 4 4 3

kiyma

(n:50)

MAP sigir 1 1 -

kusbasi

(n:50)

Toplam 5 5 3

(n:100)

%o S0
Co45
Co40
%035
%30
%25 W fcdA
°,20 - N fedB
%015 -
Coll -

CoS -

G0l - .

tedA tedB

Sekil 10: Pozitif izolatlarlarin toksin gen dagilimlar
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%60

%50

%40

%30

%20

%10

%0

W fedAd

W fcdB

tfedAd

Sekil 11:

Sekil 12

Kiyma 6rneklerinden elde edilen pozitif izolatlarlarin toksin gen dagilimlari

:

= B B - ‘ e

M

M ol k|

. Multipleks PCR elektroforez goriintisii [M: 50 bp DNA marker, 1: tpi ve tcdB pozitif kontrol
(C. difficile ATCC 9689), 2: tpi ve tcdA pozitif kontrol (C. difficile ATCC 43593), 3: negatif
kontrol, 4: tpi pozitif MAP si1gir kusbasi orijinli izolat, 5: tpi pozitif MAP sigir kiyma orijinli
izolat, 6: tpi ve tcdA pozitif MAP sigir kiyma orijinli izolat, 7: tpi ve tcdB pozitif MAP sigir
kiyma orijinli izolat, 8: tpi ve tcdB pozitif MAP s1gir kiyma orijinli izolat]
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4.3. izolatlarin Antibiyotik Direnclilik Testi Sonuclar

Calismamizda PCR ile dogrulanan 5 adet C. difficile izolatinin antibiyotik
direnglilik testleri disk difiizyon metodu ile CLSI’nin (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2012) tanimladig kriterlere gore yapildi.

Klindamisin (2 pg) direnglilik sonuglarina bakildiginda kiyma 6rneklerine ait
bir pozitif izolatta antibiyotige karsi direng durumu gelisirken, diger 4 pozitif izolatta

duyarlilik oldugu goriildii.

Vankomisin (30 pg) direnglilik sonuglarina bakildiginda tiim pozitif izolatlarin

antibiyotige kars1 duyarli oldugu saptandi.

Metronidazol (5 pg) direnglilik sonuglarina bakildiginda tiim pozitif izolatlarin
antibiyotige kars1 duyarli oldugu belirlendi.

Calismamizda tespit edilen C. difficile izolatlarmin antibiyotik direnglilik

profilleri Tablo 13’de 6zetlenmistir.
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Tablo 13. C. difficile izolatlarmimn fenotipik antibiyotik direnglilik profilleri [R: Resistant (Direngli), I:
Intermediate Direng (Orta diizeyde Direng), S:Sensible (Duyarl1)]

Molekiiler Fenotipik Antibiyotik Direnclilik Profili
izolat Karakterizasyon  Metronidazol Vankomisin Klindamisin
Orjini/Kodu (5 pg) (30 pg) @2 ng)

tpi  tcdA tcdB R I S R I S R I S

gen gen gen

MAP sigir + + - - - + - - + + - -
kiyma (33)
(izolat no:

Kiyma 33-1)

MAP sigir + - - - = + - - + - - +
kiyma (33)
(izolat no:

Kiyma 33-2)

MAP sigir + - + = - + - - + - _ +
kiyma (70)
(izolat no:

Kiyma70-1)

MAP sigir + - + - - + - - + - _ +
kiyma (70)
(izolat no:

Kiyma 70-2)

MAP sigir + - - - + - + - - +
kusbasi (80)
(izolat no:

