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iii

iii. ONSOZz

izolasyonu oldukga zor ve anaerob bir bakteri olan Clostridium difficile (C.difficile)’in
hayvanlardan elde edilmesine yonelik olduk¢a az arastirma gergeklestirilmistir (Berry
ve Levett, 1986). Ayrintili galismalar; deve, 6klz, esek, at, tay, kedi, képek, pili¢
gaitalarindan, Antarktik foku, neonatal tavsan, domuz ve geyiklerin gastrointestinal
sistemlerinden izole edilmesi Uzerine yapilmistir (Green, 1974; Princewelt ve Agba,
1982; Borriello ve ark., 1983; Levett, 1986; Riley ve ark., 1991b; Perrin ve ark.,
1993).

C.difficile’in tay, hamster ve kobaylar hari¢ diger hayvan turlerindeki patojenik
fonksiyonu tam olarak saptanamamigtir (Borriello ve Barclay., 1985; Berry ve Levett,
1986; Mitchell ve ark., 1987; Weber ve ark.,, 1989). Ev hayvanlarinda C.difficile
tasiyiciigit hakkinda fazla aragtirma oimadigindan, hayvanlardaki hastalik
potansiyeli ve organizmanin hayvandan insana gegisi tam olarak bilinmemektedir
(Bartlett, 1990).

Bu calismanin amaci, evcil hayvan (kedi ve kdpek) gaitalarindan C.difficile’i
izole etmek ve gaitada toksin-A varliini saptamaktir. Galisma tlkemizde hayvanlar
Gzerinde yapilan ilk aragtirma olmasindan dolay: 6zellik tagimaktadir.



1. GIRiS

C.difficile, saglikh, yetigkin insan ve hayvanlarda kolon mikroflorasinda yer
alan bir bakteridir (Wilson, 1993). Mikroorganizma, yerlegsik flora
kazanilmadan ©énce, yeni doganlarda, gnotobiyotik hayvanlarda ve
antibiyotik tedavisi gérmls hayvan ve insanlarda sayisini artirip kolon
mikroflorasini kontrolt altina alabilmektedir (Borriello ve ark., 1983; Corthier
ve ark., 1985; Weber ve ark., 1989).

C.difficile’in rezervuari olarak pek ¢ok kaynak gdsterilmektedir
(Pothoulakis ve ark., 1993). Ancak, insanlarda infeksiyon kaynaginin
endojen (tasiyicilik) veya eksojen (gevresel kontaminasyon) ya da her
ikisinin de olabilecegi bildiriimektedir (Lyerly ve ark, 1985). C.difficile'in ev
hayvanlari tarafindan (6zellikle kedi ve képek ) fekal tasiyiciliinin yaygin
oldugu ve ev hayvanlari aracilifiyla infeksiyonlarin olabilecedi bazi
yayinlarda bildirilmigtir (Borriello ve ark., 1983, Bartlett., 1990).

C.difficile’in evcil hayvanlarda bulunugu ve bu mikroorganizmanin
hayvanlardan insanlara bulasmasi konusundaki bilgiler oldukga sinirhdir
(Lyerly ve ark., 1988b). Borriello ve arkadaslari (1983) ev hayvanlarinin
C.difficile’nin gegici potansiyel tasiyicilari olduklarini, Riley ve arkadaglari
(1991) ise ¢alismalarinda hayvanlardaki gastrointestinal C.difficile

tasiyiciliginin antibiyotik kullanimi ile dogru orantili oldugunu bildirmiglerdir.

C.difficile 6zellikleri yeni belirlenen bir etken olmakla birlikte meydana
getirdigi hastalik ¢ok eskiden beri bilinmektedir (Pothoulakis ve LaMont,
1993). Johns Hopkins hastanesinde cerrah olan Doktor William OSLER
tarafindan 1892'de 22 yasindaki kadin hastaya, gastrik tumér rezeksiyonu



yapiimis ve ameliyat sonu diare gértlen hasta tedavi ediimeye galigiimis,
ancak hasta 15.ci giinde élmustur. Olen hastaya yapilan otopside kolonda
difterik membranlara benzer psédomembraniar géralmustir. ik defa 1893
yilinda Dr. Finney tarafindan bildirilen bu olgu C.difficile’'nin yapmis oldugu
hastalik hakkindaki ilk yayindir (Bartlett, 1994).

Yeni doganlarin normal barsak florasinin bir etkeni olan bu
mikroorganizma zor (difficult) izole edildiginden 1935 yilinda Hall ve O'Toole
tarafindan C.difficile olarak isimlendirilmigtir (Pothoulakis ve ark., 1993).
Smith ve King (1962) klinik érnekler Gzerinde C.difficile’in toksinlerini ve bu
toksinlerin birbiriyle olan iligkilerini, Hafiz ve O’eklay (1976) ise bu
mikroorganizmanin dogada olduk¢a yaygin oldugunu, ¢esitli hayvaniarin
(sigir, at, maymun ve deve) gaitalarinda bulundugu kadar toprak, kum ve
camurda da varliginin saptandigini, bir gok susunun 6zellikle letal toksin
Orettigini ve suslar arasindaki toksin Gretiminin sus varyasyonlarina gére
degistigini bildirmislerdir.

C.difficile’in sitopatik toksininin etkilerini itk kez Green tarif etmistir
(Pothoulakis ve LaMont, 1993). Larson ve Welch (1993) psédomembranéz
kolit (PMKY)'li hastalarin gaitalarindan sitopatik etkili toksinleri izole
etmiglerdir. Hafiz ve O’eklay (1976) C.difficile’i hayvanlarin gaitalarindan
izole ederek C.difficile’in letal toksini Uzerinde calismiglar ve letal toksin
Uretimi ile tUrler arasinda varyasyonlara gére kantitite farki oldugunu
bildirmiglerdir. Rifkin ve Chang C.difficile toksinlerinin, Clostridium sordelli
antitoksinleri tarafindan nétralize edildigini bildirmiglerdir (Rifkin ve ark.,
1977; Chang ve ark., 1979).

Son yapilan galigmalar, toksin-A ve toksin-B’'nin etki mekanizmalari
arasinda sistematik bir baglanti olmadigini, gastrointestinal sistemde
miktarlarinin ayni ya da yaklagik olarak egit oldugunu ve doku kuiturlerindeki
sitopatik etkilerinin ise ters oldugunu géstermigtir (Bartlett., 1994). C.difficile



antibiyotie bagl diare ve kolitlerin nedenidir (Redmond ve ark., 1985;
Bartlett, 1986). Hastalidin siddeti ile mikroorganizmanin elde edilme sikhg:
dogru orantilidir (Clabots ve ark., 1992). 1977-1981 yillari arasinda insanlar
Uzerinde yapilan c¢alismalarda antibiyotik kullanan PMKIi hastalarda
C.difficile toksin pozitifligi % 97, saglkli yeni doganlarda % 27, saglikl
yetigkinlerde ise toksin orani % O ve antibiyotik kullanan diareli hastalarda
ise C.difficile toksin pozitiflik orani % 50-75 arasinda oldugu saptanmgtir
(Pothoulakis ve LaMont 1993; Bartlett, 1992).

1.1. Genel Ozellikleri

C.difficile, Clostridium cinsinde bulunan Gram pozitif, sporlu, obligat
anaerobik bir mikroorganizmadir. Etken, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um boyutlarinda,
peritrik flagellalari ile hareketli, sporlu ve kapsulstzdir. Spor subterminal bir
lokalizasyon goésterir. Ender olarak bazi suglan terminal sporiudur. Bakteri
pH 5,0-5,5, 25°C-45°C (optimal 30°C - 37 °C) is1 derecelerinde durer.
DNA'daki G + C orani % 28'dir.

Etkenin Uretilmesi icin degisik besi yerlerinden yararlaniimaktadir.
Bakteri, taze at kanli agar veya cgukolata agar besiyerinde kolaylikla
Greyebilir. Kati ortamlarda yuvarlak, S tipinde, konveks, gri veya beyaz, 2-5
mm. ¢apinda koloniler olusturur. Kolonilerindeki at veya fil glbresi kokusu
tipiktir. Bu koku yardimi ile tanimak oldukga kolaydir. E§er agar ortama
yiksek konsantrasyonda konulursa etkenin koloni morfolojilerinde
farklilagmalar gérulebilir, bu nedenle ortamdaki agar miktan % 1.5'u
gegmemelidir. TUm susglar Vit. K4 ve Hemin igeren ortamlarda, 48 saatlik bir

inkibasyon sonunda, ultraviole (UV) isinlan altinda, donuk yesil floresans
verir. Ancak koloni morfolojilerinin tam olarak incelenebilmesi igin daha uzun
sareli inkibasyon gerekebilir. Ozellikle nemli ortamlarda yayilma tarzindaki

treme, C.tetani ve C.septicum harig, diger Clostridia tlrlerinde de gérulebilir.



Bu yayiima, iyi kurutulmus veya gliserol igeren ortamlarda énlenebilir. Agar
miktarinin arttinlmasi, yayilma tarzindaki Uremeyi engellemekle birlikte
koloni morfolojisi; hemoliz, proteoliz, antimikrobiyallere kargi olugan zon
¢apinin deg@isimi gibi degisikliklere de neden olur. Etken sivi besi yerlerinde
homojen bir bulaniklik ve dipte koyu bir tortu olusturur. Etken peritrik
flagellasi ile aktif hareket etmektedir. Ancak hareket, bu etkenin identifiye
edilmesinde énemli bir kriter degildir. Cunk( mikroorganizmanin besi yerinde
kolaylikla inaktif hale gegmesi veya flagellalarini kaybetmesi sonucu
hareketsiz de goézikebilir. Bu nedenle anaerob kuitarlerin rutin
incelenmesinde, hareket muayenesi gerekli bir islem degildir. Ayrica gogu
anaeroblar, serbest oksijen varligindan etkilenerek hareketlerini
kaybedece@inden, hareket muayenesi tercih edilmez. En uygun hareket

muayenesi, aktif Gremenin oldugu, 4-10 saatlik sivi kltarlerden yapilir.

C.difficile; glukoz, mannoz, fruktoz ve mannitolden asit olusturur.
Maltoz, laktoz, sukroz, arabinoz, rafinoz, rhamnoz ve galaktoza etki etmez.
Nisasta ve jelatini ayristirmaz. indol ve nitrat negatiftir. Laktozlu, yumurta
sanli, sut agarda lesitinaz-C ve lipaz aktiviteleri negatiftir. Sakkarolitik fakat
non-proteolitiktir. %0.5 glukoz ihtiva eden pigirilmis et ortamlarinda; asetik,
propiyonik, butirik, izo-butirik, valerik, izo-valerik, iso-kaproik asit ve
tyrosin'den para krezol meydana getirir. Ara Grin olarak p-hidroksifenil
asetik asit ortaya cikar. C.difficile isokaproik ve valerik asit olusturabilen
ender Clostridium tUrlerinden biridir. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak
C.difficile gaz kromotografi ile kolaylikla identifiye edilebilir. C.difficile’in
olusturdugu hemolizinler tim hayvan eritrositlerine ayni aktiviteyi
gbstermezler. Hemoliz; anaerobiozisin derecesi (oksijen labil hemolizinler),
sicak-soguk hemolizin etkisi, eritrosit kaynagi, toksin aktivitatérierinin (Florid
iyonlari) varligi veya yoklugu, agar konsantrasyonlari (hemolizinin diffize
olmasini etkiler) gibi faktérlerle iligkili olmakla birlikte, bazi suslar alfa
hemoliz yapar (Cato ve ark., 1986).



1.2. Epidemiyoloji

C.difficile infeksiyonun kaynagi konusunda degisik agiklamalar yapilmakta,
hastaligin endojen velveya eksojen (evcil hayvanlar, g¢evresel
kontaminasyon) kaynakl olabilecegi bildiriimektedir (Kim ve ark.,, 1981,
Borriello ve ark., 1983; Pothoulakis ve LaMont, 1993; Schuller ve ark,
1995). Degisik hayvan tarleri C.difficile’'nin rezervuarlari arasinda
gOsterilmekte, kdpek ve kedi gibi ev hayvanlari bu agidan 6én sirada yer
almaktadir (Borriello ve ark., 1983; Levett, 1986; Weber ve ark.,, 1989;
Bartlett, 1994).

Bu mikroorganizma antibiyotik tedavisi géren hayvanlardan ve dogal
cansiz ortamlardan sik¢a elde edilmesine ragmen, énemli serotipleri memeli
hayvanlar diginda izole edilememistir. Ancak etken az da olsa dogal ¢evreye
yayllmistir ve toprakta c¢ogalma &zelligine sahiptir (Bartlett , 1994).
Mikroorganizmanin bir diger majér orijini hastane ortamidir. Organizma
siklikla hastane zeminlerinden, yataklardan ve bu organizma ile bulagik
hastalarin kullandiklari banyolardan, tuvaletlerden, yataklardan, ¢arsaflardan
da izole edilmigtir. Organizma bayuk olasilikla el kontaminasyonu yolu ile
yayllmaktadir (Bennett ve ark., 1989; Clabots ve ark., 1992; Brazier, 1993;
Bowen ve ark., 1995).

C.difficile’'in dogadaki dagilimini incelemek igin 6zellikle topraktan,
deniz suyundan ve hayvansal atiklardan galismalar yapiimistir. C.difficile sik
olmamakla beraber saglikli hayvanlarin (kedi, deve, at, esek, hamster, yilan,
pili¢, su kuslari ve domuz) gastrointestinal sisteminden izole edilmigtir.
C.difficile’'nin ev hayvanlari tarafindan (6zellikle kedi ve kopek) fekal
tasiyicihginin  yaygin oldugu ve ev hayvanlarn vasitasiyla infeksiyon

olabilecegi bildiriimigtir (Green, 1974; Borriello ve ark., 1983; Lyerly ve ark.,



1988b; Weber ve ark., 1989; Riley ve ark., 1991a; Perrin ve ark., 1993; Beier
, 1994).

C.difficile, yerlegik flora olusmadan 6énce, yeni doganlarda, gnotobiyotik
hayvaniarda ve antibiyotik tedavisi gérmus hayvan ve insanlarda yerlegik
barsak florasinda populasyonunu artirip kolon mikroflorasini  kendi
kontroline alabilmektedir. Hayvanlarin pek ¢odunun gastrointestinal
sisteminden C.difficile izole edilebilir. Toksinleri ile hastallk yapan
C.difficile’'nin hamster ve kobaylar hari¢ hayvanlarda patojenik rolt tam
olarak saptanamamigtir (Onderdonk ve ark., 1980; Bartlett, 1990; Ciabots
ve ark., 1992; Whittier ve ark., 1993).

C.difficile infeksiyonlarinin kontroli ve 6nlenmesi laboratuvarlarda
izole ve identifiye edilen suslarin tiplendiriimesi ile mUmkindur. Capraz
infeksiyonlarda artan sporadik olgulari izolatlar olmadan ayirt etmek mtmkun
degildir (Brazier, 1995).

Ancak bu yaklagimlarin hig biri epidemilerin kontrolinde tam bir basari
saglamamaktadir. Gunkl asemptomatik tasiyicilar salgin bélgelerinde
oldukga fazla bir populasyon olugtururlar. Bu durumu degerlendirmek igin
toksin &lgimlerinden ¢ok, gaita kultarlerinin yapilmasinda yarar vardir.
Cunku kaitdr ayni zamanda epidemiyolojik arasgtirmalar igin daha fazla sus
tiplemesine de yol agar. Bir ¢ok tiplendirme metodu (Cizelge 1) olmasina
kargilik gaita 6rneklerinden C.difficile kultGrinGn ¢ok zor olmasi tipleme
calismalarini zorlagtirmaktadir (Brazier, 1995).

