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OZET

Clostridium difficile Klinik izolatlarinin Antimikrobiyal Direnci, Molekiiler

Epidemiyolojisi, Toksin Genleri ve Fajlarimin Arastirilmasi

Saglik hizmetleriyle iliskili enfeksiyonlarin dnde gelen nedeni ve kiiresel olarak
halk sagligina yonelik 6nemli bir tehdit olarak kabul edilen Clostridioides (Clostridium)
difficile, hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara neden olabilen anacrobik, sporlu, gram pozitif
bir basildir. Bu c¢alismada, C. difficile izolasyonu; izolatlarin toksin genlerinin,
antimikrobiyal direncinin, klonal iliskisinin ve bakteriyofajlarinin  arastirilmasi
amaclanmustir. Aralik 2017-Ekim 2020 tarihleri arasinda toksin arastirilan 825 diski
orneginin anaerobik kiiltiirii yapilmis ve izolatlar geleneksel yontemlere ilaveten MALDI-
TOF MS (Bruker, Almanya) ile tanimlanmistir. Kirk t¢ C. difficile izolatinin
antimikrobiyallere direnci gradiyent test ve agar diliisyon yontemi ile, toksin genleri ve
bakteriyofajlar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile, klonal iligkisi degisken alanli jel
elektroforezi  (PFGE) ile  arastirilmustir.  izolatlarn  vankomisine %100,
metronidazole %100, moksifloksasine %90 ve klindamisine %60 oraninda duyarli oldugu
bulunmustur. Eritromisin, tigesiklin ve fidaksomisinin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri sirastyla, 0.25->256 pg/mL, <0.016-0.047 pug/mL ve 0.008-0.25 pg/mL
arasinda saptanmustir. Izolatlarin 14 (%32.6)’iinde tcdA, tcdB, cdtA ve cdtB genleri pozitif,
11 (%25.6)’inde tcdA, tcdB ve cdiB genleri, 18 (%41.9)’inde tcdA ve tcdB genleri tespit
edilmistir. PZR ile izolatlarin 31’inin Miyoviriis, 17’sinin Sifovirlis ve 10’unun her iki
holin genini birlikte tasidig1 belirlenmistir. Mitomisin C ile indiiklenen 38 izolat en az bir
konag1 enfekte etmistir. PFGE ile 43 izolatin benzerligi %39.3 olarak belirlenmis, ¢oklu
klonal gruplarin varligi ve sadece toplam alt1 izolatin, kaynaga bakilmaksizin (yani klinik
ve poliklinik) %100 benzer oldugu bulunmustur. Bu ¢aligsma, literatiir arastirmasina gore,
iilkemizde C. difficile izolatlariin PFGE ile klonal iliskilerinin, fidaksomisine
duyarliliginin ve bakteriyofajlarinin saptandigi ilk caligmadir. Elde edilen bulgularin ve
daha fazla klinik izolatla yapilacak kapsamli calismalarin, C. difficile enfeksiyonlarinin
epidemiyolojisinin daha iyi anlagilmasina, 6nlenmesine, tedavisine katki saglayabilecegi ve

CDE’nin kiiresel saglik sistemi lizerindeki ylikiinii azaltabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Bakteriyofaj, Clostridioides (Clostridium)
difficile, PFGE, Toksin genleri
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ABSTRACT

Investigation of the Antimicrobial Resistance, Molecular Epidemiology, Toxin Genes

and Phages in Clinical Isolates of Clostridium difficile

Clostridioides (Clostridium) difficile, the leading cause of healthcare-associated
infections and globally recognised as a significant threat to public health, it is an anaerobic,
spore-bearing, gram-positive bacillus that can cause life-threatening infections. The aim of
this study was to isolate C. difficile and investigate toxin genes, antimicrobial resistance,
clonal relationship and bacteriophages of the isolates. Anaerobic culture of 825 faecal
samples investigated for toxins between December 2017 and October 2020 was performed
and isolates were identified by MALDI-TOF MS (Bruker, Germany) in addition to
conventional methods. Forty-three C. difficile isolates were investigated for antimicrobial
resistance by gradient test and agar dilution method, toxin genes and bacteriophages by
polymerase chain reaction (PCR) and clonal relationship by variable-field gel
electrophoresis (PFGE). The sensitivities of the isolates for vancomycin, metronidazole,
moxifloxacin and clindamycin were 100%, 100%, 90% and 60%, respectively. The
minimum inhibitory concentration (MIC) values of erythromycin, tigecycline and
fidaxomicin were determined between 0.25->256 pg/mL, <0.016-0.047 pg/mL and 0.008-
0.25 pg/mL, respectively. Fourteen (32.6%) of the isolates were positive for tcdA, tcdB,
cdtA, cdtB genes, 11 (25.6%) were positive for tcdA, tcdB, cdtB genes and 18 (41.9%)
were positive for tcdA, tcdB genes. By PCR, it was determined that 31 of the isolates
carried Myovirus, 17 carried Syphovirus and, 10 carried both holin genes together. The 38
isolates positive by PCR were induced with Mitomycin C and phage lysates were shown to
infect at least one host. The similarity of 43 isolates by PFGE was 39.3%, the presence of
multiple clonal groups and only six isolates in total were found to be 100% similar
regardless of source (i.e. clinic and outpatient). According to the literature, this is the first
study in Turkey in which clonal relationships, susceptibility to fidaxomycin and
bacteriophages of C. difficile isolates were determined by PFGE. We believe that the
findings obtained and comprehensive studies with more clinical isolates may contribute to
a better understanding of the epidemiology, prevention and treatment of C. difficile

infections and reduce the burden of CDE on the global health system.

Keywords: Antibiotic resistance, Bacteriophage, Clostridioides (Clostridium) difficile,

PFGE, Toxin genes
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1. GIRIS ve AMAC

Clostridioides (Clostridium) difficile, hafif ve/veya siddetli ishal, kolon
perforasyonu, psddomembrandz kolit, toksik megakolon ve 6liime kadar degisebilen ¢esitli
Klinik tablolara neden olan, gram pozitif, anaerob, sporlu bir bakteridir (1). C. difficile
tarafindan tiretilen baslica virlilans faktorleri, toksin A ve toksin B olarak bilinen ve ¢ogu
viriilan izolat tarafindan kodlanan iki biiyiik klostridial toksindir. Toksin A ve toksin B,
kromozomun patojenite lokusu veya PalLoc olarak bilinen =19.6 kb’lik bir bolgesinde yer
alan sirasiyla tcdA ve tcdB genleri tarafindan kodlanir (2). Epidemik tipler, tcdA ve tcdB’
ye ek olarak binary toksini de kodlar. Binary toksin, pozitif diizenleyicisi CdtR’yi de
kodlayan belirli bir genomik lokusta (CdtLoc) cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlanir (3).

C. difficile enfeksiyonunun (CDE) etkeni olan bakteri, bircok iilkede saglik
hizmetiyle iliskili enfeksiyon ve ishalin 6nde gelen nedenlerinden biridir. ABD Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), C. difficile’yi ilk olarak 2013 yilinda daha sonra
2019 yilinda yayinladig1 antibiyotige direngli patojenler arasinda, acil tehdit listesine
almistir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde her yi1l 200.000°den fazla hastaneye yatis
ve 1 milyar ABD dolar tutarinda saglik hizmeti maliyeti ile iliskilidir (4-6). CDE’den,
altta yatan hastaliklar1 olan ve yakin zamanda antibiyotik tedavisi alan yash hastalar daha
cok etkilenmekte, bu da hastanede yatis siliresinin uzamasina ve asirt mortaliteye neden
olmaktadir. Son yillarda, saglik tesislerinin disindan da CDE vakalar1 bildirilmektedir.
Nozokomiyal CDE’nin aksine, toplumdaki hastalar daha geng, antibiyotik kullanim siklig1

daha az ve maruz kalma yollar1 genellikle bilinmeyen hastalardir (7).

C. difficile izolatlari, PCR-ribotipleme, degisken alanli jel elektroforezi (PFGE),
restriksiyon endoniikleaz analizi (REA) ve coklu lokus degisken tandem tekrar sayisi
analizi (MLVA) gibi tipleme yontemleri kullanilarak ayirt edilebilir. Her bakteri tiiriinde
oldugu gibi, farkli cografi bolgelerde ve zaman araliklarinda farkli tiirler baskin
olabilmektedir (8). Bu tipleme yontemlerinin kullanimi, C. difficile’nin tanimlanmis
izolatlarinin son on yilda ortaya c¢iktigini, baskin oldugunu ve bunun bir¢ok {ilkede
salginlara yol actigini ortaya koymustur. Bu salginlara neden olan izolatlar, insanlarda
REA tipi BI/PFGE tipi NAP1/ribotip 027 (BI/NAP1/027) ve hayvanlarda ribotip 078
izolatlaridir (9).

C. difficile enfeksiyonlarinin tedavisi igin Onerilen baglica antibiyotikler;

metronidazol, vankomisin ve fidaksomisindir. Enfeksiyonu tetikleyen antibiyotiklerin
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kullaniminin durdurulmas: ve klinik gozlem, antibiyotiklerin neden oldugu cok hafif
CDE’yi tedavi edebilir. Hafif ve orta derecede CDE’li hastalar oral metronidazol ile tedavi
edilebilirken, siddetli veya komplike enfeksiyonlar i¢in oral vankomisin onerilir (1). CDE
tedavisinde kullanilan metronidazol ve vankomisin dahil olmak iizere hemen hemen her
antibiyotik CDE gelisimi ile iliskilendirilmektedir. Genis spektrumlu penisilinler ve
sefalosporinler, klindamisin ve florokinolonlar, CDE’yi diger antibiyotiklere gore daha

yiiksek oranda tetikleme riskine sahiptir (10).

Antimikrobiyal direnci C. difficile’de de tehdit olusturmaktadir. Az sayida olsa bile
metronidazol, vankomisin, fidaksomisin, meropenem ve piperasilin-tazobaktama karsi
diren¢ bildirilmistir. CDE tedavisinde alternatif ilaglardan biri olan tigesiklin direnci,
rifampisin direncinden daha diisiiktiir. CDE gelisimi i¢in yliksek riskli antimikrobiyaller
olan ikinci nesil florokinolonlar ve klindamisine yiiksek diizeyde direnc¢ goriilmektedir.
Amoksisilin/klavulanata karst hemen hemen hi¢ diren¢ goriilmedigi, insan klinik C.

difficile izolatlarinin beste birinde tetrasiklin direnci oldugu bildirilmistir (11).

Antibiyotiklere kars1 gelisen direncler coklu ilaca direngli patojenlerin ortaya
cikmasina sebep olmaktadir. Bakteriyofajlar (fajlar) ile yeni-eski bir antibakteriyel strateji
olan faj tedavisi gelistirilmektedir. Fajlar, ¢oklu ilaca direncli enfeksiyonlar1 azaltabilen
coklu antibakteriyel efektor islevlere sahip wviriislerdir (12). Fajlarin dar konakei
araliklarina sahip olmalari terapdtik fajlarin kullanimindaki 6nemli avantajlardandir. Fajlar,
CDE’yi tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan ve ayni zamanda bagirsak disbiyozunu
siddetlendiren vankomisin gibi bazi antibiyotiklerin sergiledigi genis spektrumunun aksine
dar spektrumludur. C. difficile’de faj tedavisi, fajlar tarafindan siklikla sergilenen oldukga
spesifik bakteriyel konak¢1 araliklarindan yararlanarak C. difficile’i ortadan kaldirilacak,

ancak mikrobiyotaya zarar vermeyecektir (13).

C. difficile giinimiizde ciddi oranda artis gosteren bir patojendir. C. difficile
toksinlerini tespit etmek i¢in bircok ticari hizli enzim immiinolojik test mevcuttur.
Uygulanmalari kolay, ayn1 giinde hizli sonug¢ veren ve nispeten ucuz olduklarindan yaygin
olarak kullanilirlar, ancak bu testlerin duyarliligt daha diisliktiir. Toksijenitenin
saptanmastyla iliskili digk: kiiltiirii, potansiyel olarak daha yararli bir tan1 testidir, ancak
izolasyon i¢in Ozel besiyeri, yogun emek ve uzun zaman gerektirir. Anaerobik kiiltiir
yapilan ve anaerobik izolatlarin duyarliligini arastiran laboratuvar sayist da azdir. C.

difficile i¢in rutin diski kiiltiiriiniin yapilmamasi, epidemiyolojisi, antimikrobiyal direnci



gibi bircok Ozelligi ile ilgili bilgilerin sinirli kalmasina neden olmustur. Rutin
incelemelerde digki 6rneklerinde toksin tarama testleri ile toksin saptanamamasina karsin,
kiiltiir islemi ile C. difficile izole edilebilmekte, antibiyotik direnci saptanabilmekte, salgin
arastirmasi ve izolatlarin epidemiyolojik incelemesi yapilabilmektedir. Son yillarda artan
direng oranlar1 ve dramatik olarak degisen epidemiyolojisi de kiiltiir yapilmasin1 gerekli

hale getirmektedir (14-17).

Hastaligin daha ciddi seyirine, yiiksek niikks ve Olim oranlarina neden olan
hiperviriilan izolatlarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte C. difficile ile iliskili ciddi hastaliklarin
artist hiz kazanmigtir (18). Hiperviriilan izolatlarin belirlenmesi, yayilim potansiyeli

nedeniyle ulusal ve uluslararasi diizeyde biiyiikk 6nem tasimaktadir (19).

C. difficile enfeksiyon tedavisinde ilk se¢enek olarak kullanilan metronidazol ve
vankomisine diren¢ giderek artmaktadir (11). 2011 yilindan itibaren kullanilmaya baslanan
fidaksomisin C. difficile enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in 6zgiil ve dar spektrumlu bir
antibiyotik secenegidir (20). Fidaksomisin duyarliligi ile ilgili, diinyada smirli sayida

calisma varken Tiirkiye’de ise ¢aligma bulunmamaktadir (11).

C. difficile izolatlarinda son yillarda antibiyotiklere kars1 artan diren¢ karsisinda,
yeni alternatif tedavi yontemleri aranmaktadir. Yeni tedavi yaklasimlarindan birisi olan faj

terapisinin temelini, bakteriyofaj izolasyonu olusturmaktadir (13).

Bu ¢alismada, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarina toksin arastirilmasi igin
gelen diski  6rneklerinden C. difficile izolasyonu; izolatlarin toksin genlerinin,
antimikrobiyal direnglerinin, klonal iliskisinin ve bakteriyofajlarinin arastirilmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Clostridioides (Clostridium) difficile
2.1.1. Tarihce

Ilk kez 1935 yilinda Hall ve O’Toole tarafindan emzirilen bebeklerin diskilari
tizerinde yapilan mikrobiyolojik bir ¢aligmada tanimlanmistir. Arastirma ve izolasyondaki
zorluklar nedeniyle, bu anaerobik basil ilk kez tanimlandiginda Bacillus difficilis olarak
adlandirilmistir (21, 22). 1937°de bu yeni anaerobik bakterinin birkag izolatinin, tavsan ve
kobay gibi hayvanlarda toksin tirettigi gOsterilmis ve patojeniteleri saptanmistir (23).
Yeniden smiflandirilan bakteri C. difficile ismi ile 1938’de Clostridium cinsine dahil
edilmistir (22). 1940 yilinda bir yasin altindaki bebeklerde yapilan bir ¢alismada %15,4
oraninda C. difficile enfeksiyonu bildirilmistir (24). Farkli laboratuvarlardan insanlarda
patojen oldugu belirlenemeyen C. difficile izolati izole edildigi bildirilmistir. C.
difficile’nin insan viicudunda karakteristik toksinini diizenli olarak iiretmedigi veya insan
viicudunun bu toksinin oldiiriicii etkisine karsi belirgin bir sekilde duyarli olmadig

distintilmustiir (25).

Perirektal apsesi olan bir hasta da Bacteroides fragilis ve C. difficile
enfeksiyonlarina karst immun yanit, agliitinasyon testleri, Ouchterlony teknigi ve indirekt
immiinofloresan (IFL) teknikleri kullanilarak incelenmistir. Her {i¢ yontem de B. fragilis’e
kars1 antikor gosterirken, C. difficile’ye karsi antikorlar sadece indirekt IFL teknigi ile
gosterilmistir (26). 1976’da bebek ve yetiskinlerin diskilarindan C. difficile’yi izole etmek
icin  %0.1-0.4 p-kresol iceren Reinforced Clostridial Medium (RCM) besiyeri
kullanilmistir (27).

Ps6domembrandz kolit (PMC) ilk olarak 1893 yilinda geng bir kadinda ameliyat
sonras1 komplikasyonu olarak antibiyotiklerin kesfinden dnce tanimlanmistir. Tedesco ve
ark.’lart (28) 1974’te, 200 klindamisin kullanicisinin degerlendirildigi prospektif bir
calismada, %21’inde ishal ve endoskopi sonucunda yaklasik yarisinda (%10) PMC
oldugunu bildirmislerdir. Antibiyotik kullanimina bagli PMC olabilecegi ihtimalini ortaya
koymuslardir. 1977°de ABD’deki bir laboratuvarda, PMC hastalarinin digkisinda C.
sordellii antitoksin tarafindan nétralize edilen bir toksin tammmlanmstir. ingiltere’den

Larson ve Price tarafindan da benzer bir ¢alisma yayinlanmistir (29-31).



Mart 1978’de, toksijenik Clostridia’nin PMC’nin nedeni oldugu bildirilmistir.
Nisan 1978’de C. sordellii antitoksin tarafindan nétralize edilen bir PMC hastasinin
diskisindan C. difficile izolasyonu yapildigi gosteren ¢alisma yayinlanmistir. Mayis
1978’de PMC’li ¢ok sayida hastanin digkilarindan C. difficile izolasyonu bildirilmistir (31).
Daha sonrasinda C. difficile’yi bildiren bir dizi ¢aligma yaymlanmis ve 1990’larin patojeni
haline gelmistir. 2000’lerin basinda, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yeni bir hiperviriilent
sus olan PCR-ribotip 027’nin ortaya ¢ikmasiyla iligkili olarak CDE’nin insidans, siddet ve
6liim oraninda artis rapor edilmistir. C. difficile, saglik bakim ortamlarinda antibiyotige
bagli enfeksiyonlarin baslica nedeni olarak kabul edildiginden, artik diinya ¢apinda bir halk

saglig1 sorunu haline gelmistir (22).

Son yillarda yeni nesil dizileme teknolojilerinin kullanilmasiyla C. difficile’nin
Peptostreptococcaceae familyas: ile yakindan iligkili oldugu ortaya konulmustur. Bu
nedenle, C. difficile’nin yeni bir Peptoclostridium cinsine atfedilmesi ve C. difficile’nin
Peptoclostridium difficile olarak yeniden adlandirilmasi Onerilmistir. Yeni Onerilen
Peptoclostridium cinsi, Gram pozitif, hareketli, spor olusturan zorunlu anaeroblardir. Tim
suslar mezofilik veya termofiliktir, notr ila alkali pH’da biiyilir ve oksidaz ve katalaz-
negatiftir. Genomik DNA’nin G+C igerigi %25 ila 32 mol arasinda degigsmektedir (22).