Kusbas: 80-1)
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5. TARTISMA

Yapilan literatiir taramalarinda hayvansal orjinli izolatlarla insan izolatlari
arasinda biiyiik bir benzerlik bulunmasi nedeniyle bulasmada kontamine hayvansal gida
aktoriide son yillarda tartisilan konular arasina girmistir. Ulkemizde beseri hekimlikte
hastane enfeksiyonlar1 kapsaminda C. difficile etkeninin varligi ve toksin tipinin
arastirildig1 bircok ¢alisma bulunmasina ragmen hayvansal gidalarda etkenin varligina
yonelik ¢alismaya literatlir taramalarinda rastlenmamuistir. Benzer sekilde C. difficile’e
bagl ishal tedavisinde en fazla kullanilan metronidazol, vankomisin ve klindamisine
kars1 hayvansal gidalardan izole edilen etkenin antibiyotik direng profili de
arastirilmamistir. Bu ¢alisma {ilkemizde ve Samsun ilinde yapilan ilk calisma olup,
tilkemizde de modifiye atmosfer paketli sigir kusbasi ve kiyma 6rneklerinde C. difficile
varligi ile etkendeki tcdA ve tcdB genleri ile kodlanan olasi toksin olusturma potansiyeli
belirlenmistir. Bununla beraber identifiye edilen izolatlarin metronidazol, vankomisin

ve klindamisine duyarliliklarinin tespitinde detaylandirilmus ilk ¢aligma olmustur.

Calismamizda, Samsun ilinde kasap ve marketlerde satisa sunulan MAP
yontemiyle paketlenmis sigir kiyma ve kusbasi orneklerinin % 3’tinde C. difficile izole
edilmistir (3/100). Uriin bazli prevalansa bakildiginda kiyma 6rneklerinin % 4’{inden
(2/50), MAP s18ir kusbasi 6rneklerinin ise % 2’sinden (1/50) etken izole edilmistir.

Yapilan literatiir incelemelerinde ¢alisma verilerimizle benzer sonuglari gesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir. Calismamizda elde edilen bulgulara benzer
olarak Jobstl ve ark. (2008) yaptiklari calismada Avustralya’nin Graz sehri ¢evresindeki
yerel market ve kasaplardan alinan MAP paketli (n=75), agik olarak satisa sunulan taze
(n=25), sigir-domuz eti karisimlarinda (n=70) ve sigir etlerinde (n=30) C. difficile
kontaminasyonunu arastirmiglardir. Calisma sonucunda sadece sigir eti-domuz eti
karisiminda C. difficile yoniinden pozitiflik tespit edilmis olup (% 2), sigir etleri etken
yoniinden negatif olarakdegerlendirlmistir. Bu pozitif izolatlardan birinin MAP,
digeriniz ise taze et 6rnegine ait oldugu bildirilmistir. Calismada etkenin Avustralya’da
stk goriilmesine bagli olarak gidalarda bulasabilen zoonotik bir etken olabilecegi
bildirilmis, ayrica kontaminasyon kaynagmin {iiretim asamasinda personel kaynakli

olabilecegi belirtilmistir. Bunun yaninda c¢alismamizla benzer sonug¢ olarak MAP



teknolojisiyle paketlenen 6rnekteki CO; ortaminin etken iiremesini hizlandiran

faktor oldugunu ifade etmislerdir.

Von Abercron ve ark. (2009) isve¢’te perakende olarak satilan kiyma
orneklerinde C. difficile’nin prevansini belirlemeye yonelik yaptiklar1 arastirmada % 2.4
oraninda C. difficile izole etmislerdir. Calismada incelenen et 6rnekleri arasinda domuz,
koyun, sig1r, tavuk et drnekleri bulunmakla beraber tespit edilen 2 pozitif izolatin sigir
orneklerine ait oldugu bildirilmistir. Kontaminasyon seviyesini liretim, satis sartlari
etkileyecegi gibi ¢alismamizla benzer olarak metaryelinin kiyma o6rnegi olmasi da

etkenin iiremesini tetikleyen nedenler arasinda diisiiniilebilir.