Epidemiyolojik arastirmalarda, ¢ok ¢esitli tiplendirme yéntemlerinden
yararlaniimaktadir. Bu yOntemler; Elekiroforetik protein profilleri (SDS-
PAGE), serotiplendirme, pyrolysis-moss spektrometre (PYMS) ve DNA
genomu caligmalari lokal seviyelerde belirtilen salginlarin taranmasina
olanak tanimistir. Bu metodiarin bir gogu sadece referans merkezlerinde



yapilmaktadir. Bununla beraber rutin teghis laboratuvarlarinda basit
antibiyogramlardan yararlaniimaktadir (Delme ve ark., 1985; Tabagachali,
1990; Boondeekhun ve ark., 1993; Magee ve ark., 1993; Brazier ve ark,
1994, Costas ve ark., 1994a). Tiplendirme yoéntemleri dinyada bir kag
merkezde uygulanmaktadir. C.difficile igin ortak bir tipleme yéntemi
olmadigindan her galisma grubunun kendine has bir yéntem ve isimlendirme

semas! vardir (Brazier ve ark., 1994). Epidemiyolojide kullanilan yéntemler;

Antibiyotik duyarlilik testleri, C.difficile suglari arasindaki farklilikliar
gbsterir. Epidemiyolojik ¢alismalarda sinirli degerdedir (Dzink ve Bartlett,
1280; Wust ve ark.,1982; Tabaqchali ve ark.,, 1984; Tabaqchali, 1990;
Brazier, 1993).

flIk olarak Sell ve arkadaglari (1983) tarafindan gelistirilen ve
epidemiyolojik arastirmalarda basariyla uygulanmakta olan Bakteriyofaj ve

Gizelge 1: C.difficile’ nin tiplendirmesinde kullanilan yétemlerx,

Tiplendirme metodu tip sayisi Epithets
SDS-PAGE 9 A B C D E W XY, Z
Radio-PAGE 8 A B C D EF G H
REA 13 veya24 |A-H, J-N,P-Z VEYA A-H J-N,P
RFLP 8-10 -V
Serotiplendirme 6 veya 11 A-LK. X VEYA |-VI
Bakteriyosin tiplendirme 31 A-T
Faj tiplendirme 5veya 9 1-2,6-10 VEYA 1-5
Immunoblotting 7 veya 17 1-7, 9-18 VEYA a-g
Plasmid tiplendirme 20 1A-G, 2A-|, 3A, 4A-C
PCR ribotiplendirme 14 D-R

*Brazier, (1993).

RFLP;Restriction fragment length polymorphism

SDS-PAGE; Sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electorophoresis.
REA; Restriction Enzym Assay



bakteriyosin duyarlilik testleri ile C.difficile’ nin 40 farkli tipi oldugu
gbsterilmigtir (Bernabeu ve ark., 1991).

C.difficile’nin yuzey ve hicre proteinlerinin degisik preparasyonlari
SDS-PAGE ydntemi ile farklh eletroforetik protein profillerine bagh
epidemiyolojik markirlar olarak kullanilmigtir. SDS-PAGE analizi, basit bir
yéntem olup bir gok laboratuvarda C.difficile suglarinin ayirt edilmesinde
uygulanmaktadir (Tabaqachali ve ark., 1986; Tabagachali ve ark., 1987;
Costas ve ark., 1994a; Costas ve ark., 1994b).

Immunoblotting ve Immunoelektroforesis yéntemierinden C.difficile’nin
immunolojik 6zelliklerinden yararlaniimaktadir. Bu ydntemler bakteriyi
identifiye etmede yararl olmaktadirlar. Serogruplandirma yéntemleri, tavsan
anti serumlarinin kullaniimasi ile yapilan agittinasyon testleridir. Delmee ve
arkadaglar (1985) 6 absorbe antiseruma dayali olarak hizh bir aglitinasyon
metodu geligtirmiglerdir. Bazi serogruplar homojendir, fakat digerleri 6zellikle
sero grup A heterojendir ve en az 12 farkl elektoroforetik modeldeki suslari
icermektedir. Ay, As, C, F, G, H ve K suslari patojen serotiplerdir.
Serotipleme, epidemiyolojik ¢aligmalarda yaygin olarak uygulanmaktadir.
Standart ayiraglarin olmayisi nedeniyle laboratuvarlarin immuanolojik
sonuglarint, farkh anti serumlar kullanarak karsilastirmak zordur (Brazier ve
ark., 1994).

Epidemiyolojide genetik yontemlerden de yararlaniimaktadir. Plazmid
analizlerini ilk uygulayanlar Wust ve arkadaglar (1982) olmustur. Kuijper ve
arkadaglari (1987) ile Wilson ve arkadaglan (1988) ribozomal RNA
proplarini uygulamaya gegirmiglerdir Plazmid analiz ydntemi spesifik plazmid
modellerini barindiran suglar izlemede yararli olabilir. Fakat uygulama alani
sinirhdir. Ganka C.difficile suglarinin sadece % 30-60't plazmid tasimaktadir.
Ayrica Restriction endonuclease finger printing yontemide kullaniimaktadir.



Yontem yararli ve tanimlayici olmasina karsilik, test hem komplike ve hem
de zaman alicidir (Clabots ve ark., 1993; Cartwright ve ark., 1995; Collier ve
ark., 1996).

Molekuler yéntemlerde spesifik DNA proplar, 6rnegin spesifik
proteinier, toksinler ve antibiyotik direng gen proplari epidemiyolojik
markiriar olarak kullanilmaktadir. **S methionine ile isaretlenmis SDS-PAGE
yéntemi ile 9 ayri tipte sus gézlenmistir. Bunlar;A, B, C, D, E, W, X, Y ve
Z'dir. Son zamanlarda susg spesifik protein bantlar farkli 6 ek tip daha
identifiye edilmistir (Muldrow ve ark., 1982; Tabaqchali ve ark., 1984; Delme
ve ark., 1986; Tabaqchali ve ark., 1986; Tabaqchali ve ark., 1987; Gurtler,
1993; Martirosain ve ark., 1995). Bacterial restriction endonuclease analysis
(BRENDA) yontemi, gesitli tiplerin suglari arasinda gérilen ayirnimlar ortaya
koymaktadir (Wren ve Tabaqchali, 1987). C.difficile tipleri ile yapilan
cahigmalar, tip-A, tip-F ve tip- Y'nin toksin Gretmedigini, tip-E ve tip-W'nin
hayli yUksek titrelerde toksin Grettigini, tip-X'in ise degisken oldugunu, tip-G
ve tip-H'in ise nosokomiyal infeksiyonlara neden oldugunu gdstermistir.
C.difficile toksin-A’'nin sadece hamster hiicrelerinde toksijenik etki
géstermesine karsilik tavsan eritrositierini aglitine etmesi karekteristik
ézelliklerindendir (Bartlet, 1986; Wren ve ark., 1987; Rolfe ve Song, 1993;
Tabaqchali, 1990).

Su anda her bir tipleme metodunda ¢ok fazla tip ve tanimlayic
6zellikler, C. dificile identifikasyonu igin kullaniimakta ve tipleme galigmalar
halen bir gok merkezde birbirinden bagimsiz ve habersiz olarak devam
etmektedir. Cesitli tipler arasindaki benzerlik hakkinda ¢ok az bilgi vardir.
Yapilan aragtirmalar, ayni tipleme metodlarindan yararlanan farkli merkezler
tarafindan kullanilan isimlendirmelerde benzerlik olmadigini gdstermektedir.
Epidemiyolojik galigmalarda saptanan bir ¢ok bakteriyel patojen,
infeksiyonun yayllmasini izlemede 6nemli rol oynamistir. Aslinda dinya

¢apinda adlandirma ve tiplendirme metodlari Uzerinde standart bir
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konsensusa ulasiimistir. Ornedin; Salmonella tiplemesi, flagellar H
antijenlerine ve somatik O aglutinasyonuna dayanir. Staphylococcus aureus
tiplemesi, bakteriyofaj gruplarinin (universal) litik reaksiyonlari temeline
dayanir. Ancak yeni bir patojen olan C.difficile suglarinin tanimlanmasinda ve
en iyi sekilde tiplendiriimesinde g¢esitli Ulkelerdeki aragtirmacilarin herbiri
farkli tipleme yoéntemleri gelisgtirmistir. Cesitli Glkelerde bu amag igin belli
merkezler kurulmustur (Brazier ve ark., 1994). |

Caligmaya katilan her merkez kendi sahip oldugu metodu kullanarak
[(radio- polymorphism (RFLP), genomik DNA analizleri, modifiye PCR ve
pyrolysis mass spectrometry (PYMS) yontemleri ile)] diger gruplar tarafindan
tanimlanmig olan referans kdékenleri tiplendirmeye devam etmektedirfer.
izole edilen C. difficile suslar Ulke orijini, major metod tipi, sub tip ve
toksijenik olup olmamasi gibi parametrelerden  yararlanilarak
tiplendiriimektedir. Bu parametrelerden; Ulke orijini, izolatin kaynadinin o
Ulkede oldugunu tarifler (Orn: UK, AUS, BELG, USA). Major tip;
tiplendirmede kullanilan y6ntemi ifade eder; tiplendirilen sus kullanilan
metod ve arabik rakamlarla listelenir. Serotip |, radio-PAGE tip2 gibi. Sub tip;
Ayni major tip koékenleri arasindaki farkhligi gdsterir. Roma rakamiyla
listelenir |, Il, 1ll. Toksijenik olup olmamasi; toksin A (enterotoksin) ve toksin
B uretme yetenegini gdsterir. Sitotoksin (+) veya (-), (A) veya (B) ya da
bilinmiyorsa (?) ile isaretlenir. Ornegin; UK/ Radio PAGE Tip I/ subtip/ N/A"
B*, BELG serotip 3/ subtip Il/ AB*, USA/western blot tip 4/subtip I/ AB*, veya
(AUS/REA-HInd tip 2/subtipV/ A'B’) (Brazier, 1995).

1.3. Virulens Faktoérleri

C.difficile'nin en 6nemli virulens faktorleri toksinleridir. C.difficile'nin iki tane

ekzotoksini vardir. Doku kultirinde her ikisi de sitotoksik etki yapar.
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Caligmalar genellikle toksin-B Uzerinde yodunlagmigtir. Toksin-B, sitopatik
etkili olup standart hicre kulturlerinde htcrenin sitopatik degisikliklerinden
sorumludur. Toksin-A zayif sitopatik etkili olup, tavsanlarda ileus
kiviimlarinda (ileus luplarinda) sivi toplanmasina ve hamsterlerde mide
sekresyonunu artirarak diarelere neden olmaktadir (Pothoulakis ve LaMont,
1993; Pothoulakis ve ark., 1993). Toksin-B tavsanlarin ve hamsterlerin ince
barsaklarinda ve kolonlarinda herhangi bir intestinal lezyon olugturmaz.
Dogal olarak meydana gelen hastalikta toksin-B’'nin 6nemli bir biyolojik
aktivitesi bu gine kadar gdsterilemediginden tum klinik teshisler toksin-A’'ya
yoneliktir. PMK'e neden olan toksin-A ve toksin-B'nin fiziko-kimyasal ve
biyolojik aktiviteleri tam ve detayli olarak gizelge 2'de g&sterilmigtir . Toksin-
A geni 2710 aminoasidin kodladigi 400.000-600.000 kilo dalton (kD)
agirhginda ve toksin-B, 2366 aminoasidin kodladigi 360.000-500.000 kD
agirh@indadir (Taylor ve ark., 1981; Lyerly ve ark., 1988b; Borriello ve ark.,
1990; Pothoulakis ve La Mont, 1993).

Her iki toksinin hayvanlara intra peritonel verildiginde letal etkili oldugu
géralmusttr. Bu toksinier 37°C’de aktif olduklari haide 56°C’de inaktive
olurlar. Her iki toksin inaktif peptitlere sahip olan gok sayida enzim (proteaz,
tripsin, kemotripsin, papain, proteinaz-K, S.aureus V-8 proteaz) igerir. Bu
enzimler normalde sindirim sisteminin inaktif enzimleri olup C.difficile
toksinleri ile aktif hale gegerler. Her iki toksin ayni zamanda oksidasyondan
da sorumludurlar. N-bromosuccinimide, H.0, KO, ve bagli O;'de oldugu gibi
oksidasyon yapan ajaniarin etkisi ile antijenik yapilan degisir ve sitotoksik
aktiviteleri azalir. Dithiothreitol gibi rediktan ajanlar bu oksidanlarin
inaktivasyonunu minimal dazeye dusurGr. Toksinler ytksek miktarda
hidrofobik amino asitlere ve dugtk miktarda sulfur igeren amino asitiere bagli
olarak bulunurlar (Lyerly ve ark., 1988b).Immunolojik arastirmalar, Toksin-A
aktivitesinin toksin-B antiserumu, toksin-B'nin sitotoksik aktivitesinin ise

toksin-A antiserumunca nétralize edilemedigini géstermistir. Enzyme
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Immuno Assay (EIA) ile her iki toksin arasinda kros reaksiyon olmadig

géralmagtur (Lyerly ve ark., 1988b).

Gizelge 2:C.difficile toksinlerinin genel 6zellikleri*.

OZELLIK TOKSIN-A TOKSIN-B
MOLEKUL AGIRLIGI 400,000 - 600.000 kD. 360.000 - 500.000 kD.
INTESTINAL SIVI SEKRESYONU,

HUCRELERE INFLAMASYON, HiC BIRI
ETKISI GEGIRGENLIK ARTISI, MUKOZA
NEKROZU, VILLUS HARABIYETI
HUCRESEL NOTROFILLERDE KEMOTAKSIS,
ETKILER HUCRE ¢l Ca VE SITOKIN SITOKIN SALINIMI
SALINIMI
ENTEROSITTE
RESEPTORLER ENTEROSIT VE DIGER BULUNMAZ. DIGER
HUCRELERDE BULUNUR HUCRELERDE BULUNUR

Cesitli  yontemlerle toksin-A'nin  hemaglitinasyon ve sitotoksin
aktiviteleri  incelendiginde;  saf toksin-A'nin  sitotoksin  zengin-
hemaglitinasyon zengin ve sitotoksin zengin-hemaglitinasyon fakir sub
Unitler icerdigi géralmustar (Rhin, 1984; Pothoulakis ve ark., 1986). Toksin-
A'nin daha etkin oldugu bildirilmektedir (Mitchell ve ark., 1986;). PMK
olugumunda Toksin-A ve toksin-B sinerjistik etkilidirler (Larson ve ark., 1977,
Lyerly ve ark.,1985; Levett, 1986; Borriello ve ark., 1987, Just ve ark.,1995).

Toksin-B'nin sitotoksik etkisi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma olmasina karsilik
toksin-A ile ilgili ¢galismalar sinirlidir. Toksin-A'y1 kodlayan en buylk gen
kisminin 14,3 kD, en klUgik gen kisminin 0,3 kD oldugu, klonlanmis
aranlerden higbirisinin toksisite ve enterotoksisitesinin olmadigi ancak
tavsan eritrositlerini hemaglitine edebilecegi bildirilmistir (Borriello ve ark.,

1990). Bannow ve arkadaglari (1984) enterotoksik fakat hemorajik ve

= Borriello ve ark., (1990); Pothoulakis ve ark., (1993).
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stabil olmayan farkli bir C.difficile proteinini tanimladilar. O zamandan beri
bir gokarastirici benzer toksik maddeleri kendi galismalarinda bulmusiardir.
Ornedin Giuliano ve arkadaglar (1988) sodium dodedylsulphate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) yéntemi ile toksin-A dan
farkh 45.000 kD molekll agirhiginda nonhemorajik bir enterotoksin
saptamiglardir. Bu proteinin  anion-exchange  fast-protein  liquid
chromatography (FPLC) metodu ile analizi yapilarak toksin-A'dan farkl
oldugu ve toksin-B' yi kapsayan bir grup proteinie kontamine oldugu
go6sterilmistir (Lyerly ve ark., 1988b; Rhin ve ark., 1988). Daha sonraki
benzer galismalar, C.difficile’'nin majér faktdrleri olan toksin-A ve toksin-B'ye
ilaveten bir grup virulans faktéri daha oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu
faktérier; adhezyon (Borriello ve ark., 1988b), kapsul Uretimi (Dailey ve
Schloemer, 1988), hidrolitik enzim Gretimi (Steffen ve Hentges, 1981; Popoff
ve Dodin, 1985), yuksek molekual agirlikli toksin-A ve B'den farkh tavsan
bagirsaginda elektriksel potansiyel degisikligine neden olan bir protein
(Justus ve ark., 1982), bazi C.difficile suglarinda saptanan ve hicre aktinini
kovalent olarak modifiye eden Actin spesifik ADP -riboziltransferazdir
(Popof ve ark., 1988).

Adhezyon, gogu patojen etkenler i¢in konak hulcrelerde blylk bir
virulans faktéradar. Barsak mukozasina baglanabilme yetenegi ile invivo
toksin Uretimi arasinda intrensik farkliliklar vardir. Fimbrialarin hicrelere
baglanma kabiliyeti agik degildir. Fimbria ile toksin Gretimi ve hastalik
olusturma arasinda bir korelasyon varhg: gésterilememistir (Borriello ve ark.,
1988Db).