Spor olusturan, toksin iireten basil 2016 yilinda resmi olarak Clostridioides difficile
olarak yeniden adlandirilmigtir. Yeni isim, bu tiir ile Clostridium cinsinin diger iyeleri

arasindaki taksonomik farkliliklart yansitmaktadir (10, 32).
2.1.2. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Gram pozitif, peritrik kamgilara sahip, genellikle hareketli, 0.5-1.9x3.0-16.9 um
boyutlarindadir. Oval sekilde sporlar subterminal yerlesim gostermektedir. Spor
germinasyonuna %0.1 sodyum taurokolat yardimci olur. C. difficile’nin sporlari 1siya ve
kuruluga dayaniklhidir. Bu 06zellik, olumsuz ortamlarda uzun silire hayatta kalma ve
dezenfeksiyona direng saglar. Uygun kosullarda spor olusumu tersine ¢evrilir ve bakteriler
vejatatif forma doner. Kolonileri 2-5 mm, dairesel, bazen rizoid, diiz veya diisiik konveks,
opak, grimsi veya beyazimsidir. Uzun dalga boyundaki ultraviyole 151k altinda ugucu bir
soluk yesil floresan iretir. Tipik 6zelliklerinden biri de p-kresol {iretiminin neden oldugu at
giibresine benzer kokusudur. Biiyiime i¢in optimum sicaklik 30-37°C’dir, bununla birlikte
25°C ve 45°C’de de gerceklesebilir. Fruktozu kullanabilirler, amigdalin, arabinoz, galaktoz,

glikojen, inositol, iniilin, laktoz, maltoz, melezitoz, rafinoz, ramnoz, riboz, nisasta ve
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sukrozu kullanamazlar. Sellobiyoz, salisin, sorbitol, trehaloz ve ksilozun kullanimi i¢in
zayif reaksiyon gergeklesir. Prolin, aspartik asit, serin, 16sin, alanin, treonin, valin,
fenilalanin, metiyonin ve izol6sin biiyiime igin kullanilir; 5-aminovalerat ve a-aminobutirat
tiretilir. Hubert ve ark.’lari, karbon ve enerji kaynagi olarak sec¢ilmis aminoasitler, eser
miktarda fruktoz (%0.1), biiyiime uyaricist olarak %2 safra, 16 pg/ml sefoksitin ve 500
pg/ml streptomisin iceren bir ortam ile florayr azaltarak, diskidan izolasyonunu
gerceklestirmislerdir. Izolasyonunda sikloserin, sefoksitin, fruktoz ve yumurta saris1 iceren
agar daha sik kullanilan bir besiyeridir. Pepton yeast ekstrakt glukoz (PYG) agar
kiiltiirlerinde bol miktarda gaz ve susa bagli H2S tiretir. Amonyak iiretir (32, 33).

2.1.3. Viriilans Ozellikleri ve Patogenez

Direngli sporlar tarafindan kontaminasyondan sonra enfeksiyon gelismesi i¢in ana
risk faktorii, sporlarin germinasyonuna izin vererek bagirsak mikrobiyotasinin bozulmast
ve bariyer etkisinin zarar gérmesidir. Bu, esas olarak genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanimindan sonra ortaya c¢ikar. Bagirsak kolonizasyonunun, konak¢i yanitina karsi

bakteriyel diren¢ ve mukozaya bakteriyel adhezyon tarafindan yonetilmesi muhtemeldir

(34).

Mukozal yiizeyleri kolonize eden bakteriyel patojenler, bu bolgelerde bol miktarda
bulunan antimikrobiyallere karsi diren¢ kazanmistir. Mukozal yiizeylerde bulunan ana
antimikrobiyallerden biri, bakterilerin peptidoglikan omurgasini hidrolize eden bir
muramidaz olan lizozimdir. Peptidoglikan omurgasinin béliinmesi, enfeksiyon bolgesinde
peptidoglikan da dahil olmak {izere bakteriyel fragmanlar1 serbest birakan bakteri hiicre
oliimiine ve lizise yol agar (35). C. difficile, in vitro olarak lizozime dogal olarak oldukg¢a
direnglidir ve bu durum peptidoglikanin yiiksek deasetilasyon hiziyla iliskili olabilir (36).
Ho ve ark.’lar1 (37), GIcNAc kalintisinin daha fazla deasetilasyonunun alt inhibitor lizozim
konsantrasyonlar1 tarafindan indiiklendigini ve lizozime kars1i ek direng seviyesine
dogrudan katkida bulundugunu bildirmistir.  Deasetilasyona deasetilaz  PdaV
(CD630_15560) aracilik eder ve Ekstra Sitoplazmik Fonksiyon (ECF) sigma faktorii oV

tarafindan diizenlenir.

Pozitif yiikleri negatif yiiklii bakteriyel membranlarla etkilesimi kolaylastiran
katyonik antimikrobiyal peptitler (CAMP) bir diger antimikrobiyallerdir. Teikoik asitlerin
D-alanil esterifikasyonu ile bakteri ylizeyinin pozitif yiikiiniin artmasi CAMP’lerin

etkinligini azaltan bir durumdur. Hiicre duvarinda gerceklesen bu modifikasyona dlt
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operonu aracilik eder. C. difficile’in erken konakg¢i immiin yanitlarindan kagmasinin da

onemli bir rolii oldugu disiiniilmektedir (38, 39).

Konak bakteri adezyonu, ylizey proteinleri olan bakteriyel adezinler ile
gerceklesmektedir. C. difficile adezinlerinin 6nemli bir kismi1 Cwp ailesine aittir. SLP
proteinleri, Cwp84 sistein proteaz, Cwp66 adezini, CwpV proteini, fibronektin baglayici
protein Fbp68, kollajen baglayici protein CbpA, Lipoprotein CD630 08730 ve 1s1 sok
proteini GroEL 6nemli adezinlerdir. C. difficile bir flagella sayesinde hareket 6zelligine
sahiptir. C. difficile, abiyotik yilizey iizerinde bir biyofilm olusturabilir, ancak saglamligi
suslar arasinda degisir. Hareket 6zelligi ve biyofilm olusturma yeteneginin patogeneze

yardimet oldugu diistiniilmektedir (34).

2.1.4. Toksinleri

C. difficile toksin A (TcdA) ve toksin B (TcdB), hiicre iskeleti organizasyonunda ve
diger hiicresel fonksiyonlarda yer alan GTP baglayici proteinleri (RHO alt ailesi) inaktive
eden glukosiltransferazlardir. Bu aktivite, bu toksinlerin bagirsak gegirgenligini
degistirmek ve CDE ile iligkili karakteristik inflamasyona aracilik etmek {izere hareket

ettigi birincil mekanizmadir (33, 40, 41).

C. difficile’nin iki temel toksini; 308 kDa biiyiikliigiinde olan TcdA ve 270 kDa
biiyiikliigiinde olan TcdB’dir. Konak hiicrelerde Rho, Rac ve Cdc42’yi etkisiz hale getiren
glukosiltransferazlardir. TcdA ve TcdB toksinleri, Clostridium sordellii 6ldiiriicii toksin
(TesL) ve hemorajik toksin (TcsH) ve Clostridium novyi alfa toksini (Tcna) ile birlikte
biiyiik clostridial toksinler grubunu olusturur. TcdA ve TcdB, kromozomda patojenite
bolgesinde kodlanir. Cevresel uyaranlara yanit olarak ge¢ log ve duragan fazlarda ifade
edilir. tcdA ve tcdB’yi kodlayan genler ~19.6 kb’lik bir patojenite lokusunda yer alan tekli
acik okuma cergevelerinde bulunur. tcdA, 8.133 niikleotit ve tcdB, 7.098 niikleotitlik bir
dizi ile yakin bir konumdadir ve ayn1 yonde kopyalanir. Bu patojenite lokusu iizerinde yer
alan toksin iiretilmesi veya hiicreden salinmasinda onemli rol aldig1 diisiiniilen {i¢ agik
okuma c¢ergevesi bulunmaktadir. tcdC, tcdA’nmin sonrasinda bulunur, tcdA ve tcdB
genlerinin tersi yoniinde kopyalanir. tcdC erken eksponansiyel fazda yiiksek oranda
eksprese edilir ancak biiylime duragan faza gectikge azalir. Bu azalig, TcdA ve TcdB’nin
artisina karsilik geldigi i¢cin TcdC’nin toksin iiretiminin negatif diizenleyicisi olarak islev
gorebilecegini disiindiirmektedir. tcdD, tcdB’nin oncesinde bulunur ve her iki toksin
geniyle koordineli olarak ifade edilir. TcdD, DNA baglayici proteinlere benzer ve deneysel
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olarak tcdA ve tcdB’nin promotdr baglayict bdlgelerini igeren promotdr reporter
fiizyonlarinin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. TcdD, toksin ekspresyonunun pozitif
diizenleyicisi olarak gorev yapabilir. TcdD’nin ekspresyonu ¢evresel kosullara duyarhdir,
glikoz tarafindan baskilanir ve duragan fazda 6nemli 6l¢iide artar. TcdE’yi kodlayan gen,
tcdB ve tcdA arasinda konumlanir, holin proteinleri ile homoloji gosterir. C. difficile hiicre
duvarinin gecirgenlestirilmesi yoluyla TcdA ve TcdB’nin salinmasint kolaylastirdig:

tahmin edilmektedir (40, 42, 43).

C. difficile’nin TcdA ve TcdB’nin aktin degistirici aktivitesinin ayni zamanda
ADP-ribosiltransferaz aktivitesinin bir sonucu olup olmadig arastirilmistir. ADP-
ribosiltransferaz aktivitesi, sitotoksisite (TcdB) ve enterotoksisiteye (TcdA) ek olarak
binary toksine sahip tek izolat kesfedilmistir. 1977°de bu toksinin enzimatik aktivitesini
(CDTa) ve baglanmasini (CDTb) kodlayan genler dizilenmistir. Cdt lokusu veya CdtLoc
olarak adlandirilan 6.2’lik bolge hem toksin genlerini (cdtA ve cdtB) hem de diizenleyici
proteini (cdtR) kodlayan geni icermektedir. CDT, ikili ADP-ribosile edici toksinler ailesine
aittir. Bu toksin ailesinin diger iiyeleri, C. botulinum C2 toksini, C. perfringens iota toksini,
C. spiroforme toksini ve B. cereus/thuringiensis vejetatif insektisit proteinlerdir. Tiim bu
toksinler iki ayr1 toksin bileseninden olusur. Bir bilesen, biyolojik olarak aktif bilesendir.
Aktini modifiye etmek icin ADP-ribosiltransferaz aktivitesine sahiptir ve ikinci bilesen,
toksinin konak¢t hiicrelere baglanmasinda yer alir. Enzim bileseninin sitozole

translokasyonundan sorumludur (44).
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Sekil 1. C. difficile’nin PaLoc ve CdtLoc’da genlerin dizilimi (Mathur’dan, 45)

2.1.5. Enfeksiyonlari

C. difficile enfeksiyonlariin belirtileri ¢ok ¢esitlidir. Asemptomatik tasiyiciliktan
yasami tehdit eden toksik megakolona kadar degisen genis bir klinik yelpaze gosterir.
Enfeksiyon ve kolonizasyon, ciddi semptomlarin gelismesi i¢in tek 6n kosul degildir.
Gerekli olan, mikrobiyotanin biiyiik dlgiide bozulmasi, risk faktorleri ve mikrobiyotanin

bozulmasinda 6nemli bir role sahip olan antibiyotiklerin kullanilmasidir (46, 47).

C. difficile toksinleri igin pozitif testlerin, aktif hastaligin gostergesi oldugu ve
toksinlerin klinik semptomlardan sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Toksin testleri
pozitif olan hastalar semptomsuz olabileceginden, CDE teshisinde toksin testleri tek
baglarina yeterli degildir. Semptomatik CDE tanisi igin, ishal semptomlarinin varlig
(ardisik 24 saat veya daha kisa siirede li¢ veya daha fazla sekilsiz digki) ve C. difficile
toksinleri i¢in pozitif bir digki testi sonucu veya toksijenik C. difficile tespiti,

psddomembrandz koliti gosteren kolonoskopik bulgularin olmasi gerekmektedir (48).
2.1.5.1. Asemptomatik Kolonizasyon

C. difficile veya C. difficile toksinlerinin varligi asemptomatik CDE olarak kabul
edilmektedir. Asemptomatik C. difficile kolonizasyonunda ilk asama, C. difficile
sporlarinin  yutulmasidir. Sporlar mide asidinde hayatta kalir ve kolonun anaerobik

ortaminda vejetatif hiicrelere doniisiir. Vejetatif C. difficile hiicreleri, kolonik hiicre disi



matrisin flagella ve enzimatik bozunmasini kullanarak kalin bagirsaktaki mukus tabakasina
nifuz eder. Vejetatif C. difficile hiicreleri ile kolonizasyonun meydana gelmesi igin,
genellikle bu bakteriye karst kolonizasyon direnci saglayan normal bagirsak

mikrobiyotasinda bir bozulma olmalidir (48).

Bu durum hastane ortaminda 6zellikle yogun bakim ve cerrahi boliimlerinde tedavi
goren hastalarda ¢cok hizli yayilmaktadir. Asemptomatik vakalarin ¢ogu herhangi bir klinik
bulgu vermeden ilerler. C. difficile’nin tasiyicilik evresinde, hastaligin semptomlarinin

siddeti ve siklig1 sinirlidir. Asemptomatik tasiyicilarin tedavisi 6nerilmemektedir (47).
2.1.5.2. C. difficile ile iliskili ishal (CDAD)

Hastanelerde gelisen ishal vakalarinin biiyiik bir kisminin etkeni C. difficile’dir.
Ishal ¢ogunlukla enfeksiyondan 48-72 saat sonra ortaya cikar. Siddetli karin agris1 ve
kramplar da ishale eslik eder. Gilinde 10-15 bagirsak hareketi ile birlikte cok sayida
diskilama elektrolit ve su dengesinde degisikliklere neden olur (47).

2.1.5.3. C. difficile ile Tliskili Kolit (CDAC)

Semptomlar C. difficile ile iliskili ishalde goriilenlere benzerdir. Ayrica
semptomlara pireksi ve lokositoz (beyaz kiire sayist 15 x 10%L) eslik eder. Fizik
muayenede, CDAC’de en sik goriilen bulgu abdominal hassasiyettir.. Onemli diizeyde
dehidrasyon ve digkida gizli kan testi pozitif olabilir. Kolonoskopide, bagirsak duvarinda
eritemat6z mukoza, belirgin friabilite ve temas halinde kanama gibi ayirt edici degisiklikler

gozlemlenebilir (47).
2.1.5.4. Psodomembranoz Kolit

C. difficile enfeksiyonunun en iyi bilinen seklidir. Endoskopi sirasinda kolon
mukozasinda ve bazen terminal ileumda erken tani i¢in temel teskil eden karakteristik sar1
bir plak goriilebilir. Bu plaklar, serum proteinleri, mukus ve enflamatuar hiicrelerin
salmmmin tetikleyen mukoz membranlarin kiigiik iilserasyonlaridir. Lezyondan alinan
biyopsilerde lenfositler bulunur. Eslik eden semptomlar arasinda siddetli karin agrisi,
dehidrasyon ve siklikla hipoalbuminemi (<30 mg/L) bulunur. Enfeksiyonun potansiyel
toksik etkilerinden dolayi, psddomembrandz kolitli hastalarda uygun tibbi tedavinin
baslatilmas: esastir. lyilesen hastalarin yaklasik %10-25’inde niiksler meydana gelir.
Siklikla, re-enfeksiyon ¢ok daha siddetli olabilir ve miiteakip psédomembrandz kolit

ataklarina daha biiyiik bir yatkinlik vardir (47).
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2.1.5.5. Fulminan Kaolit

Genel olarak, kolitin dogal ilerlemesi, kisinin bir tedavi plani tasarlamasina ve
izlemesine izin verir; ancak bazen fulminan bir form gelisebilir. Inflamatuvar bagirsak
hastaliginin bu formu, hastalarin sadece %3-8’inde gelisir. ishal, hastaligin seyrine bagl
olarak, gilinde birkag epizottan gastrointestinal sistemin tamamen tikanmasina ve
dilatasyonuna kadar énemli 6lgiide degisebilir. Ikinci durumda, bu hastalarda Sliim orani
cok yiiksek oldugundan ve ozellikle yash hastalarda %60°’a ulasabildiginden, acil cerrahi
miidahale gerekir (47).

2.1.6. Laboratuvar Tanis1

C. difficile enfeksiyon tanisi C. difficile’nin mikrobiyolojik kanitlari ile dogrulanan
belirti ve semptomlarin bir kombinasyonuna dayanir. Baska bir nedenin yoklugunda toksin
treten C. difficile ve toksinin diskida bulunmasi, psédomembranéz koliti gdsteren
kolonoskopik, histopatolojik bulgularin varlig ile tan1 konulur. Laboratuvar testleri tek
basina asemptomatik kolonizasyon ile enfeksiyonun klinik semptomlar1 arasinda ayrim

yapamaz (33, 49, 50).

Aciklanamayan ve 24 saat icinde yeni baslayan >3 sekilsiz digkis1 olan hastalar,
CDE testi igin tercih edilen hedef popiilasyondur. Bebeklerde toksijenik C. difficile’nin
asemptomatik tasiyiciliginin yiiksek prevalansi nedeniyle, yenidoganlarda veya <12 aylik
diyareli bebeklerde CDE testi asla rutin olarak onerilmemelidir. C. difficile testi, diger
enfeksiydz veya enfeksiyoz olmayan nedenler ekarte edilmedik¢e 1-2 yasindaki ishalli
cocuklarda rutin olarak yapilmamalidir. >2 yasindaki ¢ocuklarda, uzamis veya kotiilesen
ishali ve risk faktorleri veya ilgili maruziyetleri bulunan hastalar i¢in C. difficile testi
onerilir. Epidemiyolojik ¢alismalar disinda ayni ishal epizodu sirasinda tekrar testi (7 giin

icinde) ve asemptomatik hastalarda digki testi yapilmamalidir (51).

C. difficile enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda kullanilabilecek bircok farkli
yaklasim vardir; ancak, tani i¢in en 1yi standart laboratuvar testi belirlenmemistir. CDE’nin
laboratuvar tanisi, mikroorganizmanin kendisini hedefleyen kiiltir ve glutamat
dehidrojenaz (GDH) antijen testi, diskida C. difficile toksinlerinin varligini hedefleyen
sitotoksisite notralizasyon testi (CCNA), enzim immiinoanalizleri (EIA’lar) ve toksin
genlerini hedefleyen molekiiler yontemler gibi birka¢ teshis yontemi mikrobiyoloji

laboratuvarlarinda kullanilmaktadir. CDE’yi teshis etmek icin tercihen iki veya ii¢ asamali
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bir algoritma gerceklestirilir. Pozitif bir birinci test, bir veya iki dogrulama testi veya bir

referans yontemle onaylanir (33, 49).

Sitotoksin tespiti, 6zellikle ABD’de bir¢ok arastirmaci tarafindan standart tani
olarak savunulmaktadir, ancak optimal bir sonuca ulagmak i¢in hem kiiltiir hem de toksin
tespiti gereklidir. Digki orneklerinde dogrudan gaz sivi kromatografisi (GLC), lateks
agliitinasyon veya bilgisayarli tomografi taramas1 gibi dolayl testler 6nerilmistir. Fakat bu
testler, laboratuvar testlerine ek olarak kullanilmadik¢a kabul edilecek yeterli duyarlilik ve
Ozgiilliige ulasmamaktadir. Optimal bir bakteriyolojik tan1 i¢in, epidemiyolojik arastirma
durumu disinda sadece siv1 digki kabul edilmelidir. Sitotoksin aktivitesinin hizli bir sekilde
kaybolmasi nedeniyle, testlerin hizli bir sekilde gergeklestirilemedigi durumda, sadece taze
numuneler islenmeli ve bunlar 4°C veya altinda saklanmalidir (52). Hizli CDE
tanimlanmasi, hastaligin ilerlemesini onlemek icin uygun ve hizli tedavi ve ek
nozokomiyal vakalarin insidansini azaltmak i¢in zamaninda enfeksiyon kontrol

miidahaleleri i¢in olduk¢a 6nemlidir (33).