Bouttier ve ark. (2010) Fransa’da siipermarketlerde satisa sunulan vakum
paketli ve taze sigir etlerinde C. difficile prevalansim1 % 1.9 (2/105) olarak
bildirmislerdir. Sigir parca etlerinde tespit edilen pozitif orneklerin vakum paketli
ornekler oldugu, buradan yola c¢ikarak anaerobik ortamin etken {remesini
hizlandirabilecegine yonelik goriis belirtmislerdir. Ayrica Fransa’da satisa sunulan
parca etlerde tespit edilen etken prevalansinin fekal drneklere kiyasla diisiik olmasinin
sebebininin gida iirlinlerinin iiretiminde HACCP prosediirlerinin uygulanmasi ve iiretim
hatt1 boyunca yapilan mikrobiyolojik analizlerle tehlikelerin kontrol altina alinmasi ve
bu sayede kontaminasyon riskinin minimalize edilmesine bagl olabilecegini
bildirmislerdir. Calismamizda fekal ornekler incelenemediginden etkenin gidalarda ve
fekal orneklerde koontaminasyon diizeyine yonelik kiyaslamaya benzer bir yorum
yapilamamaktadir. Ancak ¢alismamizda vakum pakete benzer MAP’li riinler
kullanilmasi dolayisiyla anaerobik ortamin etken varligmi indiikleyici etkisi ve et
tretiminin gergeklestigi firmalarin HACCP standartlarina uyum saglamig firmalar

olmas1 benzer sonucu ortaya koymaktadir.

Esfandiari ve ark. (2014) iran’in Isfahan bolgesinde et paketleme tesislerinden
toplanan 81 sigir etinde C. difficile prevalansini, dogranmis sigir etlerinde % 2.8, parga
sigir etlerinde % 2.1 olarak bildirmislerdir. Buradan haraketle mekanik par¢alanmanin
arttig1 durumlarda etkenin bulunabilecegi ylizey alani arttigindan prevalansda attis s6z
konusu olabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizda benzer olarak kiyma 6rneklerinde

kusbas1 orneklerine kiyasla prosesin daha uzun olusu ve kiiciik parcalar elde
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edildiginden ylizey alaninin artmasi prevalansin kusbasi orneklerine kiyasla kiyma

orneklerinde daha yiiksek olusuyla agiklanabilir.

Rodriguez ve ark. (2014) Belgika’da yaptiklar1 calismada perakende olarak
satilan etlerde C. difficile varligim1 arastirmiglar. Calisma sonucunda c¢alismamizla
benzer sekilde % 2.3 (3/133) oraninda pozitiflik tespit etmislerdir. Arastirmacilar
bulasmanin kaynagmin kesinlik gostermedigi, etken kontaminasyonunun kesim
sirasinda fekal kaynakli olabilecegi gibi, marketlerde satig esnasinda mevcut isletme ve
personel hijyeni kaynaklida olusabilecegini belirtmislerdir. Yine Rahimi ve ark. (2014)
[ran’da yaptiklar1 ¢alismada C. difficilenin ¢i§ et fiiriinlerindeki prevalansmi
incelemisler ¢alismalart sonucunda Kasaplardan aliman 121 sig@ir etinde etken
prevalansini % 1.65 (2/121) olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar kontaminasyon
kaynagimin fekal bulagma olabilecegi gibi, ¢evrede bulunan etkene ait sporlarinda
hayvanlarda kontaminasyona sebep olabilegini belirtmislerdir. Caligmamizdaki
orneklerimiz kapali triinler oldugundan kontaminasyon kaynagi marketten ziyade
tiretimhane veya fekal kaynakli olabilicegi diisiiniilmektedir ancak fekal ornekler

incelenemediginden bulagma kaynag1 hakkinda net bir yorum yapilamamaktadir.

Yapilan degerlendirmelerde baz1 arastirmacilarin  verilerinin  ¢alisma
bulgularimiza gore yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Rodriquez ve ark. (2007)
Kanada’da yaptiklar1 calismada perakende olarak yerel marketlerde satilan sigir eti
tirtinlerinde C. difficile kontaminasyonunu % 20 olarak belirlemislerdir. Arastirmacilar
kontaminasyonun  depolama ve paketleme sirasinda  gerceklesebilecegini
diistinmiislerdir. Bunun yaninda etlerin satisinin agik alanlarda yapilmasi ve buna bagh
olarak igletme hijyeni vb. ortam sartlarina bagli kontaminasyon derecesinin artmasina
bagl olarak da degistigi degerlendirilmektedir. Calismamizda kullanilan &rneklerin
kapali ambalajli olmast markette satis sirasinda olusacak kontaminasyonu elimine
etmektedir. Dolayisyla agik satisa sunulan iiriinlere kiyasla kontaminasyon diizeyi daha

diistik oldugu goriisiine varilabilir.