Kapsul, énemli bir virulans faktérudar. Son ¢alismalar C.difficile’nin
fagositozu igin opsonizasyonun énemli oldugunu géstermistir (Opsonizasyon
ile olan iligki bakterinin ylzeyinde bulunan antifagositik bir faktére baghdir).
Hucre ylzey karbonhidratlarinin uzaklagtinimasinin fagositoza etkisi yoktur.

Bu sonuglar kapsulin antifagositik faktér olabilecegini dugundirmektedir. Bu
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agidan PMK'de gérilen iri polimorf nukleer hlcre infiltrasyonunun C.difficile
Gzerine olan etkisinin az olusu ilgingtir. Bu polimorf niklear hucrelerin

fonksiyonlarindan biri toksinin yikimi olabilir (Dailey ve Schloemer, 1988).

C.difficile'nin Urettigi hidrolitik enzimier hakkinda az sayida galisma
vardir. Hafiz ve O’akley (1976) c¢alistiklart C.difficile suglarini (21 izolat)
hiyalUronidaz aktivitesi yénunde inceleyerek timinun pozitif oldugunu ve
hiyaluronidaz miktarinin ise suglara gére degistigini, Steffen ve Hentges
(1981) caligtiklar C.difficile suglarinin hiyaluronidaz, condroidin-4-sulfataz,
jelatinaz ve kollogenez pozitif, heparinaz, fibrinolizin, lesitinaz ve lipaz
negatif, Popoff ve Dodin (1985) saglkli yeni dodan bebeklerden izole
ettikleri C.difficile suslarimin néraminidaz aktivitesinin negatif oldugunu
bildirmiglerdir. Bu virulans faktérierinin C.difficile infeksiyonlarinda ne 6lglude
etkili olduklar hentz tam olarak bilinmemektedir (Pothoulakis ve LaMont,
1993).

1.4. Patogenezis

C.difficile, insan ve hayvanlarda hastalik olusturan patojen bir etkendir.
Ozellikle insanlarda kolon mukozasinda sarimsi-beyaz, 1-3 mm ¢apinda
plaklar ya da psédomembranlarin bulundugu kalin barsak enflamasyonuyla
karekterize, antibiyotige bagl PMK'in en énemli etkenidir (Borriello ve ark.,
1988b; Pothoulakis ve LaMont., 1993; Larson ve Welch, 1993). Antibiyotik
kullanimina bagli olmayan enteritlere de neden oldugu ¢esitli kaynaklarda
bildiriimektedir (Kim ve ark.,, 1981). Dusik oranlarda saglikli yetigkinlerin
gastrointestinal florasinda da bu mikroorganizmaya rastlaniimaktadir.

Ozellikle yeni doganlarin gaitalarinda yodun olarak bulunmakta ve yiksek
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dizeyde toksin-A ve B Uretmektedir (Larson ve ark., 1982; Kelly ve LaMont,
1994; Montero ve ark., 1995).

C.difficile’'nin hastalik olusturmasinda rol oynayan faktérler; kolon
lumenindeki bakteri populasyonunun kontroliinden sorumlu mekanizmalarin
bozulmasi, endojen (yerlesik flora tarafindan) veya eksojen C.difficile
kaynaginin olusturulmasi, organizmanin potansiyel olarak toksin, 6zellikle
toksin-A Uretme yetenegine sahip olmasi ve konagin yasa bagh olan
direnci, 6nemli faktérlerdir (Bartlett, 1985).

Oral olarak verilen C.difficile deney hayvanlarinda hastalk
olugturmaz. Ancak herhangi bir antibiyotik ile kombine verildiginde kolon
florasinin bozulmasi ile toksin Uretimi igin gerekli sartlar olustugundan letal
kolit olugur (Bartlett, 1990). In vitro calismalar organizmanin vejetatif
formlarinin logaritmik Greme déneminde agirt miktarda toksin-A ve toksin-B
sentezlediklerini gdstermigtir. Kolon florasini en fazla etkileyen antibiyotikler
ampisilin, klindamisin ve sefalosporinierdir. Ancak bu durum bir sUper
infeksiyon seklinde degerlendiriimemelidir. Clnku C.difficile antibiyotiklere
oldukga duyarlidir (Bartlet , 1992).

Kolon florasinin baskilanmasina bagli olarak gelisen enterik diarenin
olugmasindan sorumlu ajan olarak kolondan saptanan C.difficile ve toksin-A
Uretimi  gdsterilmektedir. Kolon florasinda etkili olan antibiyotiklerin
(amoxisillin, ampisilin, sefalosporin, klindamisin vb.) ¢ok sik kullaniimalari
sonucu o6zellikle Bacterioidesler ortamdan kaldirilarak kolondaki yerlesik
florasini bozmaktadiriar (Tvede ve Rask-Madsen, 1989). Yaklasik olarak tim
ilaglar (kanser kemoterapisinde kullanilanlarin bazilari) barsaklarda
etkinligini gosterirler. Hamsterlerde yapilan c¢alismalarda stlfonamidler
Ozellikle komplikasyon olusturan ajan olarak gosterilmistir. C.difficile’nin

vejetatif formlarinin uzun sure toksin-A ve B Uretimine neden oldudu in vitro
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caligmalarla gésterilmistir (Bartlet, 1994). Saglikit yetigkinlerin % 3’4 ve
hastalarin % 10-20’si bu organizmayi normal flora komponenti olarak
vlcutlarinda barnindinirlar.  Genis olarak dogaya yayllmig olan
mikroorganizmanin konak tarafindan nasil (endojen/eksojen), kazanildigi
tam olarak bilinmemektedir (Viscidi ve ark., 1981; Bartlett, 1990; Allen ve
ark., 1995).

Yasa bagli duyarlilik, dedigsken olup bugiine kadar agiklanamamisgtir.
Saglikh yeni doganlarda hem C.difficile ve hem de toksininin ylksek
tasiyicilik oranlarini gésteren gok sayida galigma vardir. Kolonizasyon sikhgi
oldukga degiskendir (Montero ve ark., 1995). Hastaliga neden olan suslar
genellikle yeni dogan bebeklerin barindirildiklar: Gnitelerde bulunur. Daha da
dnemlisi yeni doganlar organizmay! barindiririar ve toksinli ya da toksinsiz
bir kag kolonizasyon sirddrebilirler (Viscidi ve ark., 1981). Ancak 6-12 ayda
yerlesik floranin olugsmasi ile prevalans orani diser. Daha bulyUkler
antibiyotiklere daha sik maruz kalmalarina ragmen ¢ok seyrek olarak
hastalanirlar. Yetiskinlerin ise daha duyarli olmalarinin sebepleri henliz tam

olarak bilinmemektedir (Bacon ve ark., 1988).

insan ve hayvanlarda hastaligin geligip gelismeyecegini belirleyen
majér faktérler; C.difficile populasyonunun blyakltgine, kolonizasyon yapan
suglarin  toksijenitesine, diger mikroorganizmalarin varhgina, toksin
aktivitesine ve toksin olugsumuna olan etkilerine, konagin duyarlihidina ve
suglarin kolon epiteline adhere (yapisma ) olma ézelliklerine baghdir. Normal
kolon florasi hazir besinleri sinirlayarak C.difficile populasyonunun boyutunu
belirler. E§er C.difficile kolonda kolonize olmamissa ya da sadece g¢ok az bir
popllasyon meydana getirebiliyorsa, o zaman konak¢l hastalanmaz.
C.difficile populasyonunun boyutu kolon mikroflorasi tarafindan kontrol
edilmektedir. Hayvanlarda C.difficile’'nin mikroekolojisi hakkinda bilinenler
ayni derecede insanlar igin de gegerlidir (Wilson , 1993). insan kolon

yerlesik florasi 30 cinse ait 400-500 tur bakteriden olusur. Kolon
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mikrofiorasinin % 90'dan fazlasini anaerob mikroorganizmalar olusturur.
Yetiskinlerde kolonun ekolojik mikroflorasi; Bacterioides, Eubacterium,
Bifidobacterium, Fusobacterium, Coprococ, Peptostreptococcus,
Ruminococcus ve  Lactobacillus’lardan  olusur. Kolon florasinin
kompozisyonu bireyden bireye anlamli olarak farklidir. Kemirici florasi, gokga
tar kompozisyonu dizeyinde insanlaria esit olmamasina ragmen, anaerobik
kompleks, stabil ve genellikle (normal olarak ) C.difficile’ sizdir (Wilson |,
1993).

Memelilerde ekolojik mikroflora zamanla meydana gelir. Kolonda
gergek yerlesik mikroflora olugsuncaya kadar bir grup mikroorganizma
digerine egemen (digerini baskilar) olur. C.difficile, dogumdan sonraki ilk bir
kag ay boyunca konaga kolaylikla kolonize olur (Viscidi ve ark.,1981;
Valenzuel ve ark., 1995). Yeni dodanlar, yUksek titrelerdeki C.difficile toksini
varligina ragmen asemptomatik olarak kalirlar. Yerlesik mikrofloranin
olusmasi ile, C.difficile’nin populasyonu azalir. insanlarda oldudu gibi, geng
hayvanlar da toksiniere duyarsizdir. Detayli ¢aligmalar, hayvanlarin yerlesik
kolon florasinin tam olarak gelismesini 2 hafta iginde tamamladigini

g6stermistir (Rolfe ve laconis, 1983).

Kemirgenlerde kolon fiorasi tam olarak olustuktan sonra kolonizasyon
direnci olugur. Yerlesik olmayan mikroorganizmalar kolona ¢ok yiksek
miktarlarda verildiklerinde kolonize olamaziar. Bu fenomen Bohnhoff ve
arkadaglari ile Freter tarafindan 1950 yilinda saptanmistir (Rolfe, 1984).
C.difficile, yenidogan hayvanlarda ¢ok kolay kolonize olabilir, flora
olgunlaginca bakteri yok olur. Yerlesik flora tam olarak olusmadikga,
patojenin kendi kendine yerlesemeyecegi goérulmustir. Bununla birlikte
antibiyotik uygulamalarina bagli olarak hayvaniarda ani olarak C.difficile
kolonizasyonu olugur (Wilson, 1993).
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C.difficilenin Cr’' ile isaretlenmis vejetatif formlari ve sporlari
hamsterlere oral yolla verildiginde; sporlarinin mide asiditesinden
etkilenmedigi vejetatif formlarinin baytk gogunlugunun ise mide asiditesine
bagh olarak 6ldugl, ancak % 1’lik bir bélumGnun ince barsaklara gectigi
gérulmistar. Ince barsaklara gegen bakterinin  vejetatif formlari ve
olgunlagan sporlar sekumda ilk 1-2 saat iginde logaritmik olarak ¢ogalarak
kisa slrede safra asitlerinin etkisi ile bélgeye kolonize olurlar (Wilson ve
ark., 1985). C.difficile germ free farelerin sekumunda da kolonize olur.
Hamsterlere gb6re farelerin relativ olarak toksine direngli olduklar
gérilmagtar. Konvansiyonel farelerin veya hamsterlerin sekumundaki
C.difficile farelere inoklle edildiginde sadece toksijenik suslarin 2 hafta

icinde total olarak elimine edildikleri saptanmigtir (Wilson ve Freter, 1986).

Yerlesik floranin mutlak kontroli altinda olan C.difficile populasyonu
yerlesik flora tarafindan log.9 dizeyindeki bir kuvvetle suprese ediimektedir
(Wilson, 1993). Toksijenik olmayan C.difficile suslarinin patojen suslar
Uzerinde antagonist etkisi vardir. Yeni organizmalaria kolonizasyonu
engellemek igin, laboratuvar kosullarinda tutulan ve bir doz antibiyotik
verilen hamsterler, nontoksijenik C.difficile suslari ile kolonize olduklarinda
ve sonradan letal toksijenik suslar ile kargilagtikiarinda mortalite oranlari
belirgin bir sekilde duger. Nontoksijenik suglarin yoklugunda toksijenik suglar
ancak % 1’lik bir populasyon kurabilir. Sadece nontoksijenik suglarin kendi
kendine yerlegsmesine izin verildijinde ise, (bir slre sonra toksijenik
kdkenlerin supresyondan kagabilmelerine ragmen) supresiv etki olusturdugu
géralmastur (Borriella ve Barclay, 1985; Seal ve ark., 1987). Tvede ve Rask-
Madsen (1989) insan kolon florasindan rastgele izole edilen 10 izolat ile
insandaki C.difficile’'nin tam olarak suprese edildiini bildirmislerdir. Insan
florasindaki  mikroorganizmalarin  supressiv  Clostridialarla  uyumlu
olmalarinin gerekgesi henuz tam olarak agiklanmamigtir. Bazi bakteri
suslarinin C.difficile suglarindaki toksin seviyelerini etkiledidi bildirilmistir
(Corthier ve ark., 1985; Torres ve ark., 1992).



19

Kolonizasyon direncini ag¢iklayan ¢ok sayida teori vardir. Kolon
ekosisteminin modern anlayigi Freter ve arkadaslar (1983) tarafindan
belirtilmistir. Kolon ekosistemi devamli-akici bir kiltur olarak gérev yaparak
karigik florayi korumaktadir. Freter ve arkadaglarinin (1983) teorisine gére;
bir sistemdeki bakteriler birbirleriyle primer olarak yarigirlar. Eger bakteri
populasyonu ayni besinler igin sinirlanmiyorsa, ayni anda beraber yagarlar.
Eger bunun tersi igliyorsa, sadece biri uzun sure yasar. Bu etki sonucu her
mikroorganizmanin substrat affinitesine, ¢odalma oranina ve bakterinin
sayisal miktarina goére degismekle birlikte besinlerden yavag yavas
yararlanabilen bir mikroorganizma hicre duvarina yapisarak digerleri ile
kolonizasyonunu  devam ettirebilir. Kompleks kolon vyerlesik florasi,
ortamdaki gerekli butin besinleri azaltarak, toksik ortam yaratarak, fazla
miktarda hidrojen stilfit ve sekonder yag asitleri Greterek ve logaritmik Ureme
fazini uzatarak patojenlerin epitel hucrelerine ya da barsak mukozasina
invazyon olmaksizin kolonda bir populasyon olusturmalarina izin vermez
(Lee ve Gemmell, 1972). Ugucu yagd asitlerinin yuksek konsantrasyonlarda
varhg: ile ayni anda var olan sekal igerikteki C.difficile’nin ortadan
kaybolmasi Rolfe ve Song (1993) tarafindan saptanmistir. Ancak C.difficile’
nin kendisi de ¢ok miktarda butirat iceren ugucu yag asitlerini kopyalarcasina
Uretmesine ragmen, butirik asidin kolon florasinda patojenin yok olmasini
nasil sagladigi hentz tam olarak bilinmemektedir (Wilson, 1993).

Norotoksin Ureten bu bakterinin sivi kltrlerinin sUpernatanti domuz
veya tavsanlara verildiginde onlari éldurir (Bongaerts ve Lyerly, 1994).
Ancak her seye ragmen bu bakterinin antibiyotige bagdli kolitlerdeki énemi

uzun yillar gézden kagmistir (Bartlett, 1990).

C.difficile toksinleri ile hastalik yapan bir patojendir. Toksin-A ve B'nin
yapisi ve fonksiyonel 6zellikleri (Cizelge 2)'de gésterilmistir (Borriello ve
ark., 1990; Pothoulakis ve LaMont, 1993). Enterotoksin olan toksin-A

patojenik faktérdlr, toksin-B ise sitotoksin 6zelligindedir. Kemirgenlerin
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barsakiarinda toksin-B'ye duyarli reseptérler olmadigindan bu hayvaniar
toksin-B'ye direnglidirler. Insan barsaklarinin bu toksinlere duyarliid tam
olarak bilinmemekie birlikte her iki toksinin insan barsak hucrelerini etkiledigi

yapilan deneylerden anlasiimistir (Bongaerts ve Lyerly, 1994).