2.1.6.1. Kiltir

C. difficile’nin patojenitesinin belirlenmesinden sonra, diski Orneklerinden
izolasyon i¢in CCFA (sikloserin sefoksitin fruktoz agar) adli secici bir agar halen
laboratuvarda kiiltiir islemi ic¢in kullanilmaktadir. Secici ajanlar, 500 mg/L
konsantrasyonda sikloserin ve 16 mg/L konsantrasyonda sefoksitindir. Bazi ¢alismalarda,
bu konsantrasyonlar sirasiyla 250 ve 8 mg/L’ye disiiriilmistiir. Besiyeri orjinal
formiiliinde kan yerine yumurta sarist icermektedir. Digkilar dogrudan ekilerek anaerobik
ortamda 48 saat inkiibe edilir. Plaklarin anaerobik 6n inkiibasyonu, izolasyon oranini da
artirabilmektedir. Besiyerine %0.1 konsantrasyonda saf sodyum taurokolat veya kolatin
eklenmesi daha iyi bir spor germinasyonu saglar. C. difficile kolonileri, buzlu cam
goriiniimlii tipik morfolojiye sahiptirler ve at gilibresine benzeyen tipik kokular1 spesifiktir.
Besiyerine bagh degismekle birlikte ultraviyole 151k altinda koloniler sari-yesil veya agik
yesil floresan renkte goriilmektedir. C. difficile, biiyiik miktarlarda biitirik ve izo-kaproik
asit iceren tipik bir GLC profili gosterir. Ancak bu tiir cihazlar pek ¢ok laboratuvarda
bulunmamaktadir (52).

Diski1 oOrneklerinden C. difficile’nin  geri kazanimimi artirmak igin kiiltiir
yontemlerinde, 1s1 veya alkol soku 6n isleme tekniklerini ve sivi besiyeri zenginlestirme
adimlarini icermektedir. Mevcut besiyerlerinin kusurlu se¢iciligi ve hem toksijenik hem de
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toksijenik olmayan (yani, patojenik olmayan) C. difficile’nin digkidan izolasyonundan
dolay spesifik degildir. Siipheli tiim izolatlarin alt kiiltiirleri yapilmali ve toksin genlerinin
varligin1 veya toksin proteinlerinin ekspresyonunu tespit etmek i¢in bir dogrulama testi
yapilmalidir. C. difficile igin digk1 kiiltiirti yavastir ancak suslarin toksijenite agisindan test

edilmesine yardime1 olur ve epidemiyolojik arastirmalar1 yiiriitmenin tek yoludur (33, 52-
54).

2.1.6.2. Hiicre Kiiltiirii Sitotoksisite Yontemi (CCNA)

Sitotoksin tespiti, genellikle C. difficile enfeksiyonlarinin teshisi i¢in standart olarak
kabul edilir. Spesifikligi artirmak i¢in bir antitoksin kullanilarak C. difficile toksin B’nin
noétralizasyonuna dayanan, dogrudan hiicre sitotoksisite testidir. Bu yoOntem, diski
orneklerinde pikogram seviyelerinde toksini saptar ve kiiltiirlenmis hiicrelerin tek
tabakasina hazirlanmis bir digki 6rneginin (seyreltilmis, tamponlanmis ve filtrelenmis)
eklenmesiyle gergeklestirilir. C. difficile toksin B varsa, doku Kkiiltiiriinde hiicrelerin
yuvarlaklagmasiyla karakterize sitopatik bir etkiye sahiptir. Bu testte, 48 saatte hiicrelerin
>%50’sinde karakteristik degisiklikler goriiliirse ve etki antitoksin tarafindan engellenirse
sonug pozitif kabul edilir. Sitotoksik olan toksin B bu etkiden toksin A’ya gore daha fazla
sorumludur. Vero, Hep2, fibroblast, CHO ve Hela hiicreleri sitotoksin tespitinde
kullanilan hiicre hatlaridir. Yontemin bir¢cok avantaji olup, duyarli ve spesifiktir. Ayrica
diger Clostridial toksinleri saptayabilir. CCNA tarihsel olarak, 6zellikle toksin EIA’lar1
olmak {izere diger tahlillerin karsilastirilmasinda altin standart olarak kullanilmistir.
Bununla birlikte, diski kiiltiirii teknikleriyle elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda
duyarlihg %67 kadar diisiik olabilir. Ote yandan, EIA’e kiyasla nispeten yavastir.
Ozellikle az sayida drnek isleniyorsa, hem zaman alict hem de pahali olan hiicre hatlarmi
koruma gerekliligi, bagka bir dezavantajdir. Bu testin sonuglarinin yorumlanmasi 6zneldir
ve tecriibbe gerektirmektedir. CCNA’nin diger bir énemli siirlamasi, 6zellikle negatif
sonuglar i¢in sonug¢ verme siiresinin 6rnek laboratuvara geldikten sonra 72 saat gibi uzun
stirmesidir (33, 52, 54).

2.1.6.3. Enzim Temelli Immiinolojik Yontemler (EIA)

C. difficile tanisinda, enzim temelli immiinolojik yontemler ilk olarak 25 yil
oncesinde TcdA’y1 saptamak i¢in tasarlanmistir. Daha sonrasinda TcdA, TcdB, bakteriyel
antijen GDH’1 veya kombinasyonlarini saptayan testler, CDE i¢in en yaygin kullanilan

tanisal testler arasinda yerini almaktadir. CCNA veya toksijenik kiiltiir ile
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karsilastirildiginda, bu testler hizli, daha az zahmetli ve uzmanlik istemeyen yoniiyle
avantaj saglarlar. Fakat ozellikle toksinleri tespit etmek i¢in tasarlanmis olanlarin, bir
teshis yontemi olarak tek basma kullanim igin yeterli duyarliliktan yoksun oldugu
anlasilmistir. GDH’1 saptayan EIA’lar daha iyi duyarlilik gosterir ancak daha az spesifiktir.
Ciinkii GDH hem toksijenik hem de toksijenik olmayan C. difficile izolatlar1 ve ayrica
yakindan iligkili Clostridium tiirleri tarafindan eksprese edilir. GDH artt TcdA ve/veya

TcdB kombinasyonlarini saptayan testler genellikle daha iyi performans gosterir (33, 55-

60).

Cesitli calismalarda, toksijenik kiiltlir ve toksijenisitenin tespiti, CDE’nin teshisi
icin en hassas ve spesifik teknik olarak gosterilmistir. Diski 6rneklerinin CCFA’da
kiiltiiriniin ardindan sitotoksin testi veya EIA ile pozitif kolonilerin toksijenitesinin in vitro
tayini yapilir. EIA kitlerinin toksijenik kiiltiire kars1 cogu karsilagtirmasi, EIA’larin daha
diisiik performans gosterdigini gostermistir. Daha az duyarli olmakla birlikte, EIA’lar ayni
giin icinde sonu¢ verir ve bir tarama testi olarak kullanilabilir. EIA’lar kiiltiirle
birlestirilmeli ve pozitif bir kiiltiirde negatif EIA sonucu oldugunda izole edilen izolattan

EIA testi yapilarak tekrarlanmalidir (52).
2.1.6.4. Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri (NAAT)

Niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT’ler), C.difficile i¢in ilk kez yaklasik 15
yil once kullanilmaya baslanilmistir. Fakat testlere ilginin artist CDE’nin klinik ve
epidemiyolojik 6nemi ile dogru orantilidir. Digk1 orneklerinde C. difficile’nin tespiti igin
hem gercek zamanli PZR hem de DNA teknolojilerinin dongii aracili izotermal
amplifikasyonunu kullanan NAAT’ler ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir ve klinik laboratuvarlar tarafindan kullanilmaktadir. FDA onayli kitler
arasinda GeneOhm (BD), proGastro (Prodesse), GeneXpert (Cepheid) ve Illumigene
(Meridian) C. difficile gibi testler bulunmaktadir. Bu testlerden sonug¢ almak, ¢cogunlukla
yanlizca birkag saat slirer. Genel olarak FDA onayl tiim testler, toksin EIA’larindan ¢ok
daha hassas olup, yiikksek ozgiillik gostermektedir. Bu yontemler diskida toksijenik C.
difficile ile iligkili genleri tespit ederken, geleneksel CCNA’lar ve EIA’lar digkida C.
difficile toksinlerinin varligin1 saptar. Uzun siireli bakim hastalariin %50’ye kadarinin
toksijenik C. difficile ile asemptomatik olarak kolonize olabilecegi diistiniildiigiinde,
molekiiler yontemler kullanilirken klinisyen ve laboratuvarin ortak calismasi oldukc¢a

onemlidir. Diger bir dezavantaji, molekiiler testler diger testlere gore daha maliyetlidir (33,
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61). Alinan tim numuneler i¢in tek basina bir NAAT yerine, ¢ok adimli bir algoritmanin
parcasi olarak bir diski toksin testi ile kullanilmasi Onerilmektedir. Amplifikasyon testi

veya NAAT ve toksin testi gibi kombinasyonlar kullanilmalidir (51).

‘ CDE semptomlu hasta ‘ ‘ CDE semptomsuz hasta ‘ —_—> Test yapilmaz

Baslangig¢ testi ve aymi zamanda hasta izolasyon
testini baslatin: NAAT veya GDH EIA

| J

‘ Negatif | | Pozitif | if'| Toksin A/B ETA ‘4> | Negatif

ihtimaller:
* Tespit seviyesinin
altinda toksin seviyesi
l olan CDE
Yanlis Negatif Toksin
A/B EIA sonucu
*  C. difficile tasiyiciligi

| Dogrulanmis CDE |

Sekil 2. CDE teshisi i¢in 6rnek bir algoritma (Czepiel’den, 10)

2.1.7. Tedavi ve Korunma

Agikga antibiyotik kullaniminin neden oldugu, ¢ok hafif CDE disindaki enfeksiyon
durumlarinda antibiyotik tedavisi Onerilmektedir. Onerilen baslica antibiyotikler
metronidazol, vankomisin ve fidaksomisindir. Coklu tekrarlayan CDE icin fekal
transplantasyon tavsiye edilir. Kolon perforasyonu ve/veya sistemik inflamasyon ve
antibiyotik tedavisine ragmen klinik durumun koétilesmesi durumunda, kolon lavaji ile

birlikte total abdominal kolektomi veya diverting loop ileostomi dnerilmektedir (49).

C. difficile enfeksiyonu yatarak ve ayakta tedavi ortamlarinda yaygin bir ishal
nedenidir. Son birka¢ yilda, CDE’nin tedavi spektrumunda Onemli degisiklikler
goriilmektedir. En 6nemlisi CDE baglangi¢ epizodu i¢in metronidazol kullanimi yerine,

fidaksomisin ve bezlotoxumab eklenmesi ve mikrobiyal replasman tedavileridir (62).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan CDE icin onaylanmamis olmasina
ragmen, metronidazol eski IDSA (2010) ve gilincel ACG (2013) ve ECCMID (2009 ve
2014) kilavuzlarinda hafif ve orta dereceli CDE ig¢in oral birinci basamak tedavide

onerilmektedir. Fakat son ¢alismalar oral vankomisine gére metronidazolun etkisinin daha
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diisiik oldugunu gostermektedir. Hamile ve emziren kisilerde metronidazol Onerilmez.
Yaslilarda veya ek hastaligi olan hastalarda metronidazol kullanilmamalidir. 2018’de
yayinlanan giincellenmis IDSA kilavuzlarinda, metronidazol, sadece vankomisin veya
fidaksomisin yoklugunda, hafif veya orta dereceli CDE’nin ilk epizodu i¢in dnerilmektedir.

Intravendz metronidazol, fulminan CDE’de vankomisin (oral veya rektal veya her ikisi) ile
birlikte endikedir (49, 51, 63-65).

Vankomisin CDE tedavisinde FDA onayina sahiptir. Fulminan olmayan CDE’de
giinde dort kez olmak iizere 125 mg dozda 10 giin oral vankomisin standart tedavi olarak
kullanilmaktadir. Oral vankomisinin zayif emilimi, sinirlt sistemik maruziyete ve diskida
yiiksek konsantrasyona ulagsmasina neden olmaktadir. Bu ylizden fulminan enfeksiyon

disinda yiiksek konsantrasyonlarda kulanimi 6nerilmez (65).

Fidaksomisin, minimum sistemik absorpsiyona, gram-pozitif aerobik ve anaerobik
bakterilere karsi dar bir aktivite spektrumuna ve normal bagirsak mikrobiyotasi lizerinde
daha az etkiye sahip, oral bir makrosiklik antibiyotiktir. Fidaksomisin, C. difficile’ye kars1

bakterisidaldir. Metronidazol ve vankomisin bakteriyostatiktir (65-67).
2.1.8. C. difficile Enfeksiyonu icin Risk Faktorleri

En Onemli risk foktorii antibiyotik kullanimidir. Klindamisin, sefalosporinler,
karbapenemler ve florokinolonlar basta olmak {izere tiim antibiyotikler CDE ile
iligkilendirilmektedir. Antibiyotik sayis1 ve kullanim stiresi riski artiran faktorlerdendir.
Antineoplastik ajanlar, hastane veya huzurevi bakimi, ilerlemis yas, altta yatan hastalik
(Kanser, bobrek yetmezligi, vb.), gastrointestinal miidahaleler gibi durumlar enfeksiyon

riskini artirabilmektedir (68).
2.1.9. Epidemiyoloji

C. difficile enfeksiyonlarmin epidemiyolojisi, dzellikle hiperviriilan BI/NAP1/027
olarak tanimlanan salgin izolatlarinin ortaya ¢ikmasindan sonra 6nemli l¢iide degismistir.
Bu izolat, Kuzey Amerika, Kanada ve Avrupa’da biiyiik salginlara neden olmus ve

Avrupa’da diger PCR-ribotiplerinin (014, 001 ve 078 gibi) yerine ge¢mistir (1, 69).

2005 yilinda 14 iilkeden toksijenik kiiltiir sonucu pozitif olan hastalar ile Avrupa C.
difficile ¢alisma grubu bir ¢alisma gergeklestirmistir. 354 toksijenik izolat tanimlanmis, bu

izolatlarin %6’sm1 ribotip 027°nin olusturdugu ve 66 farkli ribotipe sahip olduklari tespit
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edilmistir. Calisgmaya Tiirkiye’den dahil edilen sekiz izolat ribotip 001 olarak
tanimlanmustir (14, 70).

Arjantin, Brezilya, Meksika, Sili ve Kosta Rika’daki caligmalarin ¢ogu, cesitli
kronik durumlar nedeniyle hastanede yatan yetiskin popiilasyonlarda gergeklestirilmistir.
Hastanede yatan popiilasyonlar bu caligmalarin temel amaci olsa da, toplumdan edinilmis
CDE yayginlik oranlarinin %18.7 ile %30 arasinda degistigi bulunmustur. Asya’da CDE
epidemiyolojisi, TcdA-negatif, TcdB-pozitif varyant izolatlarla baglantili olarak
degismektedir; en yaygin olarak bildirilen ribotipler 017 ve 018°dir. Japonya’da
retrospektif bir ¢alismada, 10.000 hasta giinii bagina 3.31 vaka olan insidansin, 10.000
hasta giinii basina 4.1 ila 9.8 vaka olan Kuzey Amerika veya Avrupa’dan daha diisiik
oldugu rapor edilmistir. Fakat 30 giinliik tiim nedenlere bagli 6liim oram1 %15 oldugu,
hastalarin %51.62’sinde ciddi CDE gelistigi ve bu oranlarin diger iilkelere gore daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Giiney Kore’de 2004’ten 2008’e kadar, iilke ¢capinda yapilan
bir arastirma, CDE insidansinin 1.000 yetiskin basvuru basina 1.7 vakadan 1.000 yetiskin
basvuru basina 2.7 vakaya yiikseldigini gostermistir. Baskin ribotipler 017 ve 018 olmak
tizere, Kuzey Amerika ve Avrupa’da daha yaygin olan 027 ve 078 ribotipleri de
bildirilmistir ve en yaygin binary toksin pozitif izolatlar da 078 ribotipte tespit edilmistir.
CDE, Cin’de hastanelerde diyare durumunda enfeksiyon tani testleri igerisinde
bulunmamaktadir, bu durum da insidansinin saptanmasinda az sayida ¢alisma bulunmasina
sebep olmaktadir. Antibiyotiklerle tedavi edilen hastanede yatan hastalarda, ishal 6rnekleri
lizerinde yapilan bir ¢alismada, kiiltire gore %30 C. difficile pozitifligi bildirilmistir.
Japonya ve Kore’deki calismalarla uyumlu olarak, baskin PCR-ribotipi 017 (%48),
ardindan 046 (%14) ve 012 (%14); epidemik PCR-ribotipleri 027 ve 078 gézlenmistir (71-
77).

2008 yilinda 34 Avrupa iilkesinden 106 laboratuvarin dahil edildigi ¢alismada ise,
CDE insidansi1 hastaneler arasinda degismekle birlikte ortalama 10.000 hasta giinii basina
4.1 olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada 65 farklt PCR-ribotipi tanimlanmis olup, en
stk ribotip 014/020 saptanmisg, ribotip 027'nin prevalansit %5 bulunmustur. Calismada
Tiirkiye’den test edilen 105 hastadan 4 (%4)’linde toksin pozitif bulunmus ve ortalama

10.000 hasta giiniinde 0.0 (0.0-0.6) olarak belirlenmistir (78).

17



2.2. C. difficile’de Kullanilan Molekiiler Epidemiyolojik Yontemler

C. difficile’nin tiplendirilmesi i¢in su anda kullanilan molekiiler tiplendirme
yontemleri, darbeli alan jel elektroforezi (PFGE), coklu lokus degisken tandem tekrar
sayist analizi (MLVA), PCR-ribotipleme, restriksiyon endoniikleaz analizi (REA) ve
multilokus dizi tiplendirmesi (MLST) dir (79).

2.2.1. Restriksiyon Endoniikleaz Analizi (REA)

Restriksiyon endoniikleaz analizi (REA), kromozomal DNA’nin kesici bir enzim
kullanilarak kesilmesidir. Kesilen DNA pargalar1 agaroz veya poliakrilamid jellerde
standart elektroforez ile ayrilir. REA’da HindIIl enziminin kullaniimi ABD’de de en
yaygin tiplendirme yontemidir. Zaman alici ve ¢ok sayida bantlarin varligi nedeniyle

yorumlanmasi zor bir yontemdir (79, 80).
2.2.2. PCR-ribotipleme

PCR-ribotipleme, 16S rRNA geninin 3’ ucunu ve 23S rRNA geninin 5’ ucunu
hedef alan primerler kullanilarak 16S-23S rRNA intergenik ara bolgesinin (ISR)
amplifikasyonudur. C. difficile i¢in kullanilan molekiiler tiplendirme yontemlerinin en
yaygiidir. C. difficile genomu, hem sayilari hem de intergenik bdlgelerinin biyiikligi
bakimindan farklilik gosteren ¢ok sayida 16S-23S rRNA operonu igerir. Boylece bu

bolgelerin amplifikasyonu ve ardindan elektroforetik ayrimidan olusmaktadir (79).
2.2.3. Coklu Lokus Degisken Tandem Tekrar Sayis1 Analizi (MLVA)

Coklu lokus degisken tandem tekrar sayisi analizi (MLVA), genom boyunca
dagilmis olan degisken sayidaki tandem tekrarlar1 (VNTR) hedef alir. Coklu tandem tekrar
(TR) lokuslar1 PZR ile hedeflenir ve lokus basina kopya sayist dizileme veya fragman
analizi ile belirlenir. Kullanilan TR lokusu sayisi 2 ila 12 arasinda degiskenlik

gostermektedir. TR lokusu sayist ne kadar fazla olursa yontem de o kadar ayirt edici
olmaktadir (79).