Songer ve ark. (2009) Arizona’da yaptiklar1 arastirmada toplam 88 et
orneginin (sigir parga et, koyun parga et ve hindi eti) 37’sinde (% 42) C. difficile

saptamiglardir. Arastirmacilar hayvan tiirlerinin etken prevalansinda belirleyici bir
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ozellik olmadigmi belirtmislerdir. Calismamizda sadece sigir eti kullanildigindan

hayvan tiirlerinin prevalanstaki roliine yonelik yorum yapilamamaktadir.

Weese ve ark. (2009) Kanada’da yaptiklar1 ¢aligmada perakende olarak satisa
sunulan parcalanmis sigir etlerinde etken prevalansim % 12 (14/115) olarak
bildirmislerdir. Kontaminasyon diizeyinin artisinin tesis hijyeni ve muhafaza sartlariyla

ilgili oldugu diisiiniilebilir.

Rodriguez ve ark. (2013) Belgika’da yaptiklar1 calismada lokal bir mezbahadan
elde edilen 101 adet sigir karkas ornegi incelenmis 8/101 (% 7.9) oraninda pozitiflik
tespit etmislerdir. Pozitiflik oraninin c¢aligmamizdan farkli olarak yiliksek cikmasi
kesimin yapildig1 isletme hijyeni, personel bilinci ve kesim sartlarindan

kaynaklanabilecegi diisiindlirmiistiir.

Sepulvida Diaz ve ark. (2013) Minnesota’da yaptiklar1 ¢calismada perakende
marketten ve kasaplardan topladiklar1 342 adet ¢ig et 6rneginde (Sigir, domuz, kanatli)

C. difficile prevalansin1 % 8.5 olarak saptamislardir.

Varshney ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada Pensilvanya’da perakande olarak
satisa sunulan 72 sigir eti Orneginde C. difficile prevalansint % 6.9 olarak

bildirmislerdir.

Konuyla ilgili yapilan literatiir taramalar1 sonucu baz1 arastirmacilarin
yaptiklar1 ¢alismalarda C. difficile prevelansinin ¢alisma bulgularimiza gére daha diisiik
oranda oldugu goriilmektedir. Boer ve ark. (2011) da yerel marketlerde satilan
parcalanmis sigir eti Orneklerini incelemisler ve ¢alisma sonucunda Orneklerin

hi¢birinden etken tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Harvey ve ark. (2011b) Teksas’ta perakende satilan etlerde ve et isletmelerinde
C. diifficile’nin kontaminasyonunu belirlemeye yonelik yaptiklart arastirmada sigir
etlerinde etken tespit edilememistir. Mevcut durum bolgesel kaynakli olabilecegi gibi

isletme hijyeni kaynakli da olabilecegi ifade etmislerdir.

Curry ve ark. (2012) Pensilvanya’da C. difficile’nin pismemis sigir parca et
triinlerindeki prevalansini belirlemek amaciyla yaptiklart calismada sigir parca

etlerinde etken tespit edememislerdir.
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Calismamizda klasik kiiltiir teknigiyle C. difficile olarak identifiye edilen
izolatlar1 dogrulamak ve toksijenik gen yapisini ortaya koymak amaciyla tpi, tdA ve tdB
genlerinin varligi multipleks PCR yontemi ile arastirildi. Bu amagla yapilan analizler
sonucunda MAP si1gir kiyma ve sigir kusbasi orneklerinden tespit edilen C. difficile ile
kontamine 3 Ornekten toplamda 5 pozitif izolat tespit edildi. Pozitif izolatlardan ise
toplamda 3 tanesinin toksijenik yapida oldugu gorildii (% 60). MAP sigir kiyma
orneklerine ait 4 pozitif izolatin 3’tinde (% 75) toksijenik karakterde yap1 gosterdigi ve
bunlardan da 1 tanesinin (% 25) tcdA, 2 tanesinin (% 50) tcdB gen bolgesini igerdigi
belirlendi. MAP sigir kusbas1 6rneklerine ait 1 pozitif izolatta ise toksijenik yap1 tespit
edilmedi.