Patogenezde ilk agama toksin-A'nin duyarli oldugu (Sekil 1)
reseptérine baglanmasidir. Tavsanlarda toksin, o bagh galaktoz igeren
glikoprotein yapisindaki fircamsi reseptére baglanir (Tedesco, 1982;
Pothoulakis ve ark., 1991). Reseptér, toksin-A igin ézguldur, toksin B'yi ya
da kolera toksinini baglamaz (Eglow ve ark., 1992). Reseptoriin toksin
baglama kapasitesi ve biyolojik yaniti dogumun ilk haftalar cok zayiftir,
yasamin ilk G¢ haftasinda giderek artar ve yasamin 5-6.nci haftalarinda
erigkinlerdeki duzeye ulagir. Dasuk toksin baglama aktivitesi C.difficile ile
kolonize olmus yeni doganlarin neden hastalanmadigini agiklamaktadir
(Donta ve Myers, 1982; Freter ve ark., 1983).

Toksin-A 6zgul reseptére baglandiktan sonra hicre igine girer. 1-2
saatlik latent periyottan sonra hicre yapisinda degisiklikler baglar, aktin
flamentleri depolimerize olur, hicrelerin birlesim yerlerindeki baglar
gevseyerek transepitelyal permeabilite artar (Hect ve ark., 1988; Moore ve
ark.,, 1990). Aktin iceren flamentlerin ¢bzlUlmesi ile birlikte daha sonra
hicrelerde yuvarlaklagma ortaya gikar. Toksin-B inoklle edilen fibroblast
doku hucrelerinde de benzer yapisal degisiklikler géralur (Wedel ve ark.,
1983, Pothoulakis ve ark., 1986; More ve ark., 1990; Mahida ve ark., 1996).
Toksin-A'nin bir diger farkli &zelligi ise barsaklarda makrofaj ve mast
hiicrelerinin aktivasyonunu saglayip nétrofilleri harekete gecirerek akut

inflamatuvar bir reaksiyon baglatmasidir.
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TOKSIN-A'NIN RESEPTORE BAGLANMASI*

l

EPITEL HUCRELERINDEN (?) LEUM MUKOZASINDAKI G

MEDIYATORLERIN SALINMASI PROTEINLERI ILE ETKILESIM
'l v
MAKROFAJ, ORON VE MAST TOKSININ DOKU ICINE GIRMESI
HUCRELERININ STIMULASYONU
NOTROFILLERIN TUTULAN HUCRE YAPISINDA YIKIMLANMA

SEGMENTE GOG ETMESI

KOLIT
DIYARELERI

Sekil 1.Toksin-A enterit fizyopatolojisi.

inflamatuvar yanitin baslatiimasi oldukg¢a karigik bir suregtir, trombosit
aktivatér faktor, prostaglandin, I6kotrien B4, Iékotrien C4, histamin,
interl6kin-1, interlékin-8 ve degisik inflamatuvar mediyatérierin salinmasiyla
baslar (Pothoulakis ve ark., 1988; Triadafilopoulos ve ark., 1989; Linevski ve
ark., 1990; Miller ve ark., 1990). Toksin-A'ya bagli intestinal inflamasyonia
birlikte, nétrofiller tutulan barsak segmentine hlcum ederek mukoza
hucrelerinde yikimlara neden olur. Hucre yikimi genelde villuslarin uglarinda
daha belirgindir. Daha ylksek toksin konsantrasyonlarinda tavsan ve kobay
ileumlarinda yogun nekro-inflamatuvar ve hemorajik enterit ortaya g¢ikar
(Triadafilopoulos ve ark., 1989). Kolera toksininin neden oldugu proteinden
zengin ancak iginde hlcre bulunmayan sekresyon sivisina karsilik toksin-
A'nin neden oldugu sekresyon proteince zengin olup nétrofil, monosit ve 6lu

enterik mukoza hucrelerini igerir (Kelly ve LaMont, 1994).

*Pothoulakis ve ark.,1993
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Insanlarda gorulen C.difficile’'nin neden oldugu PMK ile hayvanlarda
deneysel olarak olusturulan PMK'in lezyonlari arasinda bazi farkhlikiar
vardir. Temel fark insanlardaki hastalikta kolonik psédomembran
odaklarindadir (Triadafilopoulos ve ark., 1989). Toksinin limen igi siviya
karigip tum bagirsagi etkilemesi beklenirken, bunun tersine tipik
psédomembranlarin kismen normal kolon mukozasi ile gevrelendigi ve
keskin kenarli sinirlarla aynldigi gértlar. CUnkG lezyonun géraldagu
bélimlerde toksin reseptérleri ya yogun olarak bulunmakta ya da bu
bélgelerde C.difficile mikrokolonilerinin daha fazla tutunmasina bagh olarak
salgiladiklari toksinler 6zellikle buralari etkilemektedir (Price ve Davies,
1977).

Ps6domembranlar tim kolonu tutabilirse de en ¢ok rektosigmoid
bélgede bulunur. Yapilan bir galismada psédomembranlarin % 77.3'GnUn
anusten 0-25 santimetre uzaklikta, % 13.6’sinin 25-60 santimetre uzaklikta.
% 9.1'nin ise 60 santimetreden daha uzakta bulundugunu gdstermistir
(Tedesco ve ark., 1978). Kolon histolojik olarak incelendiginde,
psédomembranlarin (nekrotik atiklar, mukus ve inflamatuvar htcrelerin
mukoza ylzeyine dogru akmasina bagh olarak) volkan gérGnimundeki
lezyonlardan olustugu gérulir. Psédomembranlarin altindaki tabakada
glanduler yapi bozulmustur ve oldukg¢a yogun nétrofil birikimi géze carpar.
Hastalik 6zellikle epitel dokuyu ve lamina propria’y! tutar (Mahida ve ark.,
1996). Taninin gegiktigi ciddi olgularda kolon mukozasinin tum katlar
psédomembraniar tarafindan tutulur. Perforasyon, abse formasyonu,
vaskller trombusler PMK'in cerrahi midahalelerinde veya otopsi
érneklerinde gérilebilen ge¢ komplikasyonlaridir (Bogomoletz, 1976).
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1.5. Laboratuvar Tani

C.difficile’ye bagl hastaliklarin teghisinde farkli gérusler vardir. Koch
postllatlari paralelinde, bakteriyel patojenler kulltirel metotlar ile izole
edilmelidir. C.difficile’nin patogenezis ve epidemiyolojisinin anlagiimasindan
sonra patojenin izolasyonu ile ilgili bilgiler artmigtir. Bazi arastiricilar sadeée
toksinleri ile hastalik yapan C.difficile’nin teghisinde kulturel izolasyondan
ziyade gaitadan toksinin doku kaltur( ile gésterilmesinin hizli bir teshis
ybntemi oldugunu savunmaktadirlar. Ancak toksinleri ile hastalik yapan diger
patojenlerin (Shigella spp, Vibrio spp. vb.) saptanmasinda gaitadan neden
toksin aranmadi§i sorusu ise yanitsiz kalmaktadir (Brazier, 1993).

C.difficile’nin tanisinda kullanilan tani yontemleri Cizelge-3'de gdsterilmistir.

Gizelge 3: C.difficile tanisinda kullanilan testler.

TESTIN TIPI AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
DOKU YUKSEK SENSITIVITE VE
KULTURU SPESIFITEYE SAHIPTIR [1-3 GUN SURER, PAHALIDIR.
PAHALIDIR, LABORATUVAR HAYVANI
RILT VE CERRAH! MUDAHALE GEREKTIRIR.
TOKSIJENIKVE NONTOKSIJENIK
PCR KISA SURELIDIR SUS AYIRIMI YAPILAMAZ
EIA HER IKI TOKSIN CALISILIR | IYl SPESIFITE, ORTA SENSITIVITE
DIA TEST 1 SAAT SURER YETERINCE DEGERLENDIRILMEMISTIR
COK DUYARLI VE OZGUL,
TOKSIN-A YAKLASIK 4 SAAT SURER, | HUCRE KULTURUNDEN DAHA AZ
VE TOKSIN-B OZEL CIHAZLARA DUYARLIDIR VE PAHALIDIR
ELISA GEREKSINIM YOKTUR
GCOK DUYARLI, 6ZGUL VE { SADECE TOKSIN A CALISILIR
ELFA KOLAY UYGULANIR FAZLA PAHALI DEGILDIR
DISK!I ORNEKLERI TOKSIJENIK-NONTOKSIJENIK SUSLARI
LATEKS ICIN UYGULANIR, SAPTANDIGINDAN, YALANCI (+) VE (-)
AGLUTINASYON | 3 SAATTE SONUG ALINIR | SONUCLAR VEREBILIR
PORTORLER 3-5 GUN SURER, TOKSIJENIK
ANAEROBIK IDENTIFIYE VE NONTOKSIJENIK SUSLAR
KOLTUR EDILEBILIR. SAPTANIR. PAHALIDIR.

SDS-PAGE; Sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electorophoresis.
RILT:Rapid ileal loup test.
DIA; Dot Immunobinding Assay
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1. 6. 1. Gaitadan C. difficile tani1 ydntemleri

1. lzolasyon ve identifikasyon (kultar),
2. Lateks testi,

3. Gaz-likit kromatografi,

4. Cabuk enzimatik sistemler,

5. Nukleik asit prop teknikleri,

6. Polimeraz Zincir Raeksiyonu (PCR).

1. 5. 1. 1.Gaitadan C.difficile’ nin izolasyon ve Identifikasyonu (kiiltiir)

C.difficile’ nin izolasyonunda ilk zamanlar p-krezol igeren sivi (broth) besi
yerleri kullaniimigtir. George ve arkadaglari (1979), Cefoxitin-Cycloserine
Fructoze agari (CCFA) gelistirene kadar neomisin ve sodyum azidli |,
kanamisinli ve klindamisinli segici agarlar agamali olarak kullaniimistir. Gaita
érneklerinin direkt olarak inokule edildigi CCFA'nin bilesiminde Cycloserine
(500mg/L), Cefoxitin (16 mg/L), Fructose, nétral red indikatéri ve yumurta
sarisi vardi (Brazier, 1993). 10 yildan fazla bir stre C.difficile izolasyonunda
mikemmel bir besi yeri olarak kullanilan CCFA ’'da sikloserin ve sefoksitin
konsantrasyonlarinin ¢ok yidksek olmasina bagli olarak bir ¢ok C.difficile
susunun inhibe oldugunun anlagiimasi Uzerine bu antimikrobiyal ajanlarin
konsantrasyonlarinin yari dozlarini igeren modifikasyonlari yapiimistir.
Sefoksitin yerine, mannitol, siprofloksasin, neomisin, gentamisin v.b.
antibiyotikler ile %0,2 p-cresol iceren diger modifiye segici besi yerleri
(CCFA ve yumurta sarisi ilave edilerek Cycloserine-Cefoxitine-Egg yolk
(CCEY) agar gibi ) geligtirilerek Ingiltere basta olmak (zere Avrupa'da
kullaniimigtir. (Willey ve Bartlett, 1979; Levett, 1985).Gaita 6rneklerinin alkol
ile isleme tabi tutulduktan sonra kanli agara yapilan sub kulturlerin
izolasyonda en etkin yontem oldugu saptanmistir (Bartley ve Dowell,
1991;Clabots ve ark., 1991; Aspinall ve Hutchinson, 1992).
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Barsaklarda yaygin bulunan diger Clostridialar (C.perfiringens,
C.bifermentans ve C.sordelli) lesinitaz pozitif, C.difficile lesitinaz ve lipaz
negatif oldugundan egg-yolk agar ortaminin kullaniimasi avantajdir (Brazier,
1993). p-hidroksifenilasetik asit besi yerine ilave edilerek modifiye CCFA'da
bir metabolit olan p-krezol Gretimini zenginlestirip C.difficile gaz kromotografi
ybéntemleri ile kolayca saptanir (Philips ve Rogers, 1981). C.difficile kolonileri
ultraviole (UV) 151G altinda (366 nm dalga boyunda) CCFA Uzerinde sar
fléresan verir. Ancak nétral red igeren CCFA Uzerinde diger anaerob
bakterilerin de fléresan verdikleri unutulmamalidir (Cato ve ark., 1986;

Bowman ve Riley, 1988).

Gaita 6rnekleri 1s1 (70°C'de en az 15 dakika ) ve alkol (saf alkol ile
esit miktarlarda ) ile isleme tabi tutuldugunda igindeki C.difficile’nin vejetatif
formlarinin yok olmasina karsilik sporlarinin etkilenmedigi Borriello ve
Honour (1981) tarafindan saptanmistir. Cesitli arastirma gruplari gaita
6rneklerinin 1s1 veya alkolle igleme tabi tutulduktan sonra CCFA Uzerine
yapilan sub kulturlerin C.difficile izolasyon oranlarinda artislara neden
oldugunu yayinlarinda bildirmiglerdir (Bartley ve Dowell, 1991; Hanff ve ark.,
1993; Buogo ve ark., 1995). Besi yerlerine safra tuzlari, sodyum kolat veya
saf sodyum taurokolat (%0.1 lik) katiimasi vejatatif formlari indUkleyerek
sporulasyonu artirir (Wilson ve ark., 1982). Ancak saf sodyum taurokolat gok
pahali oldugundan onun yerine daha ucuz ve hemen hemen ayni etkinlikte
sodyum deoksikolat veya kolik asidin sodyum tuzlari kullanilabilir (Mundy ve
ark., 1995).

p-hidroksifenilasetik asit koloninin kendine has tipik kokusunu (at
veya fil gaita kokusu) artirir. Lize edilmis at veya koyun kani sari zemine
kargi kolonial fléresansin tanimlanmasini kolaylastirir, yumurta sarisi
stspansiyonu lesitinaz Greten Clostridia’lar elimine etmede, kolik asidin
sodyum tuzu ise sporulasyonu artirmak igin besi yerine katiimaktadir.

Fruktoz ve nétral kirmizisi katilmaz. Cunki fruktoz fermentasyonu C.difficile
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icin ayirt edici karekteristik degildir. Nétral kirmizisi koloni fléresant ile karigir
(Brazier, 1995). C.difficile i¢in zenginlestirici kUltarlerin diagnostik dederleri
hakkinda bazi tartismalar vardir. Sitotoksinin saptanamadi§i durumlarda bile
az miktarda dahi olsa bu organizma gaitada bulunabildiginden izolasyon igin
zenginlestirme metotlarina gereksinim duyulabilir (Buchanan, 1984; O'farrel
ve ark., 1984; Riley ve ark., 1987).

ingiltere referans anaerob Unitesi, kati besi yerlerinden izole edilen
C.difficile’in izolasyonunun rutin olarak Clostridia ¢aligmasi yapilmayan
laboratuvarlarda halen bir sorun oldugunu ileri surmektedir. C.difficile
kolonileri tipik olarak, gri, opak, 24-48 saatte non-hemolitiktir. Fakat bazi
suglari alfa hemoliz yapar. Inkibasyondan 48-72 saat sonra sporulasyona
bagl olarak merkezi beyaz veya hafif gri olan ayirt edici koloniler gelisebilir.
Lesitinaz Uretmeyen C.glycalicum’un koloni morfolojisi C.difficileye benzer.
C.difficile’ nin koloni morfolojisi inkilbasyon slresine ve besi yerindeki agar
miktarina bagl olarak degistiginden organizmanin tanimlanmasinda diger
6zellikleri oldukga 6nemlidir. Degigebilen bu koloni morfolojisine ragmen
deneyimle karekteristik koloni kokusu (at veya fil gaita kokusu) ile kolaylikla
taninabilir.  C.difficile’nin sari-yesil fléresansi identifikasyonda yararli
olmasina ragmen, diger bazi Clostridialar (C.innocuum, C.novyi A,
C.cadaveris, C.scatologenes) ile Fusobacterium genus’unun bazi tlrlerinin
de benzer fléresansi yaptigi bildirilmistir. Yanhs identifikasyonlardan
kaginmak igin ayirt edici ézelliklerinden ( koloniel koku, Ultraviole altinda
366 nm dalga boyunda fléresan.ézellikler birlegtirilerek) yararlanilabilir (Cato
ve ark. 1986; Bowmann ve Riley, 1988; Brazier, 1993).

1.56.1.2. Lateks agliitinasyon testi

C.difficile gaitadan lateks aglUtinasyon testleri ile direkt olarak tespit
edilebilir. Bu testlerde esas amag toksin-A’'nin saptanmasidir. C.difficile’nin

identifikasyonunda kullanilan lateks aglUtinasyon kitleri hizli  sonug
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vermektedir. Ancak kullanilan lateks partikil aglatinasyon antikorlarinin bazi
Clostridialar (C.sordelli ve C.bifermentans gibi) tarafindan Uretilen ylGzey
karbonhidrat antijenleri (glutamate de hydrogenase ) ile g¢apraz (kros)
reaksiyon verdiginden dugslk spesifiteye ve C.difficile tasiyicilarinin
identifikasyonunda dusUk pozitif prediktiv degere sahiptir (Bowman ve ark.,
1986; Bennet ve ark., 1989; Freter ve ark., 1983; Kelly ve ark., 1992; Willis
ve ark., 1992; Brazier, 1993).