2.2.4. Multilokus Dizi Tiplendirmesi (MLST)

Multilokus dizi tiplendirmesi (MLST), genellikle yedi housekeeping geninin 400
ila 500 bp’lik intragenik sekanslarini kullanarak bir alelik profil vermek i¢in her gene bir
alelik tipin atanmasini igermektedir. Viriilans genleri bazen dahil edilse de, genellikle

housekeeping genler kullanilir. C. difficile igin ilk MLST semasinda, evrimsel iligkileri
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analiz etmek amaciyla yedi housekeeping gen (aroE, ddl, dutA, tpi, recA, gmk ve sodA),
daha sonra 6zellikle epidemiyolojik analizler i¢in gelistirilen bir yedi housekeeping gen

seti (adk, atpA, dxr, glyA, recA, sodA ve tpi) kullanilmaktadir (79, 81, 82).
2.2.5. Yeni Nesil Tiplendirme

Tiim genom dizilemenin, (WGS) maliyetinin diigmesi ile gelecegin altin standart
tiplendirme yontemi olmasi kaginilmazdir. WGS verilerinin tek niikleotid polimorfizm
analizi, incelenen tiirler arasinda ortak olan genlerin incelenmesini ve esasen MLST nin
blyiik oOlgekte gerceklestirilmesini igermektedir. Bu yontem hali hazirda salgin

arastirmalar1 ve biiyiik epidemiyolojik ¢alismalar i¢in kullanilmaktadir (79).
2.2.6. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (PFGE; Pulsed-fiels Gel Electrophoresis)

Degisken Alanli Jel Elektroforezi (PFGE), kromozomal DNA’nin restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilmesi ve bir fingerprint olusturmak i¢in bu
pargalarm elektroforez ile ayrilmasina dayanan bir yontemdir. Ugiincii nesil PFGE’de
biiyiikk pargalari verimli bir sekilde ayirmak igin counter-clamped homogenous electric
field (CHEF) kullanilmaktadir. Kurulum maliyeti yiiksektir ve karmasik, yavas
protokollerle yapilmaktadir. 1990’larda ¢ogu patojenin tiplendirilmesinde CHEF ile PFGE,
bliylik o6l¢iide ABD’de PulseNet’in (www.cdc.gov/pulsenet/) olusturulmasi ile altin
standart haline gelmistir. PFGE’nin C. difficile tiplemesi i¢in ayrim giiciiniin yiiksek ve
tekrarlanabilir oldugu kanitlanmistir. Fakat islem sirasinda DNA’nin bozunmasi ve
yorumlanamayan jel goriintiileri olusturmasi nedeniyle izolatlarin 6nemli bir orani bu
teknikle tiplendirilemez. Bu sorunlara ragmen, PFGE ABD ve Kanada’da CDC tarafindan
C. difficile i¢in birincil tiplendirme yontemi olarak benimsenmistir ancak ¢ok sayida
izolatin tiplendirmesi gergeklestirilememistir. Tiplendirilemeyen izolatlar i¢in modifiye bir
PFGE protokolii tasarlanmigtir. Diinyanin farkli diger bir¢ok bolgesinde ise, diger
yontemler PFGE’nin yerini almistir. C. difficile PFGE i¢in en sik kullanilan restriksiyon

endoniikleaz Sma I’dir, ancak farkli enzimler de zaman zaman kullanilmaktadir (79, 83).
2.3. Bakteriyofajlar

C. difficile enfeksiyonlariin, son 20 yilda artan insidansi ile direng oranlar1 ve ¢ok
sayida yaklagimin ortaya ¢ikmasiyla bu enfeksiyona karsi miimkiin olan en iyi tedavinin
belirlenmesine odaklanilmistir (1, 84, 85). Bakteriyosinlerin ve bakteriyofajlarin 6zellikle

C. difficile’i hedef aldig1 gosterilmistir (1).
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Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir. Bakterilerin bulundugu her
ortamda bulunabilirler, memeli bagirsagi bunlardan sadece biridir. Her bir fekal madde
grami1 basina 10*3-10* bakteri igermektedir ve bu fajlar igin énemli bir rezervuardir. Insan
bagirsagi, ¢ogu bakteriyofaj olmak iizere diski grami basina 108 adede kadar viral partikiil
icerebilmektedir (86).

Bakteriyofajlar, 1917°de kesfedildikten sonra bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmistir (13). Bakteriyofajlar, elektron mikroskobu ve
gelisen sekans yontemleri ile niikleik asit kompozisyonlari ve morfolojilerine gore
Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi tarafindan 1971°de siniflandirilmistir. 2012°de
bakteriyofajlar 7 takim ve 96 aile olarak kabul edilmistir. Clostridial tiirlerin

bakteriyofajlari genellikle Caudovirales takiminda yer almaktadir (87).

Faj terapisi C. difficile i¢in de arastirilmasi gereken konulardan biridir ve uygun
fajlarin gelistirilmesi zor olmakla birlikte ¢ekici bir tedavi segenegi olusturmaktadir. Fajlar,
hiicre reseptorlerine baglanarak DNA’sin1 hiicre i¢ine aktarmakta ve replikasyondan sonra
hiicre eriyerek yeni fajlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu enfeksiyon ve liziz siireci, tiim hedef
hiicreleri 6ldiirene kadar devam etmektedir. CDE tedavisinde faj terapisi, faj-bakteriyel
etkilesiminin spesifik olmasi, bagirsak mikrobiyotasini etkileme ihtimalinin az olmasindan
dolay1 bir avantaj olarak diisiiniilmektedir. Ayrica, fajlar enfeksiyonda kendi kendini
siirlayan bir sekilde ¢ogalmaktadir. Fajlar, ¢ogu antibiyotigin aksine dar spektruma
sahiptir. Antibiyotiklerin C. difficile biyofilmlerini yok etmede etkisiz oldugu bildirilmistir.
Fajlar, bakterilerin olusturdugu biyofilm yapilarini spesifik kodladiklar1 enzimleri ile
pargalamay1 gergeklestirebilmektedir. C. difficile fajlariin da C. difficile’nin biyofilmine
uygun spesifik enzimsel yeteneklere sahip olmasinin miimkiin oldugu tahmin edilmektedir

(13).
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3. GEREC ve YONTEM
3. 1. Gereg
3.1.1. Calisma Grubu

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarma Aralik
2017-Ekim 2020 tarihleri arasinda toksin arastirilmasi i¢in gonderilen 825 diski 6rnegi
calismada kulanildi.

3.1.2. Arag ve Gerecler

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na ait; dikey model otoklav (Kermanlar,
Istanbul), pastdr firmi (Niive FN 500, Tiirkiye), su banyosu (FG Bode & Co., Almanya),
siif II biyogiivenlik kabini (Powtech, Tiirkiye), 4 C buzdolab1 (Profilo), -20°C derin
dondurucu (Bosch, Almanya), -80°C sogutucu (New Brunswic Scientific Mod U570
premium, Thermo, ABD), 37°C’lik etiiv (Memmert M 421, Almanya), otomatik pipetler
(20 pL, 200 puL, 1000 pL) (Gilson, ABD), pipetman (isolab, Almanya), pH metre (Hanna,
Romanya), calkalayici su banyosu (Niive ST402, Almanya), manyetik karistirici (yellow'"
MSC basic C, ABD), vorteks (Isolab, Almanya), santrifiij (Sigma, Almanya), MALDI-
TOF MS (Bruker, Almanya), CrystalSpec™ nefelometre (Becton Dickinson Company,
ABD), mikrodalga firin (Vestel MW-23, Cin), buz makinesi (Hoshizaki, Japonya), hassas
terazi (EMB 200-3, Kern & Sohn GmbH, Almanya), termal dongii cihazi (Techne TC-512,
Ingiltere), elektroforez sistemi (RunOne™ giic kaynagi ve Embi Tec RunOne™
elektroforez tanki, ABD) elektroforez tanki (OWL Scientific Easy-Cast™ mini jel
elektroforez sistemi model B1A, ABD), dijital gii¢ kaynagi (Owl Separation Systems-
Lighting Volt™ Power Supply model OSP-300, ABD), ultraviyole (UV) illuminatdr
(Cleaver Scientific, MUV21-254/312, Ingiltere), 151k mikroskobu (Olympus CX31,
Japonya), jel dokiimantasyon sistemi (Bio-rad, ABD), Chef-DR Il Pulsed Field Jel
elektroforez sistemi (Bio-Rad, ABD), VersaDoc goriintiilleme sistemi (Bio-Rad, ABD),
deiyonize su cihazi (Barnstead, Istanbul) ve distile su cihaz1 (GFL, Ankara) gibi cihazlar

kullanildi.
3.1.3. Sarf Malzemeler

AnaeroPack ve kilitli posetler (Mitsubishi Gas Chemical Company, Inc., Japonya),
ependorf tiipler (1.5 mL), PZR tiipleri (0.25 mL), otomatik mikropipet uclar1 (10, 200 ve
1000 pL), cam erlenmayer ve cam siseler (100, 250, 500, 1000 mL), meziir (100, 250, 500,
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1000 mL), falkon tiipler (15 ve 50 mL), vida kapakli deney tiipleri, lam, lamel, plastik petri
kaplar1 (90 mm ¢apli), test tiip stand1 (Isolab, Almanya), seliiloz asetat filtre (0.22 um por
capl), serolojik pipetler (5, 10, 25 mL), pamuklu ekiivyon kullanildi.

3.1.4. Kimyasallar

Calismada, Agar (Acumedia, ABD), C. difficile Agar base (LiofilChem, italya), C.
difficile supplement (LiofilChem, Italya), Brain Heart Infusion Broth (Merck, Almanya),
Yeast ekstrakt (Merck, Almanya), Defibrine koyun kani, Brucella kanli agar (Sigma-
Aldrich, Almanya), Proteoz pepton (Becton Dickinson Company, ABD), Disodyum
hidrojen fosfat (Merck, Almanya), Potasyum dihidrojen fosfat (Merck, Almanya), Sodyum
kloriir (Riedel de Haen, Almanya), Magnezyum siilfat (Merck, Almanya), Mannitol (Carlo
erba, Italya), Notral kirmizi (Merck, Almanya), Sodyum taurocholate (Serva, Almanya), L-
sistein (Amresco, ABD), Gram boyama seti (GBL Convastain VD), Tris base (Merck,
Almanya), Glasiyel asetik asit (Merck, Almanya), Gliserol (Riedel de Haen, Almanya),
Bromfenol mavisi (Merck, Almanya), Ksilen siyanol (Sigma, Almanya), Etidyum bromiir
(Sigma, Almanya), Tris HCI (AppliChem, Almanya), Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
(Bio Basic INC, ABD), Sodyum hidroksit (Merck, Almanya), Deoksikolat (Oxoid,
Ingiltere), N-lauroilsarkozin (Sigma, Almanya), Lizozim (AppliChem, Almanya),
Mutanolisin  (Sigma, Almanya), Borik asit (Bio Basic INC, ABD), ProteinazkK
(AppliChem, Almanya), RNase (Biomatik, Kanada), Formaldehit (Promega, ABD), Smal
(New England Biolabs Inc., ABD), SeaKem diisiik erimeli agaroz (Lonza, ABD), PZR
master mix (5x HOT FIREPol® Blend Master Mix), Primerler (Sentebiolab, Tiirkiye), 100
bp DNA marker (Grisp, Portekiz), Agaroz (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanildi.

3.1.5. Besiyerleri
Sikloserin Sefoksitin Fruktoz Agar (CCFA)

Uretici firmanin 6nerdigi sekilde C. difficile base agar’dan 34.6 g tartildi, 500 mL
distile suda ¢oziildii. Sterilizasyon igin 1.2 atm basing ve 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
50-55°C soguduktan sonra %0.1 sodyum taurokolat, %5 koyun kani ve 1 sise (2 mL) C.
difficile supplement (D-cycloserine 125 mg, cefoxitin 4 mg) ilave edildi ve steril petri

plaklara dokiilerek donduruldu.

22



Brain Heart Infusion Broth (BHI)

Uretici firmanin 6nerdigi sekilde Brain heart mfusion broth besiyerinden 37 g ve
yeast ekstrakti1 5 g tartildi ve 1000 mL distile suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarlandi. Ardindan
121°C’de 1.2 atm basing altinda 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan sonra son
konsantrasyonlar1 sirastyla %0.03 ve %0.1 olacak sekilde L-sistein, sodyum taurokolat

eklendi.
C. difficile Mannitol Taurocholate Broth

Proteoz pepton 40 g, Disodyum hidrojen fosfat 5 g, Potasyum dihidrojen fosfat 1g,
Sodyum klorid 2 g, Magnezyum siilfat 0.10 g, Mannitol 6 g, Notral kirmizi 0.03 g,
Sodyum taurokolat 1 g ve L-sistein 0.50 g tartildi ve 1000 mL distile suda ¢oziildii, pH 7.3
’ye ayarlandi. Vida kapakli cam tiiplere 10 mL hacimlere boliindii ve 1.2 atm basing ve

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
Hemin ve Vitamin K1 ilaveli Brucella Kanh Agar (BKA)

Uretici firmanin &nerdigi sekilde 43.1 g tartildi ve 1000 mL distile su igerisinde
¢oziildii. Otoklavda 1.2 atm basing ve 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra 50°C’ye
kadar sogutuldu ve %35 koyun kam ilave edildi. Petri plaklara 20 mL dagiltild1 ve

donduruldu.
Brain Heart Infusion Agar (BHI)

Uretici firmanin dnerdigi sekilde 52 g Brain heart infusion agar (BHA) tartildi ve
1000 mL distile suda ¢oziildii, pH 7.4’ ayarlandi. Ardindan 121°C’de 1.2 atm basing
altinda 15 dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra petri plaklara dokiilen besiyerleri

donduktan sonra ¢alismaya kadar 4°C’ da saklandh.
%0.75 Yumusak agar BHI

Brain Heart Infusion Agar besiyerinden 3.7 g ve 0.75 g agar 100 mL distile su
icerisinde ¢oziildii. Otoklavda 1.2 atm basing ve 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra

calismaya kadar 4°C’ da saklandh.
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3.1.6. Soliisyonlar
3.1.6.1. PZR isleminde Kullanilan Soliisyonlar
Primerler

Liyofilize haldeki primerler iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda stok
konsantrasyonu 100 pmol/uL olacak sekilde steril distile su ile ¢oziildii. Her bir primerin
son konsantrasyonu 10 pmol/uL olmasi i¢in 1.5 mL’lik santrifiij tiiplerine stok ¢dzeltiden

20 pL ve iizerine 180 uL steril distile su eklendi ve -20°C’de muhafaza edildi.
3.1.6.2. Agaroz jel Elektroforezi icin Kullamlan Soliisyonlar
50X TAE Tamponu

Beher igerisinde 242 g Tris Base, 57.1 ml glasiyel asetik asit, 37.2 ¢
Na,EDTA.2H,O yaklagik 700 mL distile su ile manyetik karistiricida ¢oziiliip
berraklastiktan sonra hacmi 1000 mL’ye tamamlandi ve pH metre ile pH 8.0-8.5%¢
ayarlandi, otoklav ile steril edildi.

Etidyum Bromiir

Son konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde Etidyum bromiir (EtBr) homojen bir

sekilde ¢oziildii ve koyu renkli cam sisede oda 1sisinda saklandi.
3.1.6.3. PFGE icin Kullanilan Soliisyonlar
Tris HCI

Soliisyonun konsantrasyonu 1 M olmas1 i¢in 31.52 g Tris HCI 200 mL distile su

icerisinde ¢oziildi, pH 8.0 ayarland1 ve otoklavlanarak steril edildi.
EDTA

Soliisyonun konsantrasyonu 0.5 M olmasi i¢in 29.2 ¢ EDTA 200 mL distile su
icerisinde homojen hale gelene kadar ¢oziildii, NaOH pelleti ile pH 8.0’¢ ayarland1 ve
otoklavlanarak steril edildi.

Tris-EDTA (TE) Tamponu

Steril cam sise icerisinde 10 mM Tris HCI ve 1 mM EDTA olacak sekilde 1 M Tris
HCl’den 5 mL, 0.5 M EDTA’dan 1 mL alinarak steril distile su ile 500 mL’ye tamamland.
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2X Hiicre Lizis Soliisyonu

Son konsantrasyonlari, 12 mM Tris, 2 M NaCl, 200 mM EDTA, %]1 Brij 58, %0.4
Deoksikolat, %5 Sarkozil olacak sekilde hazirlandi. Soliisyon i¢in 1 M Tris-HCI (pH 8.0)
soliisyonundan 1.2 mL, 5 M NaCl’den 40 ml, 0.5 M EDTA (pH 8.0) soliisyonundan 40
mL, 1 g Brij 58, 0.4 g Deoksikolat, 5 g Sarkozil ve 100 ml steril ultrasaf su ile diliie edildi.

PIV Soliisyonu

Hazirlamak i¢in 1 M Tris-HCI (pH 8.0) soliisyonundan 5 mL, 5 M NaCl’den 100

mL alinarak steril ultrasaf su ile 500 mL’ ye tamamlanda.
Lizozim

Son konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde 100 mg lizozim tartildi ve 5 mL TE
tamponu igerisinde ¢oziildii. 250 pL hacimlerde santrifiij tiiplerine béliinerek -20°C’de

saklandi.
Mutanolisin

Son konstarasyonu 5 U/uL olacak sekilde 1 mL TE tamponu igerisinde liyofilize
haldeki Mutanolizin ¢6ziildii. Kullanilincaya kadar 50 pL hacimlerde santrifiij tiiplerine

béliinerek -20 “C’de saklandi.
5X TBE Tamponu

Distile su igerisinde 54 g Tris Base, 27.5 g Borik Asit ve 3.72 g EDTA manyetik
karistiric1 yardimiyla ¢oziliip berraklastiktan sonra hacmi 1000 mL’ ye tamamlandi ve pH

8.3’e ayarlandi.
Proteinaz K (10 mg/mL)

Proteinaz K 100 mg tartildi ve 10 mL steril distile su igerisinde ¢oziildii. Kiiciik

hacimlere béliinerek kullanincaya kadar -20 ‘C’de saklandi.
ES Soliisyonu

Soliisyonu hazirlamak i¢in 500 mL 0,5 M EDTA igerisinde 50 g Sarkozil

¢cozdirildii.
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3.2. Yontem
3.2.1. Ornek Toplanmasi

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina, Aralik
2017-Ekim 2020 tarihleri arasinda toksin arastirilmasi i¢in gonderilen diski 6rnekleri

toplandi.
3.2.2. Orneklerin Saklanmasi

Diski orneklerinden yontemde yapilan modifikasyon ile yaklagik 200 pL alinarak
serum fizyolojik ve fosfat tampon ¢ozeltisi igerisine aktarildi ve iki ayr1 tiip 1 mL olarak -

20°C, -80°C’de sakland ( 88).
3.2.3. C. difficile izolasyonu ve Identifikasyonu

Onceden -80°C’de saklanan diski 6rneklerinden bir 6ze ile direkt olarak CCFA
besiyerine ekim yapildi. Alfa ve ark.’larmmin alkol sok yontemi modifiye edilerek
kullanildi.  Sporlarin  germinasyonunun saglanmasi amaci ile digki Ornegi 1:1
oraninda %96’lik etanol ile karistirildi ve vortekslendi. Bir saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant kism1 atildiktan
sonra pelet kismimdan CCFA besiyerine ekim yapildi. Ekim yapilan plaklar anaerob ortam

saglayan anaerob gaz posetleri icerisinde 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakild1 (89).

Bakterilerin identifikasyonu, geleneksel yontemler (koloni morfolojisi, karakteristik
koku, gram boyama) ve MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya) ile yapildi (90). C.
difficile olarak tiplendirilen izolatlar %10 gliserol igeren BHI besiyerinde -80°C’de
saklandi (70). Saklanan izolatlarin diger ¢alismalar i¢in yeniden canlandirma agsamasinda,
ornekler C. difficile Mannitol Taurocholate Broth’a aktarilarak anaerob ortamda 37°C’de

24 saat zenginlestirme yapildi (91, 92).
3.2.4. DNA izolasyonu

EcoPURE Genomic DNA Kit (Ecotechbiotech, Tiirkiye) ile firetici firmanin
onerileri dogrultusunda DNA izalosyonu yapildu.

3.2.5. Master Mix Hazirlanmasi

PZR reaksiyonunda kullanilan Master Mix’in igerisinde bulunan bilesenler ve
miktarlar1 Tablo 1°de verildi. DNA hari¢ bilesenler belirtilen miktarlarda alinarak santrifiij
tiiptine aktarildi ve 30 sn vorteks yardimi ile karigtirildi. Her bir 6rnek i¢in 0.2 mL’lik PZR
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tiplerine 18 pL dagitildi. Negatif kontrol olarak steril su, pozitif kontrol olarak C. difficile

ATCC BAAI1870 izolatina ait DNA ve her 6rnek i¢in iizeri numaralandirilmis tiiplere 2 pL

DNA otomatik pipet yardimi ile aktarildi. Biitlin islemler buz iizerinde gerceklestirildi.