Rodriguez-Palacios ve ark. (2007) Kanada’da perakende satilan et iiriinlerinden
tespit ettikleri 12 pozitif izolattan 11 tanesinin toksijenik karakterde oldugunu
bildirmislerdir (% 91.6). Ayn1 arastirmacilarin 2009 yilindaki ¢calismasinda ise 10/13 (%
76.9) oraninda pozitif izolatlarda toksijenik yap1 tespit edilmistir.

Jobstl ve ark. (2008) domuz-sigir eti karistmindan elde ettikleri 2 pozitif
izolatin birinde toksijenik yapi tespit etmisler (% 50), bunlarda kasaplardan alinan
numuneye ait izolatta tcdA ve tcdB geninin her ikisinede rastlamazken,
stipermarketlerden alman MAP paketli Ornege ait pozitif izolatta her iki gen

sekansininda bulundugunu bildirmislerdir.

Von Abercron ve ark. (2009) Isveg’te yaptiklart calismalarinda perakende
olarak satilan sigir kiyma orneklerinden 2 pozitif izolat tespit etmis ve bu izolatlarin
toksijenik karakter tasimakla beraber (% 100) tcdA ve tcdB genlerinin her ikisini de

tasidigini bildirmislerdir.

Calismamizda et Orneklerinden tespit edilen C. difficile pozitif izolatlarin
antibiyotik direnclilik durumlar disk diflizyon yontemiyle incelendi.  Calisma
sonucunda klindamisine kars1 direng gelisirken (% 20), vankomisin ve metronidazole

karst % 100 oraninda duyarlilik tespit edildi.

Metronidazol’e kars1 direng ilki 1994 yilinda yapilan iki farkli ¢calismada % 6

ile % 9 oraninda bildirilirken Israil’de yapilan bir ¢alismada ise % 2 oraninda direng
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bildirilmigtir. Ancak c¢alismamizda farkli olarak metronidazole karsi direng

saptanmamustir (Bisharaa ve ark., 2006).

Klindamisine kars1 direng Almanya’da 2003 yilinda % 36 iken, 2007 yilinda %
65; Isveg’te 2006 yilinda % 43.7 iken 2009 yilinda % 65, Kanada’da 2006 yilinda %
14.7 iken 2008 yilinda % 90.9 bulunmustur (Huang ve ark., 2009; Bourgault ve ark.,
2006). Yine 2007 yilinda Cin’de yapilan bir ¢alismada klindamisin’e karst % 71.4
oraninda diren¢ saptanmistir (Huang ve ark., 2009). Belirtilen verilere gore
klindamisine karsi gelisen direngte artis s6z konusundur, ¢alismamizda benzer olarak
klindamisine kars1 diren¢ gelisimi saptanmistir. 2007 yilinda Cin’de yapilan bir
caligmada klindamisin’e karst % 71.4 oraninda direng saptanmistir ¢alismamizda

benzer sekilde klindamisine kars1 direng tespit edilmistir (Huang ve ark., 2009).

Calismamizla benzer sekilde et 6rnekleriyle yapilan ¢alismalardan Bouttier ve
ark. (2010) ¢ig sigir etlerinde tespit edilen etkenin vankomisin, metronidazole karsi
duyarli oldugunu bildirmislerdir. Ancak ¢alismamizda ek olarak klindamisine karst %

20 oraninda direng gelismistir.

Harvey ve ark. (2011b) calismamiza benzer olarak Teksas’ta yaptiklari
calismada et Uiriinlerinden izole edilen pozitif izolatlarda klindamisine kars1 direng tespit

ederken, metronidazol ve vankomisine kars1 % 100 duyarlilik saptamislardir.

Rodriguez ve ark. (2014) Bel¢ika’ da yaptiklar1 ¢alismada sigir ve domuz
etlerinden tespit edilen pozitif izolatlarin % 50’sinde antibiyotik duyarliligi tespit
etmisler ¢alisma sonucunda klindamisine kars1 orta siddetli bir direng tespit edilirken,

tiim izolatlarin metranidazol ve vankomisine kars1 duyarli oldugu bildirilmistir.