1.5.1.3. Gaz likit kromatografi

Bu anaerobik bakteriler metabolizmalar sonucu ugucu spesifik (6rnegin;
isokaproik asit, isovalerik asit veya p-krezol gibi) metabolitler olustururlar.
Gaz likid kromatografi y6ntemi ile, s6z konusu metabolitler saptanarak,
C.difficile’ nin kesin tanimlayici identifikasyonu yapilmaktadir. Basit, hizli ve
¢ok guvenilir diagnostik bir testtir (Levet, 1984; Kristjansson ve ark., 1994;
Nonhoff ve ark., 1995).

1.5.1.4. Cabuk enzimatik sistemler

Bakteriyel enzimlerin saptanmasi esasina dayanan bu sistemlerle
C.difficile’nin hizh bir sekilde identifikasyonu yapilabilir. Bu otomotize
sistemlerin, sensitivite ve spesifitelerinin ¢ok ylUksek (%96) oldugu
saptanmigtir. Bu tip ¢aligan sistemlerden biride API-20A’dir (Gresser ve ark.,
1984; Karacewski, 1985; Head ve Ratnam, 1988; Summanen ve ark., 1988;
Peiffer ve Cox, 1993; Samore ve ark., 1994a; Allen ve ark., 1995; Anderson
ve ark., 1995; Fontana ve ark., 1995; King ve Phillips, 1996).

1.5.1.5. Niikleik asit prop teknigi

identifikasyon amaciyla bir gok aragtirmada kullaniimistir (Heard ve ark.,
1986; Samore ve ark., 1994b)
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1.5.1.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu gunumiizde oldukga sinirh alanlarda
kullanilmakla birlikte oldukga az (0,5 gram) miktardaki gaitadan ¢ok dustk
sayida (5-10 adet) bulunan C.difficile’ nin tanisinda yararlanilabilecek en iyi
diagnostik yontemdir. Tum diger yontemlerden 100 kat daha duyarl
olmasina ragmen tek dezavantaji toksijenik ve non toksijenik suslari ayirt
edememesidir (Wren ve ark., 1990; Gumerlock ve ark., 1991; Gurtler, 1993,
Collier ve ark., 1996).

1.5.2. Gaitadan Toksin-A ve Toksin-B Tani Yontemleri

Gaita érneklerinde C.difficile’ nin tanisinda yardimci olan toksin-A ve B gesitli
yontemlerle saptanir. Bu yéntemler toksinlerin biyolojik (Toksin-A ve B'nin
letal etkilerini, toksin-B'nin sitotoksik ve toksin-A'nin enterotoksik
aktivitelerini) aktivitelerini arastiran testlerdir. Bu yéntemlerde spesifik toksin
antikorlari kullanilarak antijen arastirilir (Brazier, 1993). Toksin, hastaligin
varhg: ile parelellik géstermez. Saglikli yeni doganlarda yuksek oranda
toksin-A veya B bulunabilir. Bazi yetiskinlerde toksin-A barsaklarda
pseudomembranlar olmaksizinda bulunabilir. Tum bu nedenlerden &tur
C.difficile toksinin arastiriimasi klinik bulgular ile birlikte degerlendirildiginde
anlamii olur (Knobel ve ark., 1996). Toksijenik suslar genellikle her iki toksini
de sentezler. Diagnostik amaglarla sitotoksinin gésterilmesi toksijenitenin
kanitidir. Gevre sicakhiginda birakilan kultar pozitif olgularin ~%20’sinde
toksinler preteolitik olarak inaktive olur. Kltir pozitif érnekler mutlak surette
toksin Gretmezler. Ganku kaltdr yéntemleri ile nontoksijenik suslar da izole
edilir (Levett ve Philips, 1985; Wren ve ark., 1990). + 4°C’de saklanan ve
toksin pozitif gaita 6rneklerinde toksin-A 52 gun ve toksin-B 58 gin stabil
olarak kalmaktadir. + 22°C'de 5 gln saklanan o&rneklerin sitotoksin

aktivitesinde ise log.2 dlzeyinde bir azalma olmaktadir (Brazier, 1993).



29

Dondurulan gaitalar sitotoksik aktivitelerini %99 oraninda kaybettikieri igin
dondurulup ¢6zlulen gaita érneklerinde bu ydéntemlerle toksinler g¢aligiimaz
(Lyerly ve ark., 1988a). Bazi yazarlarin belirttigi gibi doku kuitlr yéntemieri
yaklasik % 100 sensitiv oldugu igin e§er yapilabiliyorsa énceliklidir (Viscidi
ve ark., 1981; Brazier, 1993; Mattia ve ark.,, 1993). Gaitadan toksin tani

yéntemleri;

1-Doku kultird,
2-Kounterimmiinoelektroforesis,
3-Lateks aglutinasyon testi,

4-Enzyme Immuno Assay.

1.5.2.1. Doku kiiltiirii

Gunimizde diski érneklerinde 10 pgrlik sitotoksin saptayabilen doku
kultarleri toksinlerin varhiginin belirlenmesinde en uygun yéntem olarak kabul
edilmektedir. Bu yéntemde, human epithelial cells (HeP2), Chinese hamster
ovary (CHO, KI) cells, human embryonic lung fibroblasts (MRC 5, WI-38)
cells, human amnion cells (FL) ve Africa green monkey kidney cells (Vero)
vb. hucreler kullaniimaktadir (Sullivan ve ark., 1982; Lyerly ve ark., 1988b).
Hucrelerdeki sitopatik etkinin spesifitesi C.sordelli antiserumu nétralizasyonu
ile gosterilir. Doku kulturleri ile toksin-B saptanmasinda nonsitopatik etki
gbralebilir. Bu etki gaitadaki viral ajanlar veya bir baska bakteri turintn
(Ornegin, C.perfiringens) toksini nedeniyle olabilir. Toksin-B taramalar
sirasinda gérulen bu nonsitopatik etki toksin-A taramalarinda buglne kadar
bildirilmemigtir. Bu nedenle toksin taramalarinda genellikle Toksin-A gahisilir
(Murray ve Weber, 1983; Manabe ve ark., 1995).

Sivi digki érnekleri santriftje edildikten sonra elde edilen stpernatant
filtrelerden gegirilerek bakteriden arindirilir. Elde edilen filtrattan bir miktar

fibroblastlarin ya da didger hiicre tarinin Uretildigi saydam htcre kulttrd
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kaplarina eklenir. 37°C'de 24-48 saat anaerob inkUbasyondan sonra, isik
mikroskopunda sitopatik (yuvarlaklagma) etki aranmir. Sonug pozitif veya
negatif olarak saptanir. Normal gaita 6&rnekleri c¢aligmaya uygun
olmadigindan rutin islemlerde en az on hatta ylz kez dille edilmig
gaitalardan nonspesifik toksisite titreleri aragtirilir (Lyerly ve ark., 1988b).
Yapilan ¢aligmalarda C.sordellii antitoksininin C.difficile toksinlerini nétralize
ettigi saptanmisgtir (Cato ve ark., 1986). Nétralizasyonun sonunda log.2 veya
log.3 arasinda degigen dederlerde sitotoksisite aktivitesi belirlenir (Lyerly ve
ark., 1988b). C.sordelli antiserumu, hucre kulttrlerinde C.difficile toksini
arastinlirken, dogrulama testi olarak kullaniimaktadir. Sitotoksin titreleri rutin
yapiilmaz, ancak tedavinin etkinligini izlemek igin yapilmaktadir (Bartlett,
1994). Doku kultiranin dezavantaji uzun sirede (2-3 gin) sonug¢ alinmasi,
pahali olmasi, her laboratuvarda uygulanamamas:i ve dogrulama igin
referans laboratuvarlarina gereksinimi olmasidir. Bu yuzden pratik bir

ybntem degildir (Manabe ve ark., 1995).

1.5.2.2. Lateks agliitinasyon testi

Basit ve g¢abuk bir sekilde C.difficile’nin Grettidi toksin-A’'nin tanisi igin1986
yilinda piyasaya sunulmustur (Brazier, 1993). Lyerly ve Wilkins (1986)
tarafindan toksin tanisinda kullanilan bu kitlerin daha sonra test reaktif
proteinlerinin, digkida bulunan glutamat dehidrogenez sentezleyen diger
anaerob bakterilerle de reaksiyon verdiginin anlasiimasi Uzerine artik
gaitadan C.difficile varli§inin saptanmasinda da kullaniimaktadir (Delmee ve
ark., 1985; Delme ve ark., 1992; Brazier, 1993). Kullanim kolayhgi ve gabuk
sonug vermesine karsilik duyarhiiginin ve 6zgulltganin yetersiz olmasindan
dolayi toksin galismalarinda rutin kullanima pek girmemistir (Dipersio ve
ark., 1991; Kelly ve ark., 1992; Riederer ve ark., 1995).
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1.5.2.3. Enzyme immunoassay (EIA)

Calisma prensibi ayni firmalari farkli gesitli (Ornegin;The primer kit, Vitek,
Difco vb.). ticari kitler vardir. EIA prensibine gére galigilan bu kitler, gtvenilir,
¢ok kisa sUrede (2-3 saat) sonu¢ vermelerine kargi test birim maliyetieri
olduk¢a yulksektir. Ancak doku kultirl yapamayan laboratuvarlar igin bu
kitler C.difficile’ ye bagh diyarelerin hizit tanisinda yardimci oimaktadir
(DeGirolami ve Hanff, 1992; Deimee ve ark., 1992; Shanholtzer ve ark.,
1992; Perrin ve ark., 1993; Forward ve ark., 1994; Manabe ve ark., 1995;
Knobel ve ark., 1996).

Gegtigimiz yillarda hizla geligen hizli immunoassay yéntemler bu gin
nerdeyse hicre Kkiltarlerinin yerini alacak diizeye gelmistir. Gunumuzde
direkt gaitadan C.difficile’ nin tanisinda kullanilan ve hizli sonug alinan
testlerden biride Enzyme Linked Fleuresans Assay (ELFA) prensibine gére
galisan Vitek Immuno Diagnostic Assay Clostridium C.difficile toksin-A (Vidas
CDA.)(BIO MERIEUX SA FRANCE)dir. Vidas CDA, gaita o6rneklerinde
C.difficile toksin-A antijenlerini arastiran ve 2.5 saat iginde sonug¢ veren bir
testtir. Hizh bir laboratuvar testi olan Vidas CDA'nin  sensitivitesi ve
spesifitesi oldukga guavenilirdir. Calismalarda kati ve sivi gaita 6rnekleri
kullanilabilir. Vidas CDA'da, saflagtinimis monoklonal veya poliklonal fare
anti C.difficile toksin-A antikorlarinin kullaniimasi ile toksin-A saptanir. Doku
kGltriG kadar duyarli olmasa da Vidas CDA, suratli bir gekilde
uygulanabilmesi, diger tekniklerden olduk¢ga daha az karmasik olmasi,
kullanim kolayhgi, duyarlihgt ve diusuk maliyeti sayesinde tercih edilen bir
laboratuvar yéntemi olmustur (Shanholtzer ve ark. 1992; Barbutt ve ark.,
1993; Knapp ve ark., 1993; Mattia ve ark., 1993; Whittier ve ark., 1993;
Riederer ve ark., 1995; Schleupner ve ark., 1995).
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1.6. Tedavi

Bir gok enterik patojen gibi C.difficile'nin neden oldugu hastalik spektrumu
asemptomatik tasiyiciliktan, hayati tehdit eden kolitise kadar degisir.
Hastallk sadece kolonda patolojik degisiklikler yapar. ince barsaklardaki

degisiklikier ancak tomografi veya otopsi ile gézlenir.

Enterit semptomlarinin slresi ve siddeti arttikga organizmada
(C.difficile toksin saptama sikhdinin artmasina paralel olarak) patolojik
degisikliklerde artar. Sik olarak gérulen bulgular; abdominal kramplar, ateg
ve Ibkositozis, yuksek protein kaybina bagli hipoalbUminemi, toksik
megakolon, sivi elektrolit dengenin bozulmasi ile birlikte ila¢ kullanim
bozukluguna bagli olarak bir kag¢ haftada ya da aylar iginde gelisen kronik
diaredir. Ekstra kolon belirtileri olagan disidir. Seyrek olarak poliartritis
olgulari da gdérulebilir. Sistemik olarak verilen toksin-A ve toksin-B deney
hayvanlarinda letal etki gésterir. Tedavi edilmeyen olgularda hastaligin
sUresi oldukga degiskendir (Bartlett, 1992). Tum C.difficile suslari; penisilin,
ampisilin, vankomisin, rifampisin, ve metranidazol'e duyarlidir. Klindamisin,
sefalosporin, tetrasiklin, kloramfenikol ve eritromisin'e duyarlilik degigken
olup aminoglikozitlere direnglidirler. C.difficile infeksiyonlari tedavisinde
metronidazol ve vankomisin tedavide esit etkinlie sahiptir. Ancak
vankomisin oral olarak verildiginde absorbe olmadigindan kalin barsaklarda
anlaml bakterisidal konsantrasyonlara ulasti§i igin metranidazole gére
tedavide daha avantajlidir (Bartlett, 1994; Schuller, 1995). Tum hastalarin
tedaviye verdikleri yanit izlenememesine ragmen vankomisin ve
metronidazol tedavisi alanlarin g¢ogunda hastalik nikseder ve
komplikasyonlarin tanisi konulabilir. Nukslerin sikhdi tedavi igin segilen
antibiyotiklerin dozuna ve tedavide kullaniima sirelerine ve bu ilaglarin
(metranidazol, vankomisin, basitrasin vb) etkilerine bagli oldugunu
dusundurmektedir (Dzink ve Bartlett, 1980; Wust ve ark.,1982; Tabaqchali
ve ark., 1984, Tabaqchali, 1990; Brazier, 1993; Bartlett, 1994).
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Epidemilerin kontrolinde portérlerin eradikasyonu belki arzu edilebilir.
Fakat vankomisin ve diger antibiyotikler ile organizmanin elimine edilemedigi
gortimektedir. CUnkU bir ¢ok ¢alisma ile hastalarin, gaitalarindaki
vankomisin duzeyleri MIC degerinden 100 kat fazla olmasina karsilik
mikroorganizmay! gaitalarinda barindirdigini gdstermistir. Antibiyotiklerin
sporlar Uzerine antibakteriyel etkisi olmadigindan mikroorganizma, konak
gevresindeki yagsamini sporulasyonla devam ettirmektedir (Fekety ve ark.,
1981; Gerding ve ark., 1986; Bartlett, 1990).
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2. GEREG VE YONTEM

Bu galigmada, Haziran 1995 ve Eylil 1996 tarihleri arasinda degisik yerlesim
birimlerinden tedavi kurumlarina (Ankara Universitesi Veteriner Fakultesi ve
6zel veteriner klinikleri) getirilen enteritisli 32 képek ve 19 kedi ile enteritissiz
52 képek ve 30 kedi, 6zel Uretim ve satis kuruluslarindan (6zel Uretim
ciftlikleri ve pet shopslar)alinan enteritisli 48 képek ve 7 kedi, enteritissiz 66
képek ve 12 kedi'den alinan toplam 198 képek ve 68 kedi gaita 6rnegi
(Cizelge-4) C.difficile izolasyonu ve C.difficile toksin-A varligi yénunden

incelenmistir.

Gizelge 4. Kopek ve kedi gaita érneklerinin alindiklar kurumlara ve
enteritis durumlarina gére dagilimi.

Ornek alinan Képek Kedi
kurum Enteritisli | Enteritissiz | Toplam | Enteritisl | Enteritissiz | Topla
i m
Tedavi kurumlan 32 52 84 19 30 49
Uretim ve satig
kurumian 48 66 114 7 12 19
Toplam 80 118 198 26 42 68

2.1. Ornek Almak igin Kullanilan Geregler

Agzi kapakh plastik gaita kaplar, gaita 6rneklerinin alinmasini takiben
laboratuvara getirmek Gzere, pamuk uglu swaplar ve plastik enjektérler ise,

diareli hayvanlardan érnek alinmasi amaciyla kullanildi.
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2.2, Anaerobik ortamin saglanmasi

Anaerobik ortamin saglanmasinda (BBL Gas Pak System ve Oxoid AN 25

Sistem) anaerobik jar sistemleri kullanildi.