Tablo 1. Master mix hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar Son Konsantrasyon
5X FIREPol Master Mix 4 uL 1X
Forward Primer (10pmol/mL) 0.6 uL 0.3 uM
Reverse Primer (10pmol/mL) 0.6 uL 0.3 uM

DNA 2 uL 0.1-10 ng/ uL
H20 12.8 uLL

3.2.6. Toksin Genlerinin Arastirilmasi

Toksin A igin tcdA, Toksin B igin tcdB ve binary toksin igin cdtA ve cdtB

genlerinin varlig1 Tablo 2’de verilen primerler kullanilarak PZR ile arastirildi. Polimeraz
zincir reaksiyon kosullari; 94 "C’°de 10 dakika, 35 siklus 94 °C’de 50 saniye, 58 ‘C’de 40
saniye, 72 ‘C’de 50 saniye ve son 72 "C’de 3 dakikadir (93).

Tablo 2. Toksin genlerinin arastirilmasinda kullanilan primerler

Gen Adi Primer Ad1 Sekans (5’-3%) Uriin uzunlugu (bp)
tcdA-F3345  GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA

todA tcdA-R3969  AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 029
tcdB-F5670  CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG

todB tcdB-R6079B  GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 40
CtA-F739A  GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC

cdtA CdtA-F739B  GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC 221
cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA
ctdB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG

cdtB cdtB-R878 CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 262
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3.2.7. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

%?2’lik elektroforez jeli icin, 2 gr agaroz 100 mL 1X TAE igerisinde mikrodalga
firmda ara ara karistirillarak agarozun tamamen erimesi saglandi. Agaroz 55°C’ye kadar
sogutuldu ve son konsantrasyonu 0.5 pug/ml olacak sekilde EtBr eklendi. Diiz bir zemin
tizerinde tarak yerlestirilmis olan jel kabina baloncuk olusturulmadan dokiildii. Donan jel
tarak cikarilip yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Her kuyucuga sirasiyla 6érneklerden
5 uL yiikleme yapilds. ilk 15 dakika 6rnekler kuyucuktan ¢ikana kadar 75 voltta daha sonra

100 voltta 30 dakika yiiriitiildii. Daha sonra jel goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
3.2.8. Degisken Alanh Jel Elektroforezi (PFGE)
3.2.8.1. Bakterilerin Hazirlanmasi

PulseNet PFGE protokoliinde modifikasyonlar yapilarak (94, 95); saklanan C.
difficile izolatlar1 tek koloni pasaji igin %5 koyun kanli agara ekildi ve anaerob kosullarda
37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Saf iireyen plaklardan tek koloni alinip 10 mL maya
ekstraktli BHI broth’a aktarildi ve anaerob kosullarda bulaniklasincaya kadar inkiibe
edildi. Lizozim (20 mg/mL) ve Mutanolizin (5 U/uL) -20°C’den ¢ikarildi. Onceden 37+
2°C’ye ayarlanmis sicak su banyosuna 2X Hiicre lizis soliisyonu, buz igerisine de PIV
soliisyonu yerlestirildi. Kiiltiirler buz {izerinde 50 mL’lik falkon tiiplere aktarildi ve 1500 g
4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Her 6rnek i¢in 3.6 mL PIV soliisyonu ve 400 uL %37°lik
Formaldehit karigimi hazirlandi. Santrifiij isleminden sonra supernatant kismi ¢amasir sulu
atik kutusuna bosaltildi. Her bir bakteri pellete Formaldehit iceren PIV soliisyonundan 4
mL eklendi ve nazikge siispanse edildi. Daha sonra 15 dakikada bir hafif¢e calkayarak 1
saat buz iizerinde tutuldu ve 1500 g 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Supernatant kabin
igerisinde atik kabina bosaltildi ve buz iizerinde 4 mL PIV soliisyonu igerisinde yeniden

stispanse edildi ve santrifiij yapildi. Bu asama en az iki tekrarli sekilde yapildi.
3.2.8.2. Bakterinin Agaroza Gomiilmesi

Agaroz bloklar1 hazirlamak i¢in kullanilacak %1.8’lik agaroz i¢in 0,18 g diisiik
erimeli agaroz tartildi ve 10 mL TE tamponu igerisinde hafifce karistirildi. Mikrodalga
yardimiyla ¢ozdiiriildii. Onceden 55+2°C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda
kullanilincaya kadar bekletildi. Lizis karigimi hazirlamak i¢in 500 pL 6nceden 1sitilmig 2X
hiicre lizis soliisyonu, 0.2 uL RNase (100 mg/mL), 4 uL. Mutanolisin ve 50 uL lizozimden
koyuldu. Her bakteri pelleti 500 pl lizis karisim ile yeniden siispanse edildi ve
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numaralandirilmig santrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicre siispansiyonuna 500 pl diisiik erimeli
agaroz eklendi ve birka¢ kez pipetle karistirildi. Pipet yardimiyla agaroz kaliplarina

aktarildi. Agaroz kaliplar1 en az 15 dakika 4°C’de bekletilerek agarozun donmasi saglandi.
3.2.8.3. Bakteri Lizis ve Yikama

Hiicre lizis karisimi i¢in 2 mL 2X Hiicre Lizis soliisyonu, 2 mL distile su, 0.8 pl
RNase (100 mg/mL), 16 pl Mutanolisin ve 200 pl Lizozimden alindi. Hazirlanan
karisimdan her ornek igin 4 mL 6nceden 1sitilmis 50 mL’lik falkon tiiplere aktarildi ve
donan agaroz kaliplar1 lizis soliisyonunun igerisine alindi. Falkon tiipler ¢alkalamali su

banyosunda 37°C’de ve yaklasik 60 rpm’de gece boyunca inkiibe edildi.

Bir sise distile su ve iki sise TE tamponu 50 + 2 “C bir sicak su banyosuna koyuldu.
Agaroz kaliplarin icinde oldugu lizis soliisyonu c¢amasir suyu bulunan atik kabina
bosaltildi. Her bir falkona 4 mL 6nceden 1sitilmis TE tamponu eklendi ve TE tamponu atik
kabina bosaltildi. ProteinazK son konsantrasyonuna uygun hacmi belirlemek igin
“(ProteinazK stok kons.) (X) = (0.1 mg / ml) (4 ml)” formiilii kullanildi. ProteinazK
eklenen ES soliisyonundan her bir falkona 4 mL aktarildi. Falkon tiipler 50°C’de yaklasik
60 rpm’de 3 saat calkalama sicak su banyosunda inkiibe edildi. Bu islem iki kez yapildi.
Lizis soliisyonu atik kabina bosaltildi. Falkon tiiplere 10 mL 6nceden 1sitilmig distile su
eklendi ve 50°C’de yaklasik 60 rpm’de 10 dakika ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi
ve kullanilan distile su atik kabina bosaltildi. Bu islem bir kez daha yapildi. Her 50 mL’lik
falkon tiipe 20 mL &nceden 1sitilmis TE tamponu eklendi ve 50°C’de yaklasik 60 rpm’de
10 dakika inkiibe edildi ve TE tamponu atik kabina bosaltildi. TE tamponu ile yikama dort
kez tekrarlandi. Agaroz kaliplar 1 mL TE tamponu igerisinde kullanilincaya kadar 4°C’de

saklandi.
3.2.8.4. Restriksiyon Enzimi ile DNA’min Kesilmesi

Agaroz kaliplar 2.0-2.5 mm genisliginde kesilerek mikrosantiriifiij tiiplerine
koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 200 mL Smal tamponu eklendi. Calkalamali su banyosunda
25°C’de 10 dakika inkiibasyonun ardindan tampon pipet yardimiyla aspire edildi.
Sonrasinda iizerine her bir izolat i¢in 200 uL. Smal enzim karisimi koyuldu. Calkalamali su

banyosunda 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
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3.2.8.5. Elektroforez Asamasi

Elektroforez asamasi i¢in %1 (wt/vol) konsantrasyona sahip jel, pulsed-field
certified agarose plus 0.5X TBE tamponu ile ¢oziilerek hazirlandi. Sicak su banyosunda
jelin 45-50°C araliginda sabit sicaklikta kalmas1 saglandi. Agarozun esit dagilimi igin diiz
bir zemin {izerinde bulunan ve kesim iglemi gerceklestirilen agaroz pluglarin yerlestirildigi
taragin oldugu kasete agaroz dokiilerek jel donmaya birakildi. Yaklagik 30 dakika sonra
donan jelden tarak agarozdan uzaklastirildi. Son konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde
tiyolire yiiritme tamponu igerisine eklendi. CHEF-DR III sistemi kullanilarak
gerceklestirilen elektroforez islemi i¢in; icerisinde 2 L 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE
tankina jel yerlestirildi. Baslangi¢c vurus siiresi 5 sn, bitis vurus siiresi 40 sn, vurus agisi

120, akim 6 V/cm? ve toplam siire 20 saat agaroz jel yiiriitiildii.
3.2.8.6. Sonuclarin Goriintiilenmesi ve Analizi

Jeli goriintiilemek i¢in 400 mL ultra saf suya 10 mg/mL’lik EtBr soliisyonundan 40
uL eklenerek soliisyon hazirlandi ve 30 dakika boyandi. Boyay1 uzaklagtirmak i¢in jel bir
saat 400 mL ultra saf su icerisinde bekletildi. VersaDoc™ goriintiileme sistemi ile jel
goriintillendi ve fotografi ¢ekildi. Elde edilen PFGE bant profillerinin kiime analizi,
UPGMA yontemi ile %1.1 optimizasyon ve %]l.1 tolerans kullanilarak Dice benzerlik
katsayisi ile Bionumerics yazilim sistemi (version 8.0; Applied Maths, Sint-Martens-latem,
Belgium) ile dendrogram olusturularak analiz edildi. >%80 benzerlige sahip olan suslar tek
bir pulsotip olarak degerlendirildi (96).

3.2.9. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi
3.2.9.1. Gradiyent Test

Klonal iligkilerine gore segilen 30 izolat tek koloni pasaji icin BKA ekildi.
Inkiibasyon sonunda izolatlar bakteri yogunlugu CrystalSpec™ nefelometre (Becton
Dickinson Company, ABD), cihazi kullanilarak 1.0 McFarland olarak ayarlandi. Ekiivyon
yardimiyla Hemin ve K1 vitamin ilaveli BKA’a ayarlanan siispansiyondan yayma ekim
yapildi. Daha sonra belirli konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis ticari gradiyent test
seritleri plak yiizeyine yerlestirildi ve anaerob ortamda 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda gradiyent testin inhibisyon elipsini kestigi deger Minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlendi. Vankomisin sonuglar1 “European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” kriterlerine, klindamisin ve
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moksifloksasin sonuglar1 “Clinical and Laboratory Standard Institute” kriterlerine ve

metronidazol hem EUCAST hem de CLSI kriterlerine gore yorumlandi (97, 98).
3.2.9.2. Agar Diliisyon Yontemi

Fidaksomisin stok soliisyonu, “Hacim (mL) = (Agirlik (mg) x Potens (pg/mg)) /
Konsantrasyon (pg/mL)” formiilii ile en yiiksek konsantrasyonun 10 kati seklinde
hazirlandi. En yiliksek konsantrasyondan baglanarak steril su ile 160-0.08 pg/mL araliginda
diliisyonlar hazirlandi. Otoklavlanmis BKA 6nceden 1sitilmis sicak su banyosunda 50°C’ye
sogutuldu ve %S5 olacak sekilde koyun kani eklendi. Antibiyotik diliisyonlarindan 2 mL
ve %5 koyun kanli BKA’dan 18 mL alinarak son konsantrasyonlar1 16-0.008 pg/mL
olacak sekilde petri plaklar1 hazirlandi. Kontrol olarak antibiyotik ilavesiz %5 koyun kanl
BKA petri plagma dokiildii. izolatlarin tamami1 BKA ekildi ve 48 saat sonra kolonilerden
bakteri yogunlugu CrystalSpec™ nefelometre (Becton Dickinson Company, ABD) cihazi
kullanilarak 0.5 McFarland olarak ayarlandi. Her 6rnekten petri plaklarinin iizerine 10 pL
damlatildi. Antibiyotik ilaveli plaklar ve lireme kontrolii i¢in antibiyotiksiz plaklardan biri
anaerob ortamda, digeri kontaminasyon kontrolii i¢in aerop ortamda 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda iiremenin olmadig: ilk plaktaki antibiyotik

konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi (99, 100).

MIK50 degerleri olarak test edilen bakteri izolatlarmin %350’sinin {iremesini inhibe
eden en diisik MIK degeri alindi. MIK90 degeri olarak test edilen bakteri

izolatlarinin %90’ min {iremesini inhibe eden MIK degeri alind1 (101).
3.2.10. Bakteriyofaj izolasyonu
3.2.10.1. PZR ile Bakteriyofaj Holin Geni Tarama

Izolatlarda bakteriyofaj varligin1 belirlemek amaciyla, C. difficile miyoviriisler ve
sifovirlislerin holin gen dizilerindeki korunmus bolgelere karst Shan ve ark.’larinin
onerdigi PZR primerleri ve kosullar1 kullanildi (102). Miyoviriisler ve sifoviriisler holin

gen primer ciftleri Tablo 3’te verildi.
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Tablo 3. C. difficile miyoviriisleri ve sifoviriisleri holin gen primerleri

Primer Adi Sekans (5°-3°) Uriin uzunlugu (bp)
CDHmyoF TATACCAGAGCAGTTRCTRA

CDHmyoR CMTCCTTCAAYTGTTTGTAA 2o
CDHsiphoF ~ TTATGCGCTTTGCTRTTYAA 150

CDHsiphoR MGTTTTCATTGCTCCCATTT

3.2.10.2. Indiikleme ile Lizojenik Faj izolasyonu

PZR ile tarama sonucunda en az bir gen agisindan pozitif olan izolatlar Mitomisin
C ile indiiklenerek lizojenik faj izolasyonu yapildi. Bunun igin iiretilen kolonilerden sivi
kiltire ekim yapildi. Sivi kiiltiir log faza geldigi zaman C. difficile kiiltliriine son
konsantrasyon 3 pg/ml olacak sekilde Mitomisin C ilave edildi. 24 saat sonra 11000 rpm
15 dakika santrifiij edildi ve siipernatanlar 0.22 pm’lik filtreden gegirildi. Filtratlar, faj
partikiillerini konsantre etmek i¢in polietilen glikol (PEG) 8000 ve NaCl bir gece 4°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 11000 rpm 15 dakika santrifiij edilen lizatlardan geriye
kalan pellet SM buffer igerisinde ¢oziildii.

Lizatlarda faj varligin1 gézlemlemek i¢in damlatma metodu ile faj taramasi yapildu.
Bunun i¢in sivi besiyerinde 16-18 saat log faza gelen C. difficile kiiltiirii 0.01 M CaCly,
0.01 M M(Cl: ilave edilmis %0.75 yumusak agar BHI besiyerine karistirildi ve BHI agar
plaklarinin {lizerine dokiildii. Donan agar lizerine 5 pL faj lizatlarindan damlatildi ve
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda damlatilan alanlardaki zon faj olarak
degerlendirildi (69, 102, 103).

32



4. BULGULAR
4.1.Calismaya Dahil Edilen Ornekler

Aralik 2017- Ekim 2020 tarihleri arasinda immunokromatografik kart test ile C.
difficile toksin arastirilmasina gelen 825 diski 6rnegi saklandi. immunokromatografik kart
test ile 14 6rnek Toksin A, 115 6rnek Toksin B pozitif ve 40 6rnek Toksin A ve B pozitif
olmak {iizere toplam 169 Ornek toksin pozitifti. Caligmaya dahil edilen toplam 825

ornegin %20.48’1 immunokromatografik kart test ile en az bir toksin acisindan pozitifti.
4.2. C. difficile izolatlar

169 ornek toksin pozitif ve 656 Ornek toksin negatif olmak lizere toplam 825
ornegin kiltir islem sonucunda 52 (%7.92) toksin negatif, 14 (%8.28) toksin pozitif
ornekten 66 (%8) hastaya ait toplam 56 C. difficile izolati geleneksel yontemler (koloni
morfolojisi, kendine 6zgili kokusu, gram boyama) ve MALDI-TOF MS ile tanimlanarak -
80°C’de saklandi. C. difficile izolatlarinin CCFA besiyerinde ve UV 15181 altinda koloni

morfolojisi Resim 1’de ve gram boyama goriintiisii Resim 2’de verildi.

Resim 1. CCFA besiyerinde ve UV 15181 altinda C. difficile kolonileri
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Resim 2. C. difficile izolatinin gram boyama goriintiisi

Kiiltiir islemine alinan 6rnek sayisi, 6rneklerin toksin test sonuglari, izole edilen C.

difficile sayis1 ve yiizdesi Tablo 4’de verildi.

Tablo 4. C. difficile izolat sayilar1

Ornek sayisi (n) C. difficile izolat sayis1 (n/%)
Toksin pozitif 169 14 (8.28)
Toksin negatif 656 52 (7.92)
Toplam 825 66 (8)

Ik izolasyondan sonra saklanan 56 C. difficile izolatindan stoktan canlandirma
islemi sonunda 43 hastaya ait 43 izolat canlandirildi. Calisma grubu olarak belirlenen 43 C.
difficile izolatina ait gonderildikleri birim, tarih ve immunokromatografik kart test
sonuglart Tablo 5°te gosterildi. Calismaya dahil edilen orneklerin ait oldugu hasta
grubunun yas ortalamasi erkeklerde 46.12, kadinlarda 50.92’ydi. Hastalarin 16’s1 (%37.2)
erkekler, 27’°s1 (%62.8)’ini kadinlar olusturmaktaydi.
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Tablo 5. C. difficile immunokromatografik kart testlerinin sonuglari, istek yapilan tarih ve

birimler
izolat No  Tarih Immunokromatografik kart test Birimi
CD01 03.01.2018 Toksin A Pozitif Dahiliye-Nefroloji Servisi
CD02 17.01.2018 Toksin Negatif I¢ hastaliklar1 YBS
CDO03 09.04.2018 Toksin Negatif Kemik Iligi ve Transp. Servisi
CD04 18.04.2018 Toksin Negatif Dahiliye-Onkoloji Servisi
CDO05 19.04.2018 Toksin B zayif Pozitif Dahiliye-Gastroentroloji Servisi
CDO06 25.04.2018 Toksin B Pozitif Dahiliye-Gastroentroloji Servisi
CDO07 23.07.2018 Toksin Negatif Kemik Iligi ve Transp. Servisi
CDO08 03.09.2018 Toksin Negatif Dahiliye-Nefroloji Servisi
CDO09 28.09.2018 Toksin B Pozitif Gastroentroloji Poliklinigi
CD10 01.10.2018 Toksin Negatif Pediatri(Adolesan) Servisi
CD11 12.10.2018 Toksin Negatif Pediatri Gastroentroloji Pol.
CD12 14.10.2018 Toksin Negatif Dahiliye-Hematoloji Servisi
CD13 07.11.2018 Toksin B pozitif Gastroentroloji Servis
CD14 26.11.2018 Toksin Negatif Pediatri Acil Poliklinigi
CD15 12.12.2018 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD16 11.01.2019 Toksin Negatif Gogiis Hastaliklart Servisi
CD17 15.01.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Hematoloji Servisi
CD18 22.01.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD19 25.01.2019 Toksin Negatif Pediatri (Siit gocugu) servisi
CD20 30.01.2019 Toksin A/B pozitif Dahiliye-Hematoloji Servisi
CD21 06.02.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Hematoloji Servisi
CD22 06.02.2019  Toksin Negatif Organ Nakli Poliklinigi
CD23 18.02.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD24 19.02.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD25 04.03.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD26 07.03.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Hematoloji Servisi
CD27 08.03.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD28 12.03.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Gastroentroloji Servisi
CD29 12.03.2019 Toksin Negatif Dahiliye Poliklinigi
CD30 22.03.2019 Toksin A pozitif Dahiliye-Nefroloji Servisi
CD31 30.03.2019 Toksin Negatif Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi
CD32 02.04.2019 Toksin Negatif I¢ hastaliklar1 YBS
CD33 02.05.2019 Toksin B pozitif Gastroentroloji Poliklinigi
CD34 02.05.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Nefroloji Servisi
CD35 09.05.2019 Toksin B pozitif Saglik Kurulu
CD36 17.07.2019 Toksin Negatif Pediatri (Addlesan) Servisi
CD37 18.07.2019 Toksin Negatif Dahiliye-Nefroloji Servisi
CD38 22.07.2019 Toksin Negatif Gastroentroloji Poliklinigi
CD39 23.07.2019 Toksin Negatif Medikal Onkoloji Poliklinigi
CD40 19.08.2019 Toksin Negatif Nefroloji Poliklinigi
CD41 28.08.2019 Toksin Negatif Noroloji Servis
CDA42 04.11.2019 Toksin B pozitif Gastroentroloji Poliklinigi
CD43 25.09.2020 Toksin A/B pozitif Dahiliye-Nefroloji Servisi
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Calisma grubundaki izolatlarin 17 (%39.53)’si polikliniklerden ve 26 (%60.47)’s1

servislerden gelen &rneklerden izole edildi. Orneklerin kliniklere gére dagilimi Sekil 3’te

gosterildi.