Rahimi ve ark. (2014) farkl tiirlere ait et orneklerinden tespit edilen C.
difficile izolatlar1 iizerinde yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik testinde etkenin klindamisine
kars1 direncinin yiliksek oldugunu ve tiim izolatlarin, metronidazol, vankomisine duyarli

oldugunu bildirmislerdir.

Kauassi ve ark. (2014) yaptiklar1 calismada pismis etlerden tespit edilen pozitif

orneklerin bazi antibiyotiklere karsi duyarliliklart incelenmis calisma sonucunda
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metronidazol ve vankomisine karst % 100 oraninda bir direng gelisirken, klindamisine

kars1 % 12.25 oraninda bir direnglilik durumu saptanmistir.

Varshney ve ark. (2014) Pensilvanya’da C. difficile’nin insan diski
orneklerinde ve perakande olarak satisa sunulan etlerde antibiyotik direnglilik profilini
incelemisler, et orneklerinden tespit edilen izolatlarin klindamisin, vankomisin ve

metronidazole kars1 insan izolatlarindan daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizla benzer sekilde antibiyotik duyarliligmmin incelendigi ancak
numunelerin hayvansal kaynakli fekal 6rneklerden olustugu calismalardan Pelaez ve
ark. (2002)’nin Ispanya’ da yaptiklar1 bir ¢alismada domuzlara ait pozitif izolatlarin
metronidazole ve vankomisine karst duyarli oldugunu bildirmislerdir, arastirmacilarin
verilerine ilaveten bizim ¢alismamizda klindamisine karsi direng tespit edilmistir (%
20). Yine ayni sekilde Jobstl ve ark. (2008) yaptiklari ¢alismada klindamisin’e karsi
diren¢ saptamiglardir. Klindamisine kars1 gittikce artan bu direnglilik diizeyinin dogru
ve bilingli diizeyde antibiyotik kullanilmamasina bagli gelismis olmasi ana nedenler

arasinda diisiiniilebilir.

Jhung ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismada insan ve hayvan izolatlarindan tespit
ettikleri toksinotip V’lerin klindamisine karsi insan izolatlarinda % 88 oraninda, domuz
izolatlarinda % 100 oraninda orta diizey direng gelisirken buzagi izolatlarinda % 88

oraninda duyarlilik bildirmislerdir.

Thean ve ark. (2011) Avustralya’da yaptiklari ¢alismada atlara ait fekal
orneklerde tespit ettikleri pozitif tiim izolatlarda yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik testleri

sonucunda etkenin metranidazol ve vankomisine duyarli olduginu bildirmislerdir.

Zidaric ve ark. (2012) buzag ciftiklerinde yaptiklari calismada fekal
orneklerde belirledikleri pozitif izolatlarin antibiyotik testleri sonucu etkenin

metronidazole duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Doosti ve Farsani (2014) Iran’da buzagilarin diskilarindan tespit edilen pozitif
izolatlarin klindamisine karsi % 100 direng, vankomisine karst % 20 duyarhlik

gelistirdigini saptamiglardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, Samsun ilinde bulunan kasap ve marketlerden rastgele toplanan
sigir orjinli modifiye atmosfer paketli 50 kusbasi ve 50 kiyma 6rnegi analiz edilmistir.
50 s1gir kiyma Orneginin 2’sinde (% 4), 50 sigir kusbast 6rneginin 1’inde (% 2), C.
difficile etkeni saptanmistir. Multipleks PCR ile yapilan molekiiler degerlendirmede ise,
konvansiyonel yontemle belirlenen toplam 5 izolat PCR ile tpi geni iizerinden C.
difficile olarak dogrulanmistir. C. difficile izolatlarinin toksijenik 6zellikleri
degerlendirildiginde 5 izolatin 3 tanesi toksijenik karakterde olup 2’sinde C. difficile tip
B (tdcB), 1’inde ise C. difficile tip A (tdcA) toksin geni tespit edilmistir. Fenotipik
antibiyotik direng¢ profilinin analizinde klindamisine kars1 yalnizca C. difficile tip A
(tdcA) toksin genini igeren izolat direngli bulunurken, tiim izolatlar metronidazol ve

klindamisine kars1 duyarli bulunmustur.