2.2.1 BBL Gas Pak Sistem (BBL Microbiology Systems, Cockeysville)

Jar igerisinde anaerobik ortam (% 85 N,, % 5 H,, % 10 CO,), indikatorll
Anaerobik Gas jenaratér paketleriyle sadlandi. Uretici firmanin &nerileri
dogrultusunda, 10 mi su ilave edilerek aktive edilen Anaerobik Gas jenaratér
paketleri, jar igerisine konuldu. Daha sonra gabucak jar kapagi kapatilarak
etlve konuldu.

2.2.2. Oxoid AN 25 Sistem (Oxoid inc., Columbia)

2.5 litrelik hacime sahip jar igerisinde anaerobiosiz'in saglanmasi amaciyla
Anaero Gen jenaratér paketleri kullanildi. Aluminyum paket igerisinde
bulunan ikinci paket, birinci paketin agiimasini takiben suratli bir sekilde jar
igine yerlestirildi. Jarin kapadi kapatilarak etive konuldu. Aktivasyon igin su

ilavesine gereksinim gostermeyen bir sistemdir.

2.3. Besiyerleri

2.3.1. Kati Besiyerleri

2.3.1.1. Cycloserine Cefoxitine Fructoze Agar (CCFA)

Bu besi yerinin hazirlanmasinda C.difficile Agar Base (Oxoid CM 601) ve
C.difficile selective supplement (Oxoid SR 096E)'den yararianild.
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C.difficile Selective Agar Base(Oxoid CM 601)

g/L

Proteose Peptone

Disodium Hydrogen Phosphate (Na2HPO4)

Fructose

Potassium Dihidrogen Phosphate(K2HPO4)

Sodium Chioride

Magnesium Sulphate (MgS04)

Agar

Distile su

De fibrine At kani

C.difficile Selective Supplement (Oxoid SRO96E)

Cycloserine

Cefoxitine

CCFA, 1000 ml distile su igerisinde eritildi, pH 7.5 +0.2’e ayarlandi ve
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 45-50°C'ye kadar
sogumas! beklendi. Bu sicaklik derecesinde besiyeri tizerine 2ml distile su
iginde eritilen C.difficile supplement ve 70 ml steril defibrine at kani ilave
edildi.  Steril petrilere 20-25 ml dokuldh. Daha sonra, besiyerlerinin

katilagmasi beklenerek koyu renkii plastik torbalar igerisinde adzi sikica

40,0

5,0

6,0

1,0

2,0

0,1

20,0
1000 ml.
70 ml.

250 mg/L.
8 mg/L.

kapatildi ve buzdolabinda +4°C’'de kullanilincaya kadar sakland!.

2.3.1.2. Eosin Metilen Blue Agar (EMB)
2.3.1.3. Salmonella Shigella Agar (SS)
2.3.1.4. Defibrine koyun kanh agar

Bu besi yerleri i1s1 ile muamele igleminin gaita 6rneklerinde bulunan

bakterilerin vejetatif formlarinin tam olarak inhibe olup olmadikiarinin
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anlagilabilir olmasi igin kontrol amaglariyla hazirland: ve kullanilincaya kadar
+ 4°C’de sakland:.

2.3.2. Sivi besiyerleri

2.3.2.1. Zenginlegtirilmig Tiyoglikolath Buyyon

%0.1 sodyum taurokolat katilimi ile elde edilen bu besi yeri gaita érneklerinin
taginmasinda, saklanmasinda ve sporulasyonun artiriimasi amaciyla
kullanildi.

2.3.2.2. API-20A ortami
identifikasyonda kullanilan bu besi yeri identifikasyon kiti ile birlikte
verilmekte ve 6 ml kapali cam ampuller iginde bulunmaktadir.

g/L

Trypticase 50¢9
Yeast extract 50¢9
Sodium chloride 25¢g
L-tryptophane 02g¢
L-cystine 049
Sodium sulphite 01g
Hemin 0,01 g
Vitamin K3 001g¢g
De mineralize su 1000 ml
pH 7,0-7,2

2.4. Referans Sus
Caligsmada pozitif kontrol olarak C.difficile ATCC 9689 (Oxoid) kullanildi.
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2.5. Solusyonlar ve Reagentlar

2.5.1. Sodyum taorucholat (Sigma Chemical Corp.)

%0,1'lik solusyonu hazirlandi sporulasyonun arttiriimasi amaciyla
tiyoglukonath buyyonda kullaniidi.

2.5.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

% 3'luk solusyonu C.difficile suglarinin katalaz aktivitelerinin saptanmasinda
kullanildi.

2.5.3. EHR reagent (BIOMERIEUX SA, Marcy-I'Etoile, France)

Ethanol 82,0 mi
Hidroklorik asit 6,67 g

Paradimethylaminobenzaldehyde 900 mg
Distile su 11,3 mi

2.5.4. BCP reagent (BIOMERIEUX SA, Marcy-I'Etoile, France)

Bromocresol purple 200 mg
Distile su 100 ml

2.5.5. XYL reagent (BIOMERIEUX SA, Marcy-I'Etoile, France)

Xylene 5ml

2.5.6. Sample Treatment Reagent (BIOMERIEUX)

Gaita 6rneklerinin sulandirilmasinda kullanildi.
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2.6. API Sistem ( Analytical Profile Index, BIO MERIEUX)

Otomatik inokllatér, okuyucu, dansitometre ve bilgi islem Gnitelerinden
olugan bu otomatize sistem, anaerobik kosullarda izole edilen bakterilerin

identifikasyonunda kullaniid.

Anaeroblarin biyokimyasal identifikasyonunda kullanilan kolay ve
¢abuk sonug veren ayni anda 21 test yapabilen hizli bir sistemidir. Bakterinin
diger 6zellikleri, koloni morfolojisi ve Gram boyama ile yapilir. Tam ve dogru
identifikasyonlar igin performansi ylksek bir yéntemdir. identifikasyon
gizelgesinden vyararlanilarak (Cizelge 5) cihaza gereksinim olmadan da
identifikasyon yapmak mumkandur. Cihaz test sonuglarini hafizasinda kayitli

Cizelge 5. API-20A’da C.difficile’'nin gesitli biyokimyasal 6zellikleri.

Il JUIg (ML S |M[S [K]|A [J E |G|S(M [M [IR|S|R|T|K
n {r |l a [a |G |a |a s |r |e s | |e |a e alo |a|r |a
d |e |u |n |k |k |I | i la [} k i (I |n | f |r [mle |t
0 k |n |t [r |t i I |b |a V] s |l |n e i b |n |h |a
I o {i o |o |o |s oli |t I e (o ]o z nili (o |a {l
z |t lz |z [z |i z |In |[i i r |b |z i o |t 1z [I |a
o] n o |n n o |i t z |o 0o |z
l z Il |o (4] | z
z z
- e I+ |+ |- |- |- |- - |- |D |- - |- |+ + - |- - 1= |-

olan bilgiler ile kargilagtirarak bakterinin identifikasyonunu yapar. Api 20 A,
dehidrat substrat igeren sitriplerden olusmustur. Bu sitripler Uzerine bakteri
stspansiyonu ilave edilir. Bakterinin inkllbasyonu ile olugsan metabolitlerin,
inklbasyon sonunda ekienen reagentlere etkisiyle meydana gelen renk
degisikliginin gézlenmesi esasina dayanir. Bu reaksiyonlar degerlendirilerek
sonuglarin okunmasi ve yorumlanmasi gobzle veya optik okuyucularla

yapilarak

D; Degisken
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' identifikasyon yapilir. Diagnostik amaglar igin steril kosullarda ve oda
istsinda galisiimalidir. inokulumun hazirlanmasi igin Uretilmis olan koloniler
steril swaplar ile alinarak API-20A medyuma ilave edilir. Final
konsantrasyonu McFarland 4'e ayarlanir. API-20 A striplerine ekimler
yapilarak 35-37 °C’de rutubetli ve anaerob ortamda 24 saat inklUbe edilir.
inkiibasyon sonunda striplerdeki her mikrotip Gzerine birer damla BCP ve
EHR reagent ilave edilir. Mikrotiplerde gérulen sari/gri-sar renk degisikligi
testlerin pozitif oldugunu gdsterir. Indol testi icin IND kuyucuguna xylen
reagent’| konur Uzerine bir damla mineral yag damlatilir. 2-3 dakika iginde
mikrotUpte gérilen kirmizi renk (negatif) testin pozitif oldugunu gdsterir.
Katalaz testi ise % 3luk H,O, ile yapiir ve mikrotiplerde hava

kabarciklarinin géralmesi pozitif olarak degerlendirilir.

2.7. VIDAS Sistemi

Gaita o6rneklerinden C.difficilenin toksin-A antijenini arastiran ELFA
yontemine gére ¢alisan ve 2.5 saat sonra degerlendirme yapan otomatik bir

sistemi igerir.

2.7.1. Vidas CDA Strip

Gaita orneklerinin konuldugu, dilusyonun yapildigi , monoklonal fare anti
toksin-A antikoru ile kapli, yikamalarin gergeklestirildigi, anti tavsan antikoru
iceren konjugat bulunduran, tekrar yikamalarin yapildigi ve substrat igeren

10 adet kuyucuktan (Sekil 2) meydana gelmigtir.

2.7.2. Solid-phase receptacle (SPR) kartug

Polistren monoklonal tavsan anti-C.difficile antikorlari ile kaplanmig ve

otomatik pipetlemeyi saglayan steril kartuglardir.
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2.7.3. Pozitif ve negatif kontrol serumlan

Kontrol olarak kullaniian serumlardir.

SPR
Ab Anti-Toksin A

(Tavsan)

STRIP

ORNEK SUBSTRAT

\)\/'\/'\/k/'\/'\/'\)'\/'
AN

DILUSYON KUYUCUGU KONJUGAT YIKAMA KUYUCUKLARI
. . Ab anti fare
Ab ANTI TOKSIN-A C.difficile (Tavsan)

veya Normal Fare Serumu

Sekil 2. C.difficile toksin-A (CDA) strip bélimleri ve SPR kartusu.

2.8. izolasyon ve identifikasyon

Her gaita 6rneginden gaita kaplarina iki adet alindi. Gaita kaplarina
alinamayan sivi gaita érnekleri ise swap veya plastik enjektérle alindi ve iki
saat iginde laboratuvara getirildi. Laboratuvara getirilen iki adet gaita
drneginden bir tanesi toksin-A ¢alisiimak Uzere +4°C’de buzdolabinda
saklamaya alindi. Diger 6rnegin ise %0.9'luk serum fizyolojik igerisinde

suspansiyonu yapildi.

Laboratuvara getirilen gaita érneklerinden hazirlanan stspansiyonlar
6nce vejetatif formda bulunan bakterilerin inaktivasyonu igin + 70°C'de 15
dakika 1sttildi ve sporulasyon olugumu igin %0.1 sodyum taurokolat igeren

tiyoglukonatli buyyona alinarak + 4°C'de 24 saat tutuldu. Daha sonra 6ze ile
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steril kabinde C.difficile yoninden defibrine at kanh CCFA agara, isi ile
muamele igleminin diger bakterileri inhibe ettigini anlagilabilir olmasi igin
EMB agar ve SS agara primer ekimleri (Sekil 3) yapildi. inokilasyon
islemleri tamamlandiktan sonra EMB agar ve SS agar besi yerleri 37°C’de

18-24 saat normal etiivde, CCFA agar zaman

ORNEK

KATI BESIYERLERI  ___SIVI BESIYERI

%0,1 sodyum taurokolat
l atkil tiyogliikonatli buyyon

Anaerobik Aerobik Aerotolerans
iniliibasyon inkiIbasyon testi
CCFA Kanh Agar Cikolatamsi
EMB Agar Agar
SS Agar
Farkl koloniler l l i J
CCFA Kanh Gram Gikolatamsi
Agar boyama Agar
EMB
SAF iZOLAT

iDENTIFIKASYON

Sekil 3. Gaitadan C.difficilenin izolasyon ve identifikasyonu.

kaybedilmeden anaerobik kosullar olusturularak anaerobik jar icerisine
konuldu ve kapagi ¢abucak kapatilarak normal etlv iginde 37°C'de 24-72
saat ink(be edildi. Bu sUre sonunda ekim yapilan plaklar gézlenerek
tremenin olup olmadigi kontrol edildi. Anaerobik jar ortaminda Ureyen
kolonilerden bir miktar alinarak aerotolerans testi i¢in; birer adet kanli agar
ve EMB agara ekimler yapilarak aerobik atmosfer kosullarinda 37°C'de 24

saat etuvde inkubasyona birakildi. Yukarida belirtilen inkubasyon sarelerinin
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sonunda, aerobik ve anaerobik ortamiarda inkube edilen plaklar incelenerek
ayn ayri de@erlendirildi. Anaerobik kogullarda inkube edilen at kanli CCFA
agarda Ureyen batin farkh koloni tiplerinin detayli tanimlamasi ve
aerotodlerans testleri yapildi. CCFA besiyerlerinde anaerobik kosgullarda
uredigi haide aerobik kosullarda Uremeyen bakterilerin koloni morfolojileri,

anaerobik besiyerlerindeki Greme &zellikleri ile kargilagtirildi.

Her farkh koloninin, Gram boyama iglemini takiben at kanli CCFA
agar, EMB agar ve koyun kanli agara ikinci kulturleri (pasaj) yapildi. Birinci
kultar isleminde oldugu gibi CCFA agar anaerobik ortam sartlarinda, EMB ve
koyun kanli agar aerobik kogullarda inkUbasyona birakildi. Pasajlarda
herhangi bir Ureme olmamasi halinde, zenginlestiriimis tiyoglikolath
besiyerinden ikinci subkulturler yapilarak yeniden degerlendirildi. Anaerobik
kosullarda CCFA besi yerinde en az 8-10 koloni olusturan bakterilerin
makroskopik koloni ézellikleri degeriendirilerek kaydedildi. Ureme saptanan
her plaktaki farkli koloniden Gram boyama yéntemi ile preparatlar hazirland..

Bu preparatlarda, izole edilen etkenlerin mikroskopik morfolojileri incelendi.

Izolasyonu yapilan izolatlarin, bakteriyel preforme enzimlerin tespitine
dayall standardize API-20A stripleri kullanilarak kesin identifikasyonlari
yapildi. At kanli CCFA agarda saf kiltur elde edilen bakteri kolonilerinden,
6 ml'lik medium slspansiyonu igerisinde, Mc Farland 4 no’lu bulanikligina
esit bakteriyel sUspansiyonlar hazirlandi. Sonra herbir kuyucuga 100 ul
olmak Gzere tum kuyucuklara ayni pipet yardimiyla bakteri stspansiyonu
konuldu. 37°C'de 18-24 saat anaerob ve rutubetli ortamda inklbe edildi.
inkiibasyon sonunda her mikrotiip Gizerine birer damla BCP ve EHR reagent
ilave edildi. IND kuyucuguna xylen reagent'' kondu ve Uzerine mineral
yagdan 1 damla konularak indol testi, CAT kuyucuguna ise bir damla H,0,
damlatilarak katalaz testi yapildi. IND kuyucugunda 2-3 dakikada kirmizi
renk (negatif), Cat kuyucugunda hava kabarciklarinin gérimesi ve dider

kuyucuklarda ise sari/gri-sari renk gérllmesi testlerin pozitif oldugunu
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gosterdi. Renk degisiklikleri identifikasyon tablosu (Cizelge 5) ile
kargilastirilarak elde edilen sonuglar ile mikroorganizmanin énceden kayit
edilen (48-72 saatte Ureyen, 3 mm buyUkiuginde, karekteristik at gaitasi
kokulu, ultraviole lambasi altinda yesil fléresans veren , Gram boyama ile
Gram pozitif ve sporlu basil gérinumtinde ve gevresinde sari hale olugturan

koloniler) 6zellikleriyle birlikte degerlendirilerek kesin identifikasyon yapildi.