205 2% 2%

2%
2%
2%

m Dahiliye Poliklinigi

m Dahiliye-Gastroentroloji Servisi
m Dahiliye-Hematoloji Servisi

m Dahiliye-Nefroloji Servisi

m Dahiliye-Onkoloji Servisi

m Enfeksiyon Hastaliklari Servisi
m Gastroentroloji Poliklinigi

m Gastrroentroloji Servis

m Gogus Hastaliklari Servisi

m ¢ hastaliklari YBS

u Kemik Iligi ve Transp. Servisi
= Medikal Onkoloji Poliklinigi

® Nefroloji Poliklinigi

= Noroloji Servis

Sekil 3. Orneklerin kliniklere gore dagilimi

Calismaya dahil edilen izolatlarin immunokromatografik kart test ile

toksin

sonuglari; 2 Toksin A pozitif, 7 Toksin B pozitif/zayif pozitif, 2 Toksin A ve B pozitif ve

32 Toksin negatifti (Sekil 4).

5%

5%

B Toksin A Pozitif

M Toksin A/B pozitif
1 Toksin B pozitif

B Toksin Negatif

Sekil 4. Immunokromatografik kart test ile toksin sonuglari



4.3. Toksin Genlerinin PZR ile incelenmesi

4.3.1. tcdA Geninin Amplifikasyonu

tcdA genine Ozgiill primerlerle yapilan amplifikasyon sonucu 43 C. difficile

izolatinin tamaminda (%100) 629 bp biiyiikliigiinde iiriin tanimland1 (Resim 3).

500 b

Resim 3. tcdA geninin agaroz jel elektroforez goriintiisi. (M; 100 bp DNA Marker, PK;
Pozitif kontrol, NK; Negatif Kontrol, 1-10; C. difficile izolatlar1)

4.3.2. tcdB Geninin Amplifikasyonu

tcdB genine Ozgiil primerlerle yapilan amplifikasyon sonucu 43 C. difficile

izolatinin tamaminda (%100) 410 bp biiyiikliigiinde iiriin tanimland1 (Resim 4).

.

Resim 4. tcdB geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M; 100 bp DNA Marker, PK;
Pozitif kontrol, NK; Negatif Kontrol, 1-10; C. difficile izolatlar1)
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4.3.3. cdtA Geninin Amplifikasyonu

CdtA genine Ozgiill primerlerle yapilan amplifikasyon sonucu 14 C. difficile

izolatinda (%32.6) 221 bp biiyiikliiglinde {iriin tanimland1 (Resim 5).

Resim 5. cdtA geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M; 100 bp DNA Marker, PK;
Pozitif kontrol, NK; Negatif Kontrol, 1-4; C.difficile izolatlar1)

4.3.4. cdtB Geninin Amplifikasyonu

cdtB genine oOzgiill primerlerle yapilan amplifikasyon sonucu 25 C. difficile

1zolatinda (%58.1) 262 bp biiylikliiglinde iiriin tanimlandi (Resim 6).

Resim 6. cdtB geninin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M; 100 bp DNA Marker, PK;
Pozitif kontrol, NK; Negatif Kontrol, 1-4; C. difficile izolatlar)

Kirk ti¢ izolatta tcdA, tcdB, cdtA ve cdtB toksin genlerinin birlikte bulunma

durumlar1 Tablo 6’da verildi.
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Tablo 6. izolatlarin toksin gen profili

Binary toksin % (n)

Toksin Gen
. cdtA+ cdtA+ cdtA- CcdtA-
Profili
cdtB+ cdtB- cdtB+ cdtB-
tcdA+ ve tcdB+ 32.6 (14/43) 0O 25.6 (11/43) 41.8 (18/43)

4.4. izolatlarm PFGE Yontemiyle Klonal iliskilerinin Arastiriimasi

C. difficile ATCC 700057 ve ATCC BAA1870 ile 43 klinik C. difficile izolatinin
klonal iliskisi PFGE yontemi ile belirlendi. izolatlarin bir grubuna ait PFGE jel goriintiisii
Resim 7°de verildi. PFGE ile tiplendirmesi yapilan 43 izolatin benzerligi %39.3 olarak
belirlendi. izolatlar 23 ana grup ve bu gruplarda 31 alt gruba ayrildi. Pulsotip P (n=6) en
biiyiik kiimeyi olusturmaktaydi ve igerisindeki alt tiplerde yer alan izolatlar %87.7
oraninda benzerlik gosterdi. Pulsotip C’de (n=2) %387.5, pulsotip L’de (n=4) %85.6 ve
pulsotip O’da (n=2) %85.7 benzerlik saptandi. Pulsotip H’da (n=3) %84.2, pulsotip G’de
(n=4) %83.8, pulsotip E’de (n=3) %83.3, pulsotip N’de (n=2) %82.4, pulsotip I’da (n=2)
ve pulsotip K’da (n=2) %80 oraninda benzerlik bulundu. Pulsotip J’de (n=2) yer alan
izolatlar %94.7 oraninda benzerlik gosterdi. G1 (n=2), P1 (n=2) ve P3 (n=2) alt tiplerinde
birbirleriyle %100 benzerlik gosteren ikiser izolat saptandi. Klinik ve poliklinik hasta
izolatlar1 arasinda identik ve yiiksek oranda benzer bant paternleri saptandi. izolatlarm 11°i
ozgiil (singleton) PFGE profili gosterdi. Izolatlarin tamaminin dendogram gériintiisii Sekil

5’te verildi.

- e daaas - aaeaaaaas -

Resim 7. PFGE jel elektroforez goriintiisii
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PFGE-Smal PFGE-Smal

2 B 8 2 8 3? PFGE Genotip iz kodu
|l At cho7
2 CcD23
CDo4
CD05
CD31
CcD22
cD11
CD13
CD18
CD40
CD16
CD39
CD35
CD41
cDhog
CD34
CD33
CcD20
CD29
CD42
CD36
CcD19
CD32
CD10
CDh37
CcD24
CD25
CD12
ATCC 70057
CD14
CD06
CcD17
cDho1
CD38
CcD02
CD15
CD43
cD27
ATCC BAA 1870
CD09
CD30
CD03
cD21
CD26
cD28

2=

Ornegin Geldigi Yer
Kemik [ligi ve Transp. Serv.
Gastroentroloji Pol.
Dahiliye-Onko Serv
Dahiliye-Gastro Serv.
Enfeksiyon Hast. Serv.
Organ Nakli Pol.
Pediatri Gastro Pol.
Gastroentroloji Serv.
Gastroentroloji Pol.
Nefroloji Pol.

Goégus Hast. Serv.
Medikal Onkoloji Pol.
Saglik Kurulu

Néroloji Serv.
Dahiliye-Nefro Serv.
Dah-Nefro Srv.
Gastroentroloji Pol.
Dahiliye-Hemato Serv.
Dahiliye Pol.
Gastroentroloji Pol.
Pediatri(Addlesan) Serv.
Pediatri(Sut cocugu) Serv.
i hastaliklar YBU
Pediatri(Ad6lesan) Serv.
Dah-Nefro Serv.
Gastroentroloji Pol.
Gastroentroloji Pol.

Dahiliye-Hemato Serv.

Pediatri Acil Pol.
Dahiliye-Gastro Serv.
Dahiliye-Hemato Serv.
Dahiliye-Nefro Serv.
Gastroentroloji Pol.

¢ hastaliklar YBU
Gastroentroloji Pol.
Dah-Nefro Srv.

Gastroentroloji Pol.

Gastroentroloji Pol.
Dah-Nefro Srv.

Kemik [ligi ve Transp. Serv.
Dahiliye-Hemato Serv.
Dahiliye-Hemato Serv.

Dahiliye-Gastro Serv.

Tarih

07/2018
02/2019
04/2018
04/2018
03/2019
02/2019
10/2018
11/2018
01/2019
08/2019
01/2019
07/2019
05/2019
08/2019
09/2018
05/2019
05/2019
01/2019
03/2019
11/2019
07/2019
01/2019
04/2019
10/2018
07/2019
02/2019
03/2019
10/2018

11/2018
0472018
01/2019
01/2018
07/2019
01/2018
12/2018
0972020
0372019

0972018
0372019
0472018
02/2019
0372019
0372019

Sekil 5. C. difficile izolatlarinin PFGE profillerinin dendogrami
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4.5. izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhhginin Belirlenmesi

Izolatlarn EUCAST kriterlerine gére, vankomisine %100; CLSI kriterlerine gore
moksifloksasine %90 ve klindamisine %60; hem EUCAST hem de CLSI kriterlerine gore
metronidazole %100 duyarli oldugu bulundu. EUCAST ve CLSI’da smir degerleri
bulunmayan eritromisin, tigesiklin ve fidaksomisin MIK degerleri sirasiyla, 0.25->256
pg/mL, <0.016-0.047 ng/mL ve 0.008-0.25 pg/mL arasinda saptandi. Antimikrobiyallerin
MIK deger aralig1, MIK50 ve MIK90 degerleri Tablo 7’de verildi.

Resim 8. C. difficile izolatinda gradiyent serit ve agar diliisyon test 6rnegi

Tablo 7. izolatlarm antimikrobiyal MiK degerleri

MIK deger arahg MIK50 MIiK90

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Vankomisin 0.38-2 15 15
Moksifloksasin 0.25->32 1 1.5
Klindamisin 0.19->256 2 6
Metronidazol  0.064 - 0.5 0.25 0.38
Eritromisin 0.25->256 1 4
Tigesiklin <0.016 - 0.047 0.032 0.047
Fidaksomisin ~ 0.008 - 0.25 0.06 0.25
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4.6. C. difficile’nin Bakteriyofajlari
4.6.1. PZR ile Bakteriyofaj Holin Geni Taramasi

Profaj tasiyiciligini saptamak icin bir isaret olan holin geni, Miyoviriis ve Sifoviriis
PZR ile izolatlarin 31 (%72.1)’inde Miyoviriise 6zgiil primerlerle yapilan amplifikasyon
sonucu 227 bp biiyiikliginde, 17 (%39.5)’sinde Sifoviriise 6zgiil primerlerle yapilan
amplifikasyon sonucu 150 bp biiyiikliigiinde tanimlandi. Izolatlarin 10 (%23.3)’unun her
ikisini birlikte tasidig1 belirlendi (Resim 9).

10 11 12 13 14 15° 16 17 18 19

Resim 9. Miyoviriis ve Sifoviriis holin genlerinin agaroz jel elektroforez gorintiisii. (M;
100 bp DNA Marker, 1-11; Pozitif kontrol, 2-12; Negatif Kontrol, 3-10,13-19;
C. difficile izolatlar1)

4.6.2. Indiikleme ile Lizojenik Faj izolasyonu

PZR ile en az bir holin gen tasidig: belirlenen 38 izolat Mitomisin C ile indiiklendi.
43 C. difficile izolat1 ve 2 ATCC izolatina kars1 38 faj lizat1 damlatildi. Faj lizatlar1 en az
bir konag1 enfekte etti. Fajlarin konak spektrumu damlatma yontemi ile belirlendi (Resim
10). En ¢ok konagi enfekte eden fajlar ve sirasiyla enfekte ettikleri konak sayis1 (Caligma
izolati+tATCC); CDO02, CD07, CD37, CD38, CD42 ve 36+2, 40+2, 38+2, 29+1, 32+1
olarak gozlendi (Tablo 8). En duyarli konaklar 27 faja duyarli CD20, 26 faja duyarli CD43,
23 faja duyarli CD31, 21 faja duyarli CD21 ve 21 faja duyarli CD32’iydi.

Resim 10. Faj-konak spektrumu damlatma yontemi
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Tablo 8. Faj ve konak spektrumu
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5. TARTISMA ve SONUC

C. difficile kirk yili askin siiredir insanlarda 6nemli enterik patojenlerden biri
olmustur.  Genellikle  enfeksiyon,  gastrointestinal  sistem  mikrobiyotasinin
antimikrobiyallerin kullanimi sonrasi bozulmasi ile iligkilidir. C. difficile’nin 6ncelikle
hastane kaynakli bir enfeksiyon oldugu diisiiniilmekteydi. Son zamanlarda, toplumla
iligkili vakalarin ortaya ¢ikmasi CDE’nin sadece hastane kaynakli bir enfeksiyon
olmadigmi gostermektedir. Hastane kaynakli CDE vakalarimin ¢ogunlugunun genetik
olarak birbirinden farkli oldugunu disiindiiren tiim genom dizilimi ile birlikte, C.
difficile’nin rezervuarlarinin hastane disindan da olabilecegine dair gii¢lii kanitlar ortaya
¢ikmigtir. CDE’nin bulagsmasinda hastaneler 6nemli bir rol oynamakla birlikte, toksijenik
C. difficile izolatlarinin siklikla izole edildigi gidalar ve ¢evre gibi ortamlar 6nemli
rezervuarlardir (104, 105).

Toplum kaynakli CDE igin, olasi rezervuarlarin insanlar, hayvanlar (domuz ve
sigirlar), besin kaynaklar1 ve ¢evre (atik su gibi) oldugu diisiiniilmektedir. Toplum kaynakli
CDE insidansindaki artis icin, aile iiyeleri aracilifiyla maruziyet en biiyiik faktordiir.
Saglikli bebeklerde genellikle hem toksijenik hem de toksijenik olmayan C. difficile
izolatlar1 kolonize olur ve iki yasindan kii¢iik cocuklarla temas, toplum kaynakli CDE i¢in
bir risk faktorii olabilir. Ayrica Kanada’da yapilan prospektif bir caligmada, toplum
kaynakli CDE ile iligkili izolatlarin hastaneden edinilen CDE’den ayirt edilemeyecegi 6ne
stirilmustiir (106, 107).

C. difficile izolatlarinin kiiresel epidemiyolojik verilerinin kesin olarak elde
edilmesi, stirekli degisen prevalans verileri ve siirveyans uygulamalarindaki farkliliklar
nedeniyle oldukca zordur. Avrupa epidemiyolojik verileri, rapor edilen CDE insidansinda
biiyiik farkliliklar oldugunu géstermektedir. Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi
tarafindan yapilan 34 Avrupa iilkesinin 106 laboratuvarinin dahil oldugu bir arastirmada,
agirlikli ortalama insidansi 10.000 hasta giinii basina 4.1 olarak bildirilmis olup, iilkelerde
insidans oranlarin 0.0-36.3 arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Latin Amerika,
Asya ve Afrika’da CDE’ye iliskin giincel ve kapsamli epidemiyolojik veriler sinirlidir (46,
78, 108, 109).

2000’11 yillarin basinda CDE epidemiyolojisinde onemli bir degisiklik meydana
gelmistir. Ayrintili siirveyans verileri olan ¢ogu iilkede, CDE oranlari, tedaviye yanit ve

CDE’nin sonuglarinda belirgin degisiklikler olmustur (109). NAP1/BI/RT027 olarak
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bilinen, C. difficile’nin ‘hiperviriilan’ florokinolon direngli bir izolat1 Kuzey Amerika’da
ortaya c¢cikmistir (110) ve Kanada’da CDE insidansi carpict bigimde dort kat artarken,
mortalite ti¢ katina ¢ikmustir. Kisa bir siire sonra, ABD ve Avrupa’da C. difficile RT
027°nin neden oldugu CDE salginlar1 rapor edilmistir ve vakalar iki katina ulagsmistir. O
yillardan beri, C. difficile RT 027, Kanada’nin tiim eyaletlerinde, ¢ogu Avrupa iilkesinde
ve ABD’de >40 eyaletteki hastanelerden bildirilmistir (111-115).

C. difficile enfeksiyonunun epidemiyolojisi, hiperviriilan suslarin hizli bir sekilde
ortaya ¢ikmasindan kaynakli patojenitesi, antibiyotik direnci ciddi anlamda degismistir ve
yeni verilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Genellikle C. difficile tanisi igin hizli tan1 testleri ile
toksin A ve B belirlenmektedir. Anaerob bakterilerin rutin olarak kiiltiirii yapilmadigi ve
antimikrobiyal duyarlili1 belirlenmedigi i¢in antimikrobiyal direnci ile ilgili yeterli bilgi
mevcut degildir. Ulkemizde anaerop calismalarin kisith olmasi, C. difficile ile ilgili

verilerin oldukga yetersiz kalmasina sebep olmaktadir (15, 16, 18, 109, 116).

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Hasta Hizmetleri Laboratuvarmma Aralik 2017-Ekim 2020 tarihleri arasinda
immunokromatografik kart test ile C. difficile toksin arastirilmasi igin gelen disk
orneklerinden C. difficile izole edilerek ozellikleri belirlenmistir. Immunokromatografik
kart teste ile 169u (9%20.48) toksin pozitif ve 656’s1 (%79.52) toksin negatif olmak iizere
toplam 825 6rnegin kiiltiir islemi sonucunda, 52 (%7.92) toksin negatif, 14 (%8.28) toksin
pozitif 6rnekten 66 (%8) hastaya ait toplam 56 C. difficile izole edilmistir. Stoktan
canlandirma islemi sonucunda 43 C. difficile izolati ¢alisilmistir. Calisma izolatlarinin
17°s1 (%39.53) polikliniklerden ve 26’s1 (%60.47) servislerden gelen orneklerden izole
edilmistir. Servislerden izole edilen izolat ylizdesi fazla olsa bile %39.53 ile

polikliniklerden izole edilen izolat sayis1 dikkat ¢ekici diizeyde yiiksektir.

2011-2012 yillarinda, Cek Cumbhuriyeti’ndeki ii¢ bolgesel hastanede, CDE
insidans1 2011°de 100.000 kisi basina 145, 146 ve 24 vaka ve 2012°de 100.000 kisi basina
177, 258 ve 67 vaka olarak tespit edilmistir (117).

Lessa ve ark.’lar1 (118), ABD’de 10 cografi bolgede toplam 15.461 C. difficile
enfeksiyon vakasinin %65.8’inin saglik bakimiyla iligkili oldugunu fakat sadece
%24.2’sinin hastanede yatis sirasinda basladigini tespit etmislerdir. C. difficile enfeksiyonu
tanisindan sonra elde ettikleri verilere gore; ABD’deki tahmini C. difficile enfeksiyonu

sayis1 453.000°dir. insidansin, kadinlar, beyazlar ve 65 yas iistii kisilerde daha yiiksek
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oldugu tahmin edilmektedir. C. difficile enfeksiyonunun tahmini ilk niiks sayis1 83.000 ve

tahmini 6lim sayist 29.300 olarak hesaplanmustir.