Calismamizda etkenin Ozellikle kiyma 6rneklerindeki prevalansinin kugbasi
orneklerine kiyasla iki kati bir oranda daha yiiksek bulunusu, kiymanin mekanik olarak
daha kiigiik pargalara ayrilmasia bagli etkenin bulanabilecegi yiizeyin artmasi olarak
diisiiniilebilir. Ayrica {irlinlerin yapim asamasinda kusbasi etlerinin karkas parcalama
isleminden sonra kiiciik pargalara ayrilarak sadece kesim islemine tabi tutulmasi bunun
yaninda kiyma etlerinin karkas parcalama ve bicakla belli biiyiikliikte parcalara kesim
isleminden sonra ayrica kiyma makinesinden gegirerek ekstra bir isleme tabi tutulmasi
dolayisyla proses uzadigindan hijyen kaynakli bulagsmanin artmasi s6z konusu
olabilmektedir. Ayrica yine kiyma makinesinin detayli temizliginin yeterli yapilmamasi
yada capraz kontaminasyon riskleri bulagmay arttirmada etkili faktorler olabilmektedir.
Uriinlerin  paketlenmesi sirasinda iiriinlerde kullanilan ambalaj metaryellerinin
muhafaza sartlan (tabaklarin i¢ yiizeyleri agikta olmamali, kan emici ped kullaniliyorsa
kapali bir kapta muhafaza edilmeli) ve hijyeni de bulagsmada 6nem tagir. C. difficile
etkeni CO, bulunan ortamda daha fazla ireme gosterdiginden MAP teknolojisinde
paket icerisindeki gaz oraninin ayarlanmasinin diger Onemli bir nokta oldugu
diistintilebilir. Bunu Onlemek adina belirli periyotlarda gaz Olglimleri yapilarak
makinenin paketlerde dogru gaz karigim oranim ayarlayip ayarlamadigr kontrol altinda
tutulabilir. Yine kiyma makinesinde oldugu gibi MAP makinesininde hijyeni bulagmada

etkili faktorler oldugundan belirli periyotlarla temizlik-dezenfeksiyonu yapilmalidir.



Bunlardan yola ¢ikilarak iretim hattt boyunca gerekli hijyen ve
dezenfeksiyonun saglanmali, ¢apraz kontaminasyonlarin Oniline gecilmeli, 1ilgili
personellere konu hakkinda egitimler diizenlenerek bilinglendirilmeli ve bdylelikle

personel kaynakli bulagmalarin 6niine gegilmelidir.

Bunlara ek olarak c¢alismamizda elde ettigimiz C. difficile izolatlarinin bazi
antibiyotiklere kars1t diren¢ gelistirdigi goriilmistiir. Buna bagli olarak antibiyotik
direngliliklerin Oniine gecilmesi adina veteriner hekimlerin antibiyotik kullanimi
konusunda bilinglendirilmesi, halk sagliginin korunmasi amaciyla gida iiretiminde
hayvanlarda profilaktik ve biiyiitme faktorii olarak antibiyotik kullanimina iliskin AB
direktifleri ile uyumlu mevcut diizenlemelere bagli kalinmasi ve resmi otorite tarafindan
ulusal kalintt izleme programinin etkin olarak yiiriitilmesi, gida gilivenliginin
saglanmast ve isletmelerde HACCP kosullarinin gergeklestirilmesi biiyiikk 6nem

tasimaktadir.

Bu calismada tespit edilen veriler bolgesel veriler icermekle beraber C.
difficile nin gidalarda bulunurluguna ve gidalardan elde edilen pozitif izolatlarda
antibiyotik direngliligin saptanmasina yonelik ¢aligmalarin son yillarda yeni hiz
kazanmaya baslamasi nedeniyle bir veri niteligi tasimaktadr. Ulkemizde konuyla ilgili
calisma bulunmamakla beraber bundan sonraki calismalar etkenin diger hayvansal
tirlerde prevalansimi ve farkli antibiyotiklere karsi da direncini belirlemeye yonelik
olacagi gibi gidalarda C. difficile kaynaklarinin belirlenmesi i¢in daha hizli tekniklerin

gelistirilmesi ve bu arastirmalarin epidemiyolojik agidan da ele alinmasi 6nerilmektedir.
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