2.9. Toksin-A Varliginin Saptanmasi

Sivi gaita 6rneklerinden 1 ml, kati gaita drneklerinden 0.5 gram alindu.
Orneklerin Gzerine 3 ml. TRIS buffer salin ilave edildi. Vortekste 3 dakika
kanstirildi. Homojenizasyon saglandiktan sonra 25°C’de 5 dakika 12.000
g'de santrifilj edildi. Ust sividan 300 pl alindi ve galisiimak Gzere toksin-A
striplerine konuldu. Strip ve SPR uglari cihaza yerlestirildi (SPR uglarinin
ayni zamanda otomatik pipetleme gdrevi vardir). EGer calisilan 6rnekte
toksin-A bulunuyorsa, tim toksin-A antijenleri Strip i¢cindeki fare monoklonal
anti C.difficile toksin-A antikorlari ile kapli SPR duvarina baglanir. Yikama
islemlerinden sonra monoklonal anti fare antikoru fosfat konjugat ile igleme
girer. Fosfataza baglanan konjugat pozitif sonucglarda substrati hidrolize
eder. Son yikamadan sonra ortamda toksin-A bulunuyorsa 4-
methylumbelliferyl phosphate fléresan Uretir. 2.5 saat iginde elde edilen

sonuglar;

<130 Negatif,
>131 <235 arasi glipheli ve
>236 pozitif olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Cesitli kurum ve kuruluglardan 1995-1996 yillarinda toplam 198 képek ve 68
kediden toplanan (Cizelge 4) gaita 6érneklerinden izole ve identifiye edilen
C.difficile ile gaita drneklerinden saptanan toksin-A antijen sayilari ve
oranlari ayr ayri Gizelge 6, 7, 8 ve 9'da gdsterilmistir. Galismada elde edilen

bulgular iki grup altinda topland..

3.1. izolasyon ve identifikasyon Sonuglan

Elde edilen veriler digki érneklerinin enteritisli ve enteritissiz oluglarina gére
képek ve kediler igin ayri ayri degerlendirildi. Kontro! besi yerlerinde treme

olmadi.

Képek gaita o&rneklerinden (Cizelge 6) yapillan izolasyon ve
identifikasyon c¢alismalarinda; tedavi kurumlarindan alinan enteritisli
képeklerden alinan 32 gaita &rneginin 12'sinde (%38), enteritissiz
képeklerden alinan 52 digki 6rneg@inin 14’ande (% 27) toplam 84 kdpek gaita
érneginin 26'sinda (%31) C.difficile izole ve identifiye edildi.

CGizelge 6. Kdpek gaitalarindan izole edilen C.difficile sus sayilar ve

oranlari.

Ornek alinan kurum Enteritisli Enteritissiz Genel Toplam
Tedavi kurumlari 12/32 (% 38) |14/52 (% 27) 26/84 (% 31)
Uretim ve satig kurumlan |21/48 (% 44) |20/66 (% 30) 41/114 (% 36)
Genel toplam 33/80 (% 41) |34/118 (% 29) 67/198 (% 34)

Uretim ve satis kuruluslarindaki enteritisli kdpeklerden toplanan 48

gaita orneginin 21’inde (% 44) enteritissiz kdpeklerden alinan 66 digki
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érneginden 20 (% 30) olmak (zere toplam 114 gaitanin 41’'inde (% 36)
C.difficile tanimiandi.

Enteritisli kbpeklerden alinan 80 gaitanin 33'Unde (% 41), enteritissiz
képeklerden alinan 118 gaita érneginin 34'Unde (% 29) toplam 198 kdépek
gaita érneginden 67 (% 34) C.difficile susu izole ve identifiye edildi.

Kedi digkilarindan yapilan izolasyon ve identifikasyon galismalarinda;
tedavi kurumlarindaki 19 enteritisli kediden alinan gaita érneginden 6 (%
32), enteritissiz kedilerden alinan 30 digki érneginin 8'inde (% 27) toplam 49
kedi gaita 6érneginin 14 (% 29) tanesinde C.difficile izole ve identifiye edildi.
Uretim ve satis kuruluslarindaki enteritisli kedilerden alinan 7 gaita érneginin
3 tanesinde (% 43), enteritissiz kedilerden alinan 12 digkidan 4 (% 33)
olmak Uzere toplam 19 kedi gaita 6rneginin 7 tanesinde (% 37) C.difficile
susu tanimlandi. Enteritisli 26 kedi diski érneginin 9'unda (% 35), enteritissiz
42 kedi gaita 6rneginden 12 (% 29) toplam 68 kedi gaita (Cizelge 7)
érneginin 21'inde (% 31) C.difficile izole ve identifiye edildi.

CGizelge 7. Kedi gaitalarindan saptanan C.difficile sayilari ve oranlari.

Ornek alinan kurum Enteritisli Enteritissiz Genel Toplam
Tedavi kurumlan 6/19 (% 32) 8/30 (% 27) 14/49 (% 29)
Uretim ve satig kuruluslar | 3/7 (% 43) 4/12 (% 33) 7/19 (% 37)
Genel toplam 9/26 (% 35) 12/42 (% 29) |21/68 (% 31)

3.2. Toksin-A antijen bulgulan

Képek gaitalarinda (Cizelge 8) yapilan toksin A saptama ¢alismalarinda;
tedavi kurumlarindan alinan enteritisli képeklerden alinan 32 gaitadan 7 (%
22), enteritissiz kdpeklerden alinan 52 gaitadan 9 (% 17) ve toplam 84 kdpek
gaita 6rnedinin 16’sinda (% 19) toksin-A antijen pozitifligi saptandi.Ozel
aretim ve satis kuruluslarindan alinan enteritisli 48 képek gaita érneginin 15

tanesinde (% 31), enteritissiz képeklerden alinan 66 gaita érnedinin 15'inde
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(% 23) ve Ozel Uretim ve satig kuruluslarindan alinan toplam 114 képek
gaitasinin 30'unda (% 26) toksin-A antijen pozitifligi saptandi. Bu kurum ve
kuruluglardan enteritisli képeklerden alinan toplam 80 gaitanin 22 tanesinde
(% 28), enteritissiz képeklerden alinan 118 gaita érneginin 24 tanesinde (%
20) ve calismaya alinan 198 képek digki érneginin 46 tanesinde (%23)

toksin-A antijeni saptandi.

Gizelge 8. Kdpek gaitalarindan saptanan toksin A antijeni sayilari ve

oranlari.
Ornek alinan kurum Enteritisli Enteritissiz Genel Toplam
Tedavi kurumiar 7/32 (%22) {9/52 (% 17) |16/84 (% 19)
Uretim ve satig kuruluslan|15/48 (% 31) ]15/66 (% 23) [30/114 (% 26)
Genel toplam 22/80 (% 28) ]24/118 (% 20) }46/198 (% 23)

Kedi digkilarindan yapilan toksin A antiien (Cizelge 9) ¢alismalarinda;
tedavi kurumlarindan alinan enteritisli 19 kedi gaitasinin 4 tanesinde (% 21),
dzel Uretim ve satig kuruluslarindan alinan 7 enteritisli kedi gaita 6rneginin
2'sinde (% 29), tedavi kurumlarindan alinan enteritissiz 30 kedi gaitasinin
8'inde (% 27), 6zel uretim ve satis kuruluslarindan alinan 12 kedi gaita
drneginin 4'uinde (% 33), enteritisli kedilerden toplanan 26 gaitanin 6'sinda
(% 23), enteritissiz 42 kedi digkisinin 12 tanesinde (% 29) toksin-A antijeni
pozitif olarak saptand:.

Gizelge 9. Kedi gaitalarindan saptanan toksin A antijeni sayilari ve

oranlari.

Ornek alinan kurum Enteritisli Enteritissiz Genel Toplam
Tedavi kurumlar 419 (% 21) |8/30 (% 27) 12/49 (% 25)
Uretim ve satis kuruluslan | 2/7 (% 29) [4/12 (% 33) 6/19 (% 32)
Genel toplam 6/26 (% 23) [12/42 (% 29) 18/68 (% 27)

Tedavi kurumlarindan toplanan 49 kedi gaita 6rneginin 12’sinde (%
25), 6zel Uretim ve satig kuruluglarindan alinan 19 kedi digkisinin 6’sinda (%
32) caligmaya alinan toplam 68 kedi digki érneginin 18 tanesinde (% 27)

toksin A antijeni pozitif bulundu.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada kdpek ve kedilerden toplanan gaita érneklerinden C.difficile’nin
izolasyonu igin CCFA besiyeri identifikasyon igin APl 20A, toksin A antijeni
arastinimasinda VIDAS CDA testi kulianildi.

C.difficile’'nin evcil hayvanlarda bulunusu, meydana getirmis oldugu
hastaliklar ve mikroorganizmanin hayvandan insana gegisi konusundaki
bilgiler gok sinirlidir (Borriello ve ark.1983). Ulkemizde evcil hayvaniarda
C.difficile ile igili herhangi bir galismanin yapilmamig olmasi bizi bu konuda

aragtirmaya yoneiltti.

C.difficile rezervuari olarak pek ¢ok kaynak bildiriimesine ragmen
infeksiyon kaynaginin epidemiyolojik éneme sahip olup olmadidi hentz tam
olarak bilinmemektedir. C.difficile’nin ¢evresel dagilimi 6zellikle toprak, deniz
ve hayvan atiklarinda bir kag caligma ile incelenmistir. C.difficile sik
olmamakla birlikte saglikli hayvanlarin (kedi, deve, at, esek, pili¢, hamster,
yillan, domuz vb) gastrointestinal sisteminden izole edilmistir. C.difficile’nin ev
hayvanlan tarafindan (6zellikle kedi ve kdpek) fekal tasiyiciiginin yaygin
oldugu ve ev hayvanlarinin infeksiyon kaynadi olabilecedi bazi yayinlarda
bildirilmistir (Borriello ve ark., 1983; Lyerly ve ark., 1985; Riley ve ark., 1987;
Weber ve ark., 1989; Perrin ve ark., 1993).

C.difficile’nin izolasyon galigmalarinda bugtine kadar ¢esitli besiyerleri
kullaniimigtir. Besiyerlerine sikloserin ve sefoksitin gibi antibiyotikier
katilmigtir. Ancak c¢esitli arastiricilar sikloserin yerine diger bir takim
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antibiyotikler (gentamisin, ciprofloksasin vb.) ilave ederek modifiye CCFA
besi yerleri hazirlamiglardir. George ve arkadaglan (1979)nin geligtirdi§i
CCFA besi yerindeki antibiyotik konsantrasyonlarinin (sikloserin 500 mg/L.
ve sefoksitin 16 mg/L ) yUksek olmasi C.difficile’yi baskilayarak dider
bakterilerin gogalmasini hizlandiriyordu. Levett (1985)

CCFA besiyerinde sikloserin'in 250 mg/L. ve sefoksitin'in 8 mg/L.
konsantrasyonlarinin fekal o6rneklerdeki C.difficile izolasyon oraninda %
30’luk artiglara neden olacagdini bildirmistir. Bunun Uzerine sikloserin ve
sefoksitin konsantrasyonlar azaltilarak yeniden duzenlenmis ve giinimizde
izolasyon caligmalarinda bu yeni (250 mg/L. sikloserin, 8 mg/L. sefoksitin)
konsantrasyonlar kullaniimaktadir (Bartley ve Dowell, 1991; Clabots ve ark.,
1991; Aspinall ve Hutchinson, 1992; Niyogi ve Pal, 1992). Bu nedenle
calisgmada CCFA besiyerinde antibiyotiklerin bu son konsantrasyonlar:
kullanildi.  GUnklt bu konsantrasyonlar diger anaeroblari baskilayip
C.difficile’nin Gremesini hizlandirmaktadir. Ayrica gaita érneklerinin i1s1 ve
alkol ile igleme tabi tutulmas: ortamdaki bakterilerin vejetatif formlarini
Gldarmekte ve spor formlarinin ise ortamda kalmasina olanak saglamaktadir
(Borriello ve Honour, 1981; Wilson ve ark., 1982; Bartley ve Dowell, 1991;
Marler ve ark, 1992). Besiyerlerine sodyum taurokolat katiimasi
sporulasyonu hizlandiran izolasyonu artiran bir diger faktér (Marler ve ark.,
1992; Hanff ve ark., 1993; Mundy ve ark., 1995) oldugundan bu calismada
bakteri populasyonunu azaltmak igin 70°C’'de 15 dakika Isitilan gaita
Orneklerinde C.difficile’nin izolasyonunda 250 mg/L sikloserin ve 8 mg/L
sefoksitin iceren % 7 defibrine at kanli CCFA agar ve sporulasyonu artirmak
amactyla %0.1 sodyum taurokolath tiyoglukonat besiyeri kullanildi.

Literatlr aragtirmalarinda toksin saptama g¢aligmalarinda doku
kaltarlerinin kullanildi§i gérilda (Sullivan ve ark., 1982; Lyerly ve ark,
1988b; Bartlett, 1994; Manabe ve ark., 1995). Ancak otérlerin doku

klltarlerinin referans laboratuvarlarinda ve kalifiye personel gézetiminde
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yapiimasini tavsiye etmelerinden dolayl ¢alismada doku kulturl yerine
toksin-A varligini saptamada duyarlihi§ ve 6zgullugu doku kiltariine yakin
olmasi nedeniyle ELFA y6ntemi ile g¢aligan (Shanhoitzer ve ark., 1992;
Barbut ve ark., 1993; Knoop ve ark., 1993; Mattia ve ark., 1993) VIDAS CDA
testinden yararlanildi.

Calismaya alinan 198 képek gaitasindan 67 (% 34), 68 kedi
gaitasindan ise 21 (% 31) C.difficile susu izole ve identifiye edildi. En gok
C.difficile izolasyon ve identifikasyonu Uretim ve satis kurumlarindan
toplanan enteritisli képek (% 44) ve kedi (% 43) gaitalarindan (Cizelge 6 ve
7) gergeklestirildi. Cesitli arastirma sonuglar ile galismadan elde edilen
bulgular ¢izelge 10'da toplu halde gésterilmisgtir.

Weber ve arkadaglarn (1989) gaita 6rneklerine herhangi bir islem
(alkol veya 1sI ile muamele) uygulamaksizin ve besi yerine zenginlestirici
katki maddeleri (sodyum taurokolat ilave edilmesi gibi) katmadan Colombia
agar besiyeri kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda enteritissiz képeklerden %
9,3 , enteritissiz kedilerden % 9, enteritisli képeklerden % 2,7; enteritisli
kedilerden ise % 6,7 oraninda C.difficile izole edildigini bildirmiglerdir. Weber
ve arkadaglarl (1989) enteritissiz kdpek ve kedilerden daha fazla C.difficile
izole etmelerine karsilik bu ¢alismada enteritisli kdpek ve kedilerden daha
fazla C.difficile izole edildi.

Struble ve arkadaglan (1994) zenginlestiriimemis ve herhangi bir
isleme tabi tutulmamig gaita érneklerinde selektif besi yerlerini kullanarak

162 kdpekten % 18,4 oraninda C.difficile izole ettiklerini yayinlamiglardir.
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CGizelge 10. Kopek ve kedi gaitalarindan izole ve idantifiye edilen
C.difficile ve toksin-A antijeni dagilimi

Kaynak KOPEK KEDI
Adi C.difficile (%) Toksin-A(%) C.difficile(%) | Toksin-A(%)
Weber ve ark.
1989 2,7%-9,3&& 28,5 6,7%-94 % 11,14-
20,08 &
Struble ve
ark., 1994 18,4 50,0
Perrin ve ark.,
1993 94,3¢-42 Oee 67,50-5000
Emeruwa
1989 62,4%-34248& | 48 5%-27 34 &
Buogo ve
ark., 1995 46 61,5
Borriello ve
ark., 1983 21 30
Dordoni ve
ark., 1993 27 33
O’neil ve ark.,
1993 39 39
Riley ve ark.,
1991a 39,5 28,6 38,1
Bu 41%-29 & & 284 - 2044 354-294 & 23% 29& &
Caligma 34e¢ 23¢ 31¢ 27 ¢

Bu calismada saptanan degerler Weber ve arkadaslari (1989) ile
Struble ve arkadaglarinin (1994) bulmus oldugu degerlerden yUksektir.
cunku gaita 6rneklerinin 1si ile igleme tabi tutulmasi, sodyum taurokolat
katkili zenginlestiriimis besiyerinin kullanilmasi izolasyon oranlarini
artirmaktadir (Borriello ve Honour, 1981; Wilson, 1982; Bartley ve Dowell,
1991; Marler ve ark., 1992; Hanff ve ark., 1993; Mundy ve ark., 1995).