Karaaslan ve ark.’lar1 (119) ¢alismalarina, Ocak 2012-Aralik 2014 tarihleri arasinda
hastaneye yatan 12196 ¢ocuk hastay1 dahil etmislerdir. Hastaneye yatistan 48 saat sonra
diyare gelisen 986 (%8) cocuk hastayr CDE agisindan arastirmislar ve 100 (%0.8) ¢ocukta
CDE gelistigini belirlemislerdir. Hastanede yatan ¢ocuklarda CDE insidansin1 2012, 2013
ve 2014 yillarinda sirastyla 4/1000, 9/1000 ve 9/1000 hasta olarak bildirmislerdir.

Oksiiz ve ark.’lar1 (120), Temmuz-Eylil 2015 tarihleri arasinda, Diizce
Universitesi’nde hastanede yatis siiresi 72 saatten daha fazla olan 77 hastanin diski
orneklerinde C. difficile toksin A/B varligin1 ELISA yontemi ile aragtirmiglardir. Yetmis
yedi hastaya ait 104 Ornegin lg¢linde (%2.8) C. difficile toksin A/B pozitif oldugu
bildirilmistir.

Yoldas ve ark.’lar1 (121), 95 hastanin digki 6rnegini kullanarak C. difficile tespiti
icin kullanilan toksin A/B igin bir enzim immiinolojik (EIA), glutamat dehidrojenaz
(GDH) icin bir EIA ve toksin genleri icin PZR testlerini karsilagtirmiglardir. GDH’1 28
ornekte, toksin A/B’yi dokuz ornekte, toksin genlerini alti drnekte pozitif bulmuslardir.
Toksijenik C. difficile oran1 %5.1°dir. Hiperviriilent izolat NAP-1 ve binary toksin varligi

bildirilmemistir.

Lale ve ark.’lar1 (122), Ocak-Agustos 2010 tarihleri arasinda Gazi Universitesi'nde
yaptiklar1 ¢alismada 592 diski 6rneginde enzim immiinoassay yontemi (ELISA) ile C.
difficile toksin A/B pozitifligini % 24 olarak bildirmislerdir. Son yillarda 6nceki 12 hafta
icinde hastaneye yatis Oykiisii olmayip da semptomlar olan veya hastaneye yatistan sonra
<48 saat icinde semptomlar baglayan olarak tanimlanan, daha 6nce nadir goriilen toplum
kokenli CDE ortaya ¢ikmistir (104, 108). ABD’de yapilan bir ¢alismada, toplum kokenli
CDE’nin, 1991°den 2005’e dort kat artis gosterdigi ve tim CDE vakalarinin %41 ini
olusturdugu bildirilmistir (123).

Otuz dort Avrupa llkesindeki 106 laboratuvari kapsayan bir ¢alismada, tiim CDE
vakalarinin %14’{inii toplum kokenli CDE vakalar1 olusturmustur (78). Ozellikle, toplum
kokenli CDE vakalari, genellikle daha geng ve saglikli olmalari; saglik bakim ortamlar
veya hastanede yatan hastalarla 6nceden temas ve siklikla antimikrobiyal kullanim dykiisii

olmamalari nedeniyle, geleneksel CDE risk faktorlerinden yoksundur (124).
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Calismamizdaki Orneklerin ait oldugu hasta grubunun yas ortalamasi erkeklerde
46.12, kadmlarda 50.92°dir. Hastalarin %37.2’sini  erkekler, %062.8’ini kadinlar
olusturmaktadir. Literatiirde de benzer calismalarda %51.3-71.8 degisen oranlarda kadin

hastalar baskindir ve ¢alisma sonug¢larimiz literatiir ile uyumludur (70, 107).

C. difficile suslarinin, A, B ve CDT (A+/-, B +/- ve CDT +/- ) toksinlerinin tiim
kombinasyonlar1 kesfedilmistir. PaLoc ve CdtLoc’un toksinotiplerini ve gen evrimini
anlamak, beklenen hastalik ilerlemesini tanimlamak ve en uygun klinik yaniti saglamak
icin 6nemli bir baslangi¢ adimidir. Bununla birlikte, CDE dongiisiiniin diger birgok
bileseni nedeniyle, toksinotip, hastalik siddeti veya CDE’nin salgin yapisi ile her zaman

Ongoriilebilir bir sekilde korelasyon gostermez (125).

Calismamizda 43 C. difficile izolatinda; toksin A igin tcdA, toksin B igin tcdB,
binary toksin igin cdtA ve cdtB genlerinin varligina bakilmistir. Tiim izolatlarda tcdA ve
tcdB geni saptanmistir. Binary toksini kodlayan cdtA ve cdtB genlerinin amplifikasyonu
sonucu 14 (%32.6) izolatta hem cdtA hem de cdtB geni, 11 (%25.6) izolatta sadece cdtB
geni saptanmistir. Izolatlarin 14 (%32.6)’{inde tcdA, tcdB, cdtA ve cdtB genleri pozitif, 11
(%25.6)’inde tcdA, tcdB ve cdtB genleri pozitif, 18 (%41.8)’inde tcdA ve tcdB genleri

pozitif olarak tespit edilmistir.

Kim ve ark. (71) yaptig1 caligmada da, 408 C. difficile izolatindan 337’si (%82,6)
toksijenik oldugu, 232 (%56.9) izolatin toksin A ve toksin B pozitif, 105 (%25.7) izolatin
toksin A negatif, toksin B pozitif ve 29’unun (%?7.1) binary toksin pozitif oldugu tespit
edimistir. Calismamizin sonuglari ile benzer sekilde, Tiim CDT+ izolatlar toksin A ve B
pozitif bulunmustur. Calisilan hastanelere gore toksijenik izolatlarin iyilesme oranlari

%70-100 arasinda degismektedir.

Kore’de, 2009°da ilk kez RTO027 ile siddetli ve tekrarlayan CDE vakalar
bildirilmistir (126). Kim ve ark.’larmin (127) yaptig1 ¢alismada 462 C. difficile izolatinin
%56.1’inde toksin A ve toksin B pozitif, %21.4’linde toksin A negatif ve toksin B pozitif,
dokuz izolatta binary toksin geni tespit edilmistir. A-B+ izolatlarda daha yliksek
florokinolon direncinin olmasinin, bu izolatlarin artmasina katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Toksin A tespiti tek basia C. difficile ile iligkili hastalig1 teshis etmede
yetersiz kalabilmektedir.

Gliney Kore’de Subat-Mayis 2017 arasinda izole edilen oOrneklerden yapilan

calismada, 331 C. difficile izolatinin 257’sini (%77.6) toksijenik oldugu, ve binary toksin
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iireten izolatlarin prevalansinin %5.1 (13/257) oldugu bildirilmistir. Toplam 52 farkl
ribotip (RT) i¢inde, en yaygin ribotipin tiim izolatlarin %25.1’ini olusturan RTO18 oldugu,
diger yaygin ribotiplerin RT014/020, RT002, RT012 ve toksik olmayanlarda yaygin olan
RTO010 oldugu saptanmstir. 331 izolatin 257 sinin (%77.6) toksijenik, bunlarin 223’{iniin
A+B+CDT-, 21’inin A-B+CDT- ve 13’iiniin A+B+CDT+ oldugu tespit edilmistir (128).

Gongalves ve ark.’lar1 (129), 288 hastaya ait 369 C. difficile izolatin1 inceledikleri
calismalarinda, 20 hastadan izole edilen 22 (%6) izolatin binary toksin genlerini tagidiginm
ve 369 izolatin 214 (%57.9)’inde tcdB’yi kodlayan toksin geninin varhigini

gostermislerdir.

Persson ve ark.’lar1 (93), Danimarka’da yaptiklar1 ¢alismada, 159 izolatin 36’sinin
tcdA+, tcdB+, cdtA+/cdtB+; birinin tcdA+, tcdB-, cdtA+/cdtB+; 98’inin tcdA+, tcdB+, cdtA-
/cdtB- ve 24’tiniin toksijenik olmayan tcdA-, tcdB-, cdtA-/cdtB- profilinin oldugunu
gostermislerdir. Delesyon ¢aligmalari ile 26 izolatin tcdA’da 700-bp delesyon igerdigini ve
39 susun tcdC’de en az bir olasi inaktivasyon 6zelligi igerdigini ortaya koymuslardir.
Binary toksin genlerinin yaygmhigimi %23 olarak bildirmislerdir. tcdA+, tcdB+,
cdtA+/cdtB+ profiline sahip izolatlarin RT027 disinda sekiz farkli ribotipe ait oldugunu
belirtmislerdir.

Cek Cumhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada, mevcut 64 C. difficile
izolatinin %60.9’unu ribotip 176 olarak siniflandirmislardir. 176 ve 078 ribotiplerine ait 41
izolatin tiimiiniin, binary toksin pozitif ve Ribotip 176 diizenleyici gen tcdC’de 18-bp’lik
delesyon tasidigini bildirmislerdir (117).

Kilig ve ark.’lar1 (130), Houston’da hastalardan alinan 351 diski Ornegi ile
yaptiklar ¢alismada, multipleks real-time PZR kullanarak 55 (%15.6) 6rnegin C. difficile
varlig1 agisindan pozitif oldugunu belirlemislerdir. Bunlardan 48’ini (%87.2) toksijenik (46
tcdA ve tcdB pozitif, ikisini sadece tcdB pozitif) ve 11’ini (%22.9) cdtA pozitif tespit

etmislerdir.

Ankara’da yapilan bir ¢calismada, izolatlarin hepsinin tcdA ve tcdB genlerini tasidigi
ve bir (%1.6) izolatin cdtA ve cdtB genlerini tasidigi belirtilmistir. cdtA ve cdtB genleri
pozitif olan bir izolatin tcdC geninde 54 bp’lik delesyon ve tek niikleotit degisimi ve 12
(%19.6) izolatin tcdC geninde tek niikleotit degisimlerinin oldugunu gostermislerdir.

Tiirkiye’de insan izolatlarinda ilk hiperviriilan izolat1 bildirmislerdir (131).
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Deniz ve ark.’lart (132), Marmara Universitesi'nde yaptiklari calismada toksin
pozitif 36 izolatin tamaminda tcdA ve tcdB genlerinin pozitif oldugunu, binary toksin geni

tastyan izolat olmadigini bildirmislerdir.

Ozgen ve ark.’lar1 (133), buzag: ve kuzulardan alinan diski drneklerinden elde
ettikleri C. difficile izolatlarinda CDT+ pozitifligini bildirmislerdir. Buzagi 6rneklerinden
35 izolatin 22’sinin toksijenik oldugunu ve bunlarin 10’u (%45.5) A+B+CDT+, 12’si
(%54.5) A-B+CDT- toksin profiline sahip oldugunu tespit etmislerdir. Kuzulardan alinan
orneklerden 15 izolatin 6’sinin toksijenik oldugu ve 5’nin (%83.3) A-B-CDT+, 1’inin (%
16.6) A-B+CDT- toksin profili gosterdigini bildirmiglerdir.

Hampikyan ve ark.’larinin Marmara Bolgesi’nde bulunan dokuz farkli ilde bulunan
mezbahalardan aldiklari sigir ve koyun karkaslarindan C. difficile izolasyonu yapmislardir.
Karkas orneklerinden 247 sigir karkasinin 83’tinde (%33.6) ve 308 koyun karkasinin
78’inde (%25.3) bakteri izole etmislerdir. Toplam 161 C. difficile izolatinin 76’sinda
(%42.7) tcdA geni, 69’sinda (%42.9) tcdB geni ve 131’inde (%81.4) cdtA/B genlerinin
pozitif oldugunu tespit etmislerdir (134).

Ilk kez 21. yiizyiin baslarinda hiperviriilan suslarda tanimlanan binary toksin,
artmis mortalite ve morbidite ile iligkilidir (125). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda klinik
izolatlarda cdtA/B gen pozitifliginin %0-1.6 arasinda oldugu bildirilmistir (131, 132).
Hayvan izolatlarinda pozitiflik oram1 %45.5-%83.3 olarak, et iriinlerinden izole edilen
orneklerde bu oran %81.4-86.4 olarak bildirilmistir (133-135). Calismamizda da klinik
izolatlarin %32.6’sinda cdtA ve cdtB genleri pozitif, %25.6’sinda cdtB geni pozitif olarak
tespit edilmistir. cdtA/B’nin %58.2 oraninda pozitifligi, klinik izolat agisindan Tiirkiye’de
bildiren pozitiflik oranlarma gore oldukc¢a yiliksek olmakla birlikte, hayvan ve gida
orneklerinde bildirilen oranlarla benzerdir. Calismamizin sonuglari, binary toksin iireten
klinik izolatlarin yayilim potansiyeli nedeniyle iilkemiz icin bir risk olusturmaya

basladigini ve klinik izolatlarla daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Izolatlarmn tiplendirilmesi ve CDE epidemiyolojisinin incelenmesi igin ¢esitli
tiplendirme yontemleri kullanilmaktadir. ilk kullamlan ydntem serotiplendirmeyken,
sonrasinda yerini PFGE almistir. PZR ribotiplendirme artik altin standart yontemdir;
bununla birlikte MLST semalar1 gelistirilmis ve son donem de yeni dizileme teknolojileri

kullanilmaya baslanilmistir (136).
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Kanada hastanelerinde yapilan calismada, 4143 hastada 117 (%2.8) saglik
bakimiyla iliskili C. difficile enfeksiyonu ve 123’iinde (%3) kolonizasyon bildirilmistir.
Saglik bakimiyla iliskili C. difficile enfeksiyonu olan hastalarda %62.7 ve kolonizasyonu
olanlar da %36,1 Kuzey Amerika PFGE tip 1 (NAPI) izolatinin varhigi belirlenmistir
(137). Thornton ve ark.’lar1 (107), toplum kaynakli CDE izolatlarinin PFGE analizini
yapmiglardir. Hem NAP1 (%22.5) hem de NAP 4 (%20)’iin en yaygin gruplar oldugunu,
bunu NAP 2/11 (%12.5), NAP 12 (%10) ve NAP 6’nin (%10) izledigini bildirmislerdir.

Izolatlar metronidazol ve vankomisine duyarli bulunmustur.

Nisan 2016 ile Agustos 2017 arasinda, iran Tahran’da, C. difficile enfeksiyonundan
siiphelenilen hastalardan, kaldigi odalarin yiizeylerinden, ekipmanlarindan ve havasindan
toplam 700 diski 6rnegi ve 1435 cevresel drnekten ¢ok merkezli bir calisma yapilmistir.
Klinik 6rneklerden 43 (%6.14) ve ¢evresel 6rneklerden 2 (%0.13) C. difficile izolat1 elde
edilmistir. Yapilan PFGE analizi sonucu, C. difficile izolatlar1 arasinda 28 6zgiil ve 2

yaygin tip olmak iizere 30 farkli pulsotip oldugu bildirilmistir (138).

Sisakhtpour ve ark.’lar1 (139), Iran’da klinik &rneklerden zenginlestirilmis
anaerobik kiiltiir yoluyla toplam 29 C. difficile izolatin1 incelemislerdir. Bunlardan
22’sinde (%4.8) toksin A ve B (tcdA, tcdB) ve binary toksin (cdtA, cdtB) saptanmuistir.
Agar diliisyon metodu ile vankomisine %18.1 ve metronidazole %9 diren¢ oldugunu ve
tiim izolatlarin rifampisine duyarli oldugunu bildirmislerdir. PFGE analizine gore, izotlarin

11 kiimeye ve 13 alt tipe ait oldugunu belirlemislerdir.

Oka ve ark.’lar1 (95), 73 C. difficile izolatinin 11 ribotipe ve 12 ana PFGE tipine
ayrildigint bildirmislerdir. R2 (%42.5), R1 (%19.2) ve R4 (%17.8) ribotiplerinin baskin
oldugunu tespit etmislerdir. Kirk dokuz izolatin PFGE major P1 alt tipine (%67.1) ve 11
izolatin P3 alt tipine (%15.1) ayrildig1 ve bu 2 tipin izolatlarin %80’inden fazlasini
olusturdugunu tespit etmislerdir. PFGE yontemini uygulama sirasinda bazi izolatlarda
gbzlemlenen DNA bozulmasinin, 200 uM’lik bir son konsantrasyonda tiyoiire ilavesiyle
tamamen ¢oziilebilecegini bildirmislerdir. Calismamizda da benzer DNA bozulmasi

problemi, tiyolire ilavesi ile ¢oziime ulastirilmistir.

Nicholas ve ark. (140), iki Kore hastanesinden 70 toksijenik C. difficile izolatinin
genetik  cesitliligini  toksinotipleme, ribotipleme, MLST ve PFGE kullanilarak
arastirmiglardir. Yetmis C. difficile izolat1 bes toksinotip, 19 ribotip, 16 sekans tipi (ST) ve
33 pulsotip olarak siniflandirilmistir. Ribotip 018’in (n = 38) tiim C. difficile izolatlari, her
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iki hastanede de en yaygin ST olan ST17 olarak siniflandirilmistir. Bununla birlikte, ST17
(ribotip 018) C. difficile izolatlar1 hastaneye gore farklilik gosteren pulsotipler
sergilemistir. ST2 (ribotip 014/020), 8 (ribotip 002), 17 (ribotip 018) ve 35 (ribotip 015)

her iki hastanede de tespit edilirken, diger ST ler her hastaneye 6zgiidiir.

Tayland’da yapilan bir ¢alismada, 53 toksijenik C. difficile izolat1 ii¢ farkli
tiplendirme yontemi ile analiz edilmistir. MLST ile 11 dizi tipi (STs), PCR-ribotipleme ile
13 ribotip ve PFGE ile dort PFGE tipi belirlemislerdir. Daha 6nce tanimlanmis alt1 ST ve
Tayland’a 6zgii bes yeni ST (ST66, ST67, ST68, ST69 ve ST70) bildirmislerdir. PCR-
RT’lerinde en yaygin olanlar, UK 017 (ST45) (%45.3) ve UK 014/020 (ST33) (%24.5)’dir.
Calismada ayn1 ST ve PFGE tipine ait izolatlarda, PZR ile yapilan taramada tcdA ve tcdB
genlerinin pozitifliginde farkliliklar goriilmiistiir (141). Insan, at, sigir ve domuzlardan
izole edilen 73 C. difficile izolatinin incelendigi diger bir ¢alismada da, ayn1 PFGE tipine
ait s1g1r izolatlarinda, binary toksin pozitifliginde farkliliklar bulunmaktadir (142).

Ulkemizde C. difficile izolatlarinin epidemiyolojisinin PFGE yontemi ile
arastirildigi ¢alisma ile literatiirde karsilasilmamistir. Calismamizda C. difficile ATCC
700057 ve ATCC BAAL1870 ile 43 Kklinik C. difficile izolatinin klonal iliskisi PFGE
yontemi ile belirlenmistir. PFGE ile tiplendirmesi yapilan 43 izolatin benzerligi %39.3
olarak bulunmustur. Tiplendirilen izolatlar 23 pulsotip ve 31 alt gruba ayrilmistir. Pulsotip
P (n=6) en biylik kiimeyi olusturmustur ve izolatlar arasinda %87.7 benzerlik
bulunmustur. Pulsotip J’de (n=2) %94.7, pulsotip C’de (n=2) %787.5, pulsotip L’de
(n=4) %85.6 ve pulsotip O’da (n=2) %385.7, pulsotip H’da (n=3) %84.2, pulsotip G’de
(n=4) %83.8, pulsotip E’de (n=3) %83.3, pulsotip N’de (n=2) %82.4, pulsotip I’da (n=2)
ve pulsotip K’da (n=2) %80 benzerlik saptanmistir. G1 (n=2), P1 (n=2) ve P3 (n=2) alt
tiplerinde birbirleriyle %100 benzerlik godsteren ikiser izolat saptanmugtir. Identik
PFGE paterni goriilen ikili izolatlarin biri poliklinik digeri yatan hasta 6rneklerinden izole
edilmistir. Izolatlarin 10’u 6zgiil (singleton) PFGE profili gdstermistir. PFGE analiz
sonuclary, ¢oklu klonal gruplarin varligmi ve izolatlarin yiiksek genetik c¢esitliligini
gostermistir. Klinik ve poliklinik hasta izolatlarinda, identik ve benzerlik orani yiiksek
PFGE bant paternleri goriilmesi, toplum ve hastane kaynakli izolatlarmn iligkili
olabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu sonucun desteklenmesi igin, hastalarin 12 hafta
icinde hastaneye yatis Oykiisii olup olmadigi ve hastaneye yatistan <48 saat iginde

semptomlarin baslayip baslamadigi gibi calismamizin icermedigi, ek verilere ihtiyag
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bulunmaktadir. Identik ve benzerlik orani yiiksek izolatlarin saptanmasi, CDE’nin
Oonlenmesinde gerekli Onlemlerin alinmasinin 6nemini ortaya c¢ikarmistir. Enfeksiyon
olusumunda cesitli risk faktorleri, kaynaklar1 ve bakterinin hayatta kalma kabiliyeti gz
Oniine alindiginda, CDE’nin 6nlenmesi farkli onlemlerin birlikte kullanilmasini gerektirir.
Hizli tanmi, aktif siirveyansla birlikte hastane bazli bir enfeksiyon kontrol programi, el
hijyeni, hasta izolasyonu ve temas Onlemleri, antimikrobiyal yonetim ve uygun
dezenfeksiyonla ¢evresel kontaminasyonu azaltmak gibi 6nlemler C. difficile yayilimim

azaltmakta etkili yontemlerdir (1).