Borriello ve arkadaglar (1983) potansiyel infeksiyon kayna§i olarak
dasuntlen ev hayvanlarinin tagidigi C.difficile'yi ortaya ¢ikarmak amaciyla
yaptiklari ¢galigmada; képeklerde % 21 ve kedilerde % 30 oraninda C.difficile

eYavrularda esAnnelerde &« Enteritisli & &Enteritissiz ¢ Genel
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izolasyonu bildirmiglerdir. Kedilerde saptanan izolasyon oranlari Borriello ve

arkadaglarinin (1983) oranlari ile uyumludur.

Kronik ve tekrarlayan enteritisi olan képeklerden % 27, kedilerden ise
% 33 oraninda C.difficile izole edildigini bildiren galigma (Dordoni ve ark.;
(1993) sonuglari ile bu g¢alismada saptanan izolasyon oranlarinin benzer

oldugu géralda.

Buogo ve arkadaglan (1995) 77 yavru ve 14 anne képek (zerinde
yaptiklari bir galismada % 46 oraninda C.difficile izolasyonu saptamiglardir.
Calismaya alinan képekler yas gruplarina gére ayrilmamig olmakla birlikte
benzer sonuglar saptandi.

Emeruwa (1989) Nijeryanin farkli bdlgelerindeki evcil hayvanlar
Uzerinde vyaptiklan bir calismada enteritisii olanlarda % 62,4,
enteritissizlerde ise % 34,2 oranlarinda C.difficile izole edildigini
yayinlamiglardir. Enteritisli kdpeklerden elde edilen izolasyon oranlarinin
Emeruwa (1989)'nin sonuglari ile uyumsuz olmakla birlikte enteritissizlerdeki

oranlarin uyumiu oldugu gézlendi.

O’neill ve arkadaglarinin (1993) evde beslenen kedi ve kdpeklerin %
39'dan fazlasinin gastrointestinal kanallarinda C.difficile’'nin rezervuarligini
yaptiini 6zellikle evcil hayvanlardan izole edilen C.difficile’'nin insanlar igin
énemii bir risk olusturabilecegini ileri siren sonuglari ile bu galigmada evcil

hayvanlardaki izolasyon sonuglarinin benzer oldugu saptandi.

Iki ayri bélgede bulunan Veteriner kliniklerinde tedavi géren kedi ve
képeklerden gastrointestinal C.difficile tagiyicihgini kedilerde % 38,1 ve
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képeklerde % 39,5 olarak bildiren Riley ve arkadaslarinin (1991a) sonuglar

ile saptanan sonuglarin uyumlu oldugu géraldu.

Perrin ve arkadaslan (1993) 10 haftalik k&peklerde C.difficile'nin
potansiyel patojenitesini ve portérlugunt saptamayir amagladiklar
caligmalarinda; yavrularin % 94,3'Unde, annelerin % 42,9'unda C.difficile
izole edildigini, hayatlarinin ilk 10 haftasinda saglikli yeni dogan képeklerin
yaklasik % 35,2'sinde C.difficile izole edildidini, yayinlarinda bildirmiglerdir.
Bu galigsmada yavru-yetigkin ayirimi yapilmamig olmakla birlikte képekler igin
bulunan degerlerin Perrin ve arkadaslarinin (1993) yetiskin képekler igin

bulmus oldugu degerler arasinda oldugu goéralda.

C.difficile sikhd ile hayvaniarin yasi ve antibiyotik velveya
kortikosteroid kullanimi arasindaki iligkiyi aragtiran Borriello ve arkadaglari
(1983) bir yasin Gzerindeki kopek gaitalarinda C.difficile izolasyon
oranlarinin, 12 ayin altindaki képekiere gére daha yuksek oldugunu,
kedilerde ise yas guruplari arasinda hemen hemen ayni oranlarda oldugunu,
antibiyotik ve/veya kortikosteroid tedavisi gérenlerde izolasyon oranlarinin
daha yUksek oldugunu raporlarinda bildirmiglerdir. C.difficile’'nin izolasyon
orani antibiyotik alanlarda (¢okiukla penisilin-streptomisin kombinasyonu) |,
almayanlarin 2 katidir. Antibiyotik tedavisi C.difficile kolonizasyonu veya
infeksiyonu igin esas predispozan faktér oldugundan, hayvanlarda gérilen
bu durum insanlardakine benzemektedir (Weber ve Kroth, 1992). Tedavi
kurumlarina getirilen kedi ve képeklerin antibiyotik ve/veya kortikosteroid
tedavisi altinda olmalari, ézel Gretim ve satig kuruluglarinda genellikle 1 yas
altindaki kedi ve kdpeklerden &rneklerin alinmig olmasi bu ¢alisma
sonuglarinin Borriello ve arkadaslari (1989) ile Weber ve Kroth (1992)'un
dastnceleriyle uyumiu oldugu c¢aligmada antibiyotik kullanan (enteritisli)
képek ve kediler ile 6zel Uretim ve satig yapilan kuruluglardan enteritisli ve
enteritissiz olanlardan daha ¢ok C.difficile izole edilmesinden ve toksin A

saptanmasindan anlagiimigtir.
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Literatirde Ulkemizde evcil hayvanlar Gzerinde yapilan benzer

calismalar olmadigindan yerli kaynaklarla karsilagtirma yapilamad:.

Calisilan 198 kopek diskisinin (Cizelge 8) 46 tanesinden % 23
oraninda, 68 kedi gaitasinin (gizelge 9) 18 tanesinden % 27 oraninda VIDAS
CDA testi ile toksin A antijen pozitifligi saptandi. Bu ¢alismanin ve gesitli

aragtirmalarin toksin A sonuglan gizelge 10’da gdésterilmigtir.

Weber ve arkadaglari (1989) doku kuitirinde yapilan sitotoksin
testleri ile képeklerden izole edilen C.difficile suglarinin % 28,5, enteritisli
kedilerden izole edilen C.difficile suglarinin %11,1 ve enteritissizlerden izole
edilen C.difficile suslarinin % 20,0 oraninda sitotoksin pozitif oldugunu
bildirmiglerdir. Enteritissiz kedilerden daha yuksek oranda saptanan toksin
pozitifligi sonuglar ile képek gaitalarindan saptanan toksin A sonuglarinin
Weber ve arkadaslarinin (1989) sonuglari ile benzer oldugu géralda.

Struble ve arkadaslari (1994) izole edilen C.difficile suglarinin PCR ile
% 50’sinin sitotoksik oldugunu bildirmiglerdir. Bu oran sonuglarimizdan daha
ylksektir. Ancak polimeraz zincir reaksiyonun (PCR) glinimizde tum diger
tani yontemlerinden 100 kat daha duyarli olmasina ragmen kullanim
alanlarninin sinirli olmasi, toksijenik ve non toksijenik suglan ayirt edememesi
(Wren ve ark., 1990; Gumerlock ve ark., 1991; Gurtler, 1993; Collier ve ark.,
1996) Struble ve arkadaslarinin (1994) bildirdigi sonuglarin yiksek olmasi

nontoksijenik suglarin ¢alismaya dahil edilmesinden kaynaklanmis olabilir.

Buogo ve arkadaslari (1995) yenidodan saglikh yavrularda izole
edilen suglarin doku kaltaru testleri ile % 61,5'nin toksijenik oldugunu
bildiren sonuglari ile bu galisma sonuglari uyumsuzdur. CanklU yeni doganlar

calismaya dahil edilmedi.
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Nijeryada farkh bolgelerdeki enteritisli ve enteritissiz evcil
hayvanlardan alinan gaita érneklerinden izole edilen C.difficile suglarinin
doku kultura toksin deneylerinden enteritislilerde % 48,5 olan tasiyicilik
oraninin enteritissizlerde % 27,3 oldudunu bildiren Emeruwanin (1989)
sonuglari ile benzer oldugu géraldi. Cunkd bu caligmada da enteritissiz
gaita 6rneklerinde ayni oranlarda, enteritisli képek gaitalarindan ise daha

fazla oranda toksin A saptandi.

Riley ve arkadaslari (1991a) iki ayri bdlgede bulunan Veteriner
kliniklerinde tedavi géren kedi ve kdpeklerden gastrointestinal C.difficile
tasiyicii@i i¢in yapilan galismada; hayvanlar arasindaki C.difficile tasiyicilik
oraninin kliniklere gére % 61 ile %17,5 arasinda degistigini, izole edilen
C.difficile suglarindaki toksin-A antijen oranlarinin bélgelere gére % 54-% 25
arasinda degigsmekle birlikte genel olarak % 50 oldugu ve doku kultGrQ
testleri ile C.difficile izole edilen suslarln % 28.6'sinin sitotoksik oldugunu
bildirdikleri ¢alismada saptanan sonuglar ile bu ¢alisma sonuglari arasinda

benzerlik oldugu saptandi.

Perrin ve arkadaglari (1993) 10 haftalik képeklerde C.difficile’nin
potansiyel patojenitesini ve ' portérluginii saptamay:r amagladiklari
caligmalarinda; yavrulardan izole edilen suglarin % 67, annelerden izole
edilenlerin ise % 50,0 oraninda toksijenik oldugunu doku kultarQ testleri ile
saptadiklarini, portéritk oraninin ise % 67 oldugunu bildirerek yeni dogan
képeklerin toksijenik C.difficile’yi yuksek oranda tagiyabileceg@ini ve insanlar
icin belirgin infeksiyon potansiyeli olabilecegini ileri sirmektedirler. VIDAS
CDA test ile bulmus oldugumuz sonuglarin Perrin ve arkadaglarinin (1993)
sonuglarindan farkli olmasi toksin saptamada kullanilan test yénteminden

kaynaklanabilecegdi dustnilmektedir.
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Literatir arastirmalarinda Glkemizde evcil hayvanlar Gzerinde yapilan
benzer c¢alismalar bulunamadigindan vyerli kaynaklaria kargilastirma

yapilamad..

Saptanmis olan sonuglar literatar bilgileri ile uyumiu olmakla birlikte
izolasyon ve toksin oranlari arasinda farkliliklar oldugu c¢izelge 10'da
gbralmektedir. Bu farkhliklarin; ¢alismaya alinan hayvanlarin yas gruplarina,
antibiyotik tedavi durumlarina, toplu halde barindiriima ve izolasyonda
kullanilan kaltar tekniklerinden (kullanilan besiyerlerinin bilesimi, ¢alisma
sirasinda o6rnekiere uygulanan islemler vb.) kaynaklanabilecegi c¢esitli
calismalarda bildirilmektedir (Borriello ve Honour, 1981; Wilson, 1982;
Bartlet, 1986; Lyerly ve ark., 1988a; Bartley ve Dowell, 1991; Marier ve ark.,
1992; Hanff ve ark., 1993; Mundy ve ark., 1995).

Borriello ve arkadaglan (1983) insanlarda gérulen C.difficile
infeksiyonlarinin ev hayvanlarindan kaynaklandigini ileri sGrmuslerdir. Son
bulgularin 1g1ginda C.difficile daha ¢ok yaygin enteritislerle iliskilidir. Ve
C.difficile nedenli diare tekrarlart farkli bir sus ile ¢gevrenin kontamine olmasi
ve C.difficile'nin farkh 6zellik gésteren suglarindan kaynaklanmaktadir ki ;
konu ile ilgili arastirmalar evcil hayvanlarin rezervuar olduklarini, veteriner
kliniklerinde saptanan yuksek tagiyicihgin normal oldugunu ve bunun yuksek
seviyede gevresel kontaminasyona bagl gegici bir durum oldugu gérisinde

birlegsmektedirler.

Yapilan c¢aligmalarda alinan sonuglar farklihk gésterse bile evcil
hayvanlarin C.difficile infeksiyonu olusumunda potansiyel risk faktért olarak

g6z éntinde bulundurulmalari gerekmektedir.

insanlar igin patojen olabilecek enterotoksik C.difficile suslar igin
izolasyon oranlar képekierde ve kedilerde gesitli aragtirmalarda farkh olarak
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bildiriimistir. BugUne kadar yapilan arastirma sonuglari insan C.difficile
infeksiyonlarinin ev hayvanlari araciligiyla geligebilecegini; ancak yapilan
6zel caligmalarla C.difficile'nin kedilerde ve kd&peklerde tipki insanlarda
oldugu gibi enterik patojen etkeni olarak anlam tasiyip tasimadigi hentz
kesin olarak ortaya konulamamigtir. Fakat ev hayvanlar C.difficile’yi
gaitalarinda tasiyabilirler veya ayni zamanda enterotoksik olanlari
yayabilirler. Ayrica C.difficile toplumsal diarelerin yaygin bir sebebi olabilir.
Bu nedenle insan C.difficile infeksiyonlarinin epidemiyolojisinde, evcil

hayvanlarin munferit durumlarda rol oynayabilecekleri unutulmamalidir.
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OZET

Kopek ve Kedi Gaitalanndan C.difficile izolasyonu ve Toksin A

Saptanmasi

Bu g¢alismada evcil hayvanlardan C.difficile izolasyonu ve toksin A'nin
saptanmasi Ulkemizde ilk defa yapildi. C.difficile’nin izolasyonu igin 198
képek (80'i enteritisli, 118'i enteritissiz) ve 68 kedi (26's1 enteritisli, 42’si
enteritissiz) gaita 6rnegi Cycloserine-Cefoxitene Fruktoze Agar (CCFA)
(Oxoid) besi yerine ekildi. Izole edilen bakterilerin kesin identifikasyonu
Analytical Profile Index (API-20A) (BIO MERIEUX) ile yapildi. Toksin-A
saptanmasi Enzym Linked Fluorescent Assay (ELFA) yontemiyle Vitek
Immuno Diagnostik Assay Clostridium difficile toxin-A (Vidas CDA.) (BIO
MERIEUX) ile yapildi

Kdépeklerden toplanan digki &rneklerinin  (80'i enteritisli, 118'i
enteritissiz) enteritisli olanlarin 33'tnden (% 41) ve enteritissizlerin 34’Gnden
(% 29) C.difficile izole edildi. Enteritislilerin 22'sinden (% 28) ve
enteritissizlerin 24’tnden (% 20) toksin A antijeni saptandi. 198 képek gaita
érneginden toplam 67 tanesinden (% 34) C.difficile izole edildi, 46
tanesinden (% 23) ise toksin-A antijeni saptandi.

Benzer olarak kedilerden alinan diski 6érneklerinin (26'si enteritisli,
42'si enteritissiz) enteritisli olanlarin 9'undan (% 35) ve enteritissiz olanlarin
12'sinden (% 29) C.difficile izole edildi. Yine enteritisli kedilerin 6'sindan (%
23) ve enteritissizlerin 12’sinden (% 29) toksin A saptandi. Calisilan toplam
68 kedi digki 6rneginin 21’inden (% 31) C.difficile izole edildi, 18'inden (%
27) toksin-A antijeni saptandi.

Anahtar Soézciikler: Clostridium, Clostridium difficile, Kedi, Képek, Toksin-A,
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SUMMARY

Isolation of Clostridium difficile From Dog and Cat Faeceses and

Detection of Toxin A

In this study, isolation of C.difficile from domestic animals and detection of
toxin A were managed for the first time in our country. Faecal samples of
total of 198 dogs, composed of 80 with and 118 without enteritis, and 68
cats, composed of 26 with and 42 without enteritis, were inoculated on
Cycloserine-Cefoxitine Fructose Agar (CCFA) for the isolation of C.difficile.
The isolates were identified with the aid of Analytical Profile Index (API-20A)
(BIO MERIEUX). The detection of toxin-A was carried out by Vitek Immuno
Diagnostic Assay Clostridium difficile toxin-A (Vidas CDA) (BIO MERIEUX)
test which works according to the Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA).

Among the faecal samples obtained from dogs with (80 individuals) and
without (118 individuals) enteritis, C.difficile was isolated from 33 (41 %) and
34 (29 %) samples, and toxin A antigen was detected in 22 (28 %) and 24
(20 %) samples, respectively. Totally, among 198 dog faecal samples tested,
C.difficile was isolated from 67 (34 %) and toxin A antigen was detected in
46 (23 %) samples.

Similarly, among the faecal samples optained from cats with (26
individuals) and without (42 individuals) enteritis, C.difficile was isolated from
9 (35 %) and 12 (29 %) samples, and toxin A was detected in 6 (23 %) and
12 (29 %) samples, respectively. Totally, among 68 cat faecal samples
tested, C.difficile was isolated from 21 (31 %) and toxin A antigen was
detected in 18 (27 %) samples.

Key Words: Cat, Clostridium, Clostridium difficile, Dog, Toxin-A
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