Antimikrobiyal direng (AMR), modern tibbin en biiyiik tehditlerinden biridir.
Onemli bir sorun olan gida hayvanlarmin kiiresel antimikrobiyal tiiketiminin 2030 yilina
kadar %67 oraninda artacagi tahmin edilmektedir (143). Antimikrobiyal kullaniminin
biliylime destekleyici olarak hayvanlarda yasaklanmasi, direngli patojenlerin yani sira C.
difficile nin yayilmasmin azaltilmasinda da etkili olacaktir (105). Tim hiikiimet
sektorlerinde odaklanmis miidahaleler ve isbirlikleri olmadan, AMR 2050 yilina kadar
tahmini on milyon Gliimden ve 210 trilyon ABD Dolari’na varan yillik kiiresel gelir

kaybindan sorumlu olabilir (144).

Ozellikle son 10 yilda C. difficile salginlarinin sayis1 morbidite ve mortalite
oraniyla birlikte artmistir. Birden fazla antimikrobiyal ilaca direngli C. difficile izolatlarinin
ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, potansiyel tedavi segeneklerinin yani sira CDE’yi 6nlemeyi
de zorlagtirmaktadir. Cogu C. difficile izolatinin metronidazol ve vankomisine duyarlilig
devam etmektedir. Cesitli antimikrobiyallere karsi direngli C. difficile vakalari da
bildirilmistir. Ampisilin, amoksisilin, sefalosporinler, klindamisin ve florokinolonlar gibi

antimikrobiyallerin ¢ogu CDE igin yiiksek riskle iligkilendirilmektedir (104).

Diger patojenlerin aksine, C. difficile’deki AMR baz1 6zelliklere sahiptir. AMR
genellikle enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara yol agar ve CDE tedavisi de bir zorluk
olsa da, bu tiir bir zorluk, agirlikli olarak CDE tedavisi i¢in kullanilan antimikrobiyallere
(vankomisin, metronidazol ve fidaksomisin) kars1 diren¢ nadir kaldigindan, AMR’ye bagh
degildir (104, 145, 146). Bunun yerine, AMR CDE’nin patogenezinde ve yayilmasinda
onemli bir rol oynar c¢iinkii C. difficile’in konakg¢ida antimikrobiyal maruziyette hayatta
kalmasina izin verirken, secicilik AMR izolatlarinin ortaya ¢ikmasina ve yayilmasina izin

verir. Birkag AMR izolat1 salginlarda PCR-ribotipleri (RT) 017 klindamisin ile, RT 017 ve
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027 florokinolonlarla, RT 027 rifampisinle ve RT 078 tetrasiklinlerle iliskilendirilmistir
(110, 147-150).

Lee ve ark.’larinin (151) ¢alismasinda, C. difficile izolatlarinin antimikrobiyal
direng oranlari: klindamisin, %81; sefotetan, %19; moksifloksasin, %42; imipenem, %8;
siprofloksasin, %100; eritromisin, %80 olarak belirlenmistir. 001, 017 ve 018 ribotipleri
klindamisin ve eritromisine %100; 017 ve 018 ribotipleri, moksifloksasine karsi sirasiyla
% 85 ve %100 diren¢ gdstermistir. Diger ribotiplerle karsilastirildiginda, ribotip 018’in en
yiiksek, ribotip 014/020 en diisiik antimikrobiyal dirence sahip oldugu belirtilmistir.

Kim ve ark.’larinin (71) yaptig1 ¢alismada, izolatlarin tiimii sefoksitine direngli ve
biri harig tiimii piperasilin ve piperasilin-tazobaktama duyarhdir. izolatlarda antimikrobiyal
direng oranlar1 imipeneme %25, sefotetana %34, moksifloksasine %42, ampisiline %51 ve
klindamisine %60 olarak tespit edilmistir. Izolatlarda metronidazole veya vankomisine
direng gozlenmedigi belirtilmistir. Diinyanin diger bolgelerinde 6nemli salginlara neden
olan 027 ve 078 ribotipleri Asya’da nadir goriilmektedir. Bununla birlikte, varyant toksin
A negatif ve toksin B pozitif ribotip 017 izolatlari, birka¢ Asya lilkesinde salginlara neden

olmustur.

Byun ve ark.’lar1 (128) yaptiklar1 ¢alismada, tiim toksijenik izolatlarin metronidazol
ve vankomisine duyarli (MIC <2 mg/L) oldugunu bildirmislerdir. Toksijenik izolatlarin
%24°1 rifaksimine, %48’1 ampisiline, %46’s1 sefotetana, %64’ klindamisine, %54’
imipeneme, %6’s1 tetrasikline ve %52’si moksifloksasine direnglidir. Kloramfenikole ve
tetrasikline duyarlilik oranlari sirasiyla %97 ve %87°dir. Moksifloksasin ve rifaksimin i¢in,
toksijenik izolatlarin, toksik olmayan izolatlardan daha direngli oldugu gozlenmistir.
RTs018, 002, 017 ve 369 ribotipleri, gesitli antimikrobiyal ajanlara kars1 yiiksek MIK’ler

gostermistir ve ¢oklu ilag direnci de yaygindir.

Imwattana ve ark.’lar1 (152), diinya genelinde izole edilmis izolatlardan olusan
10330 kamuya acik C. difficile genomunu ayrintili analiz ederek C. difficile’deki AMR’yi
genomik olarak ortaya koymuslardir. Degerlendirilen 10330 C. difficile genomundan
4532’sinin (%43.9) en az bir antimikrobiyal sinif i¢in edinilmis diren¢ genleri igerdiklerini
ve en az bir direngli izolata sahip bes ana dalda 89 ST oldugunu tespit etmislerdir. 28
ST’de toplam 901 izolat (%8.7), li¢ veya daha fazla antimikrobiyal smif i¢in direng
belirleyicileri barindirmis ve bu nedenle multidrug resistant (MDR) olarak

siiflandirilmistir. Spesifik AMR belirleyicileri ile ii¢ biiyiikk epidemik C. difficile ST’si
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arasinda giiclii bir iliski oldugunu ve florokinolon direncinin STI, tetrasiklin direncinin
ST11 ve makrolid-linkosamid-streptogramin B (MLSg) direncinin ST37 ile iligkili
oldugunu belirlemislerdir. Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’dan gelen izolatlarla
karsilastirildiginda Avustralya/Yeni Zelanda’dan gelen C. difficile izolatlarinin en diisiik
AMR prevalansina sahip oldugunu tespit etmislerdir. Florokinolonlarin Avustralya ve Yeni
Zelanda disinda yaygin kullanilmasi, diren¢ prevalansinda da onemli farka sebep

olmaktadir.

Chatedaki ve ark.’lar1 (153), 2012-2015 yillar1 arasinda Yunanistan’da yaptiklar
caligmada 88 C. difficile izolatinin, ST37 ve ST11 yaygin olmak iizere 27 sekans tipinden
(ST) olustugunu tespit etmislerdir. Tiim izolatlarin, vankomisin ve metronidazole duyarl
oldugunu bildirmislerdir. C. difficile izolatlarinin, moksifloksasin, eritromisin, klindamisin,
rifampisin ve tetrasikline sirasiyla %71.6, %65.9, %61.4, %36.4 ve %?23.9 oraninda
direncli oldugunu bulmuslardir. Izolatlarm %45.5’i eritromisin, klindamisin ve

moksifloksasine direng gosteren MDR’dir ve bunlarin 28’1 rifampisine de direnglidir.

Salman ve ark.’lar1 (131) yaptiklar1 ¢aligmada, 2012-2014 yillarinda Ankara’daki
ti¢c laboratuvardan elde ettikleri 61 adet C. difficile izolatlarinin tamaminin metronidazol ve
vankomisine duyarli, moksifloksasine MIK degeri ii¢ (%4.9) izolatta >8 pg/mL ile, direngli
oldugunu bildirmislerdir. MIK50 ve MIK90 degerleri, eritromisin ve klindamisin igin
sirasiyla 1.5 pg/mL, 2 pg/mL; 3 pg/mL ve 4 ng/mL’dir.

2011-2016 tarihleri arasinda 28 Avrupa iilkesinden 5 yi1l boyunca, %951 (n=3338)
toksin pozitif olan 3499 izolat incelelenmistir. Calismada toplam 264 farkli PZR ribotipi
saptanmigstir. RT027, 1-5 yillar1 arasinda ortalama %11.4’liikk bir prevalansla en sik izole
edilen RT olarak bulunmustur. 1 ila 5 yil arasindaki hemen hemen tiim izolatlarin
fidaksomisine (<1 mg/L) duyarli oldugu ve genel geometrik ortalama MIK degerinin 0.04
mg/L oldugu tespit edilmistir. Fransa’da 5. yilda tek bir fidaksomisin direngli izolat
(MIC> 4 mg/L) elde edilmis ve RT344 olarak bulunmustur. Bes yil i¢in geometrik
ortalama MIK’ler metronidazol ve vankomisin igin sirasiyla 0.46 mg/L ve 0.70 mg/L
olarak bildirilmistir. Azalmis metronidazol duyarliligi esas olarak RT027 ve RT198
ribotiplerinde gozlenmistir. Hem moksifloksasin hem de klindamisine direncin, katilan tim
iilkelerde yaygin ve belirgin oldugu, ancak yillar ve iilkeler arasinda degisiklik gosterdigi

bildirilmistir. Tigesikline kars1 azalmis duyarhiligin (MIK > 0.25 mg/L) az oldugu; bununla
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birlikte, geometrik ortalama MIK’lerin RT012’de dikkat gekici olarak yiikseldigi tespit
edilmistir (154).

Beran ve akr.’larinin (117) ¢alismasinda, C. difficile izolatlarinin vankomisin ve
metronidazole karst duyarli, %65.1°inin moksifloksasine direnc¢li oldugu tespit edilmistir.
MLVA sonuglarina gore, izolatlarin genetik olarak iliskili oldugu ve saglik tesisleri

arasinda bulagsma oldugu bildirilmistir.

Sayin ve ark.’larmin (116), Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesinde toksijenik 93 C. difficile izolati ile yaptiklari ¢alisma sonuglarma gore;
izolatlarin tamami metronidazol, vankomisin, ampisilin-sulbaktam, tetrasiklin ve
meropeneme duyarli bulunmustur. izolatlarm seftriaksona %358.1, klindamisine %35.5 ve
moksifloksasine %20.4 duyarli oldugunu belirlemislerdir. MiK50 ve MIK90 degerleri
tigesiklinde 0.125-0.25 mg/L, eritromisinde 1-2 mg/L, linezolidde 2-2 mg/L ve
doksisiklinde 0.062-0.125 mg/L olarak tespit edilmistir.

Muratoglu ve ark.’lart (135) yaptiklart ¢alismada, Tirkiye’deki 319 et diriinii
orneginden 22’sinde (%6.9) C. difficile izole etmisler ve 22 izolattan 9’unu (%40.9) RT027
olarak tanmimlamigslardir. 22 izolatta tcdA, tcdB ve cdtA/B genlerini sirasiyla 22’sinde
(%100), 22’sinde (%100) ve 19’unda (%86.4) tespit etmislerdir. Amoksisilin-klavulanik
asit, tetrasiklin ve vankomisine izolatlarin tamaminin, metronidazole ise 21 (%95.4)
izolatin duyarli oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda izolatlarin hepsinde imipenem ve

sefotaksim direnci gozlemislerdir.

Fidaksomisin C. difficile’ye karsi bakterisidaldir. Fidaksomisinin, gram negatif
aeroblara ve anaeroblara veya mayalara karsi ¢ok az aktivitesi vardir veya hi¢ yoktur. 1323
C. difficile izolatinin sekiz invitro ¢alismasinin sonuglar1 gore, fidaksomisin MIK deger
araliginin <0.001-1 pg/mL ve MK90’nin 0.5 pg/mL oldugu gosterilmistir (66). ABD’de
925 C. difficile izolata karsi fidaksomisin MIK araliginmn <0.004-1 pg/mL ve MIK90
degerinin 0,5 pg/mL oldugu bildirilmistir (100).

Calismamizdaki C. difficile izolatlarmin MIK  degerleri; vankomisin,
moksifloksasin, klindamisin, metronidazol, eritromisin, tigesiklin ve fidaksomisin ig¢in
strastyla, 0.38-2 pg/mL, 0.25-> 32 pg/mL, 0.19-> 256 pg/mL, 0.064-0.5 pg/mL, 0.25->
256 pg/mL, < 0.016-0.047 pg/mL ve 0.008-0.25 pg/mL arasinda tespit edilmistir.

Antibiyotiklerin MIK50 ve MIiK90 degerleri; vankomisin, moksifloksasin, klindamisin,

metronidazol, eritromisin, tigesiklin ve fidaksomisin igin sirasiyla, 1.5-1.5 pg/mL, 1-1.5
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pg/mL, 2-6 pg/mL, 0.25-0.38 pg/mL, 1-4 pg/mL, 0.032-0.047 pg/mL ve 0.06-0.25
png/mL’dir. EUCAST kriterlerine gore izolatlar, vankomisine %100, CLSI kriterlerine gore
moksifloksasine %90 ve klindamisine %60, metronidazole hem EUCAST hem de CLSI
kriterlerine gore %100 duyarli bulunmustur. Calismamiz literatiir incelemesine gore,

tilkemizde C. difficile izolatlarinin fidaksomisine duyarliliginin saptandigi ilk ¢alismadir.

Tedavide en sik kullanilan iki ajan olan vankomisin ve metronidazol de dahil olmak
lizere, neredeyse tiim antimikrobiyallerin CDE’yi tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir.
Antibiyotik dis1 alternatif tedavi yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Enfeksiyonlarin
tedavisinde veya antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilan biitiin faj ve saflagtirllmis faj
bilesenlerinin son zamanlardaki basarisi, faj tedavisinin yeniden gozden gecirilmesine

neden olmustur (155).

Mahony ve ark.’lar1 (156), 94 C. difficile izolatin1 tarayarak farkli morfoloji ve
konak araligina sahip faj 41 ve faj 56 olarak isimlendirdikleri iki 1liman bakteriyofaj izole

etmislerdir.

Clostridium tiirlerinin fajlar1 daha 6nce tanimlanmis olmasina ragmen, C. difficile
fajlar ile ilgili smirl sayida galisma yapilmustir. 56 klinik C. difficile izolatindan tg¢iinde,
Mitomisin C ile indiiklendikten sonra ¢C2, ¢C5, ¢C6 ve @C8 ¢ift sarmalli DNA fajlar
izole edilmistir. Siiperenfeksiyon ve DNA analizleri fajlar arasinda akrabalik oldugunu
ortaya koymus, @C2'nin kismi dizilimi, C. difficile susu CD630 ile niikleotid homolojisi
gostermistir (155).

Tayland’da yapilan bir ¢alismada, Mitomisin C ile indiikleme sonucu, 12 Kklinik C.
difficile izolatindan ®HR24, ®HN10, ®HN16-1, ®PHN16-2 ve ®HN50’den olusan bes
thman faj1 basariyla indiiklemislerdir. Duyarli konak bulmak i¢in 92 C. difficile izolatini
test etmisler ve izolatlarin %0-6.5’1 gibi nispeten dar bir konak aralig: sergiledigini ortaya

koymuslardir (157).

Nale ve ark.’lari (158), 91 C. difficile RT027 klinik izolatindan profaj
arastirmiglardir. Altmis tic Myoviridae ve {i¢ Siphoviridae’ye ait morfolojik olarak farkli
kuyruklu bakteriyofajlar tanimlamislardir. Dort izolatta ikili faj tasiyiciligr tespit
etmislerdir. Ek olarak, tiim izolatlarda indiiklenebilir faj kuyrugu benzeri partikiillerin (PT-
LP’ler) varligin bildirmislerdir.
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Holin geni, degisken bir orta bdliim ile her iki terminalde korunan tiim dizili faj
genomlarinda bulunan tek gendir. C. difficile i¢in sekans 6zgiilliigii nedeniyle tanisal bir
belirteg olarak kullanilabilir. Bu sekansa dayali isaretleyici, C. difficile’nin tanimlanmasini
ve ayni zamanda faj tasima bilgilerini saglayacaktir. Potansiyel olarak, holin belirteci, su
anda C. difficile fajlarinin karakterizasyonu problem olan faj izolasyonu ve saflagtirmasi
olmadan ¢evrede faj varhigini/yoklugunu arastirmak i¢in de avantaj saglayacaktir (102).
Shan ve ark.’lar1 (102), C. difficile’ye 6zgii iki set dejenere PZR primeri tasarlayarak
miyoviris ve sifoviriis taramasi yapmislardir. On alt1 klinik C. difficile ribotipinde, PZR ile

15’inin Miyoviriis pozitif ve 2’sinin de Sifoviriis pozitif oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda, PZR ile izolatlarin 31’inin Miyoviriis, 17’sinin Sifovirlis ve 10’unun
her ikisini birlikte tasidigi belirlenmistir. PZR ile pozitif olan 38 izolat Mitomisin C ile
indiiklenmistir. En ¢cok konag1 enfekte eden fajlar ve sirasiyla enfekte ettikleri konak sayisi
(Calisma izolati+ATCC); CD02, CD07, CD37, CD38, CD42 ve 36+2, 40+2, 38+2, 29+1,
32+1 olarak gozlenmistir. En duyarli konaklar 27 faja duyarli CD20, 26 faja duyarli CD43,
23 faja duyarli CD31, 21 faja duyarli CD21 ve 21 faja duyarhh CD32’dir. Izole edilen

bakteriyofajlarin genis konak spektrumuna sahip olmasi 6nemli bir avantajdir.

Calismamizda bazi kisithiliklar bulunmaktadir. Calisma sonug¢larimiz, Aralik 2017-
Ekim 2020 tarihleri arasinda, toksin arastirilmasi i¢in hastanemizin laboratuvarina
gonderilen 825 digki Orneginden izole edilen 43 susun verilerini icermektedir.
Bulgularimiz yayilim potansiyeli nedeniyle lilkemizin verilerini de kismen yansitmakla
birlikte temelde bolgemizin verileri ile smirhdir. Daha fazla merkezin ve susun dahil
edildigi, ulusal ve uluslararasi verileri daha kapsamli bir sekilde yansitacak ¢ok merkezli
calismalara ihtiya¢ vardir. Calismamiz ekonomik kisitliliklardan dolay: klinik 6rneklerle
siirhidir. Cevresel ornekler, gida 6rnekleri ve hayvan 6rnekleri gibi diger drnekleri igeren
caligmalar, CDE’nin epidemiyolojisinin anlagilmasina daha fazla katki saglayacaktir.
Calismamizda, klinik ve poliklinik hasta izolatlarinda, identik ve benzerlik oranmi yiiksek
PFGE bant paternleri goriilmesi, toplum ve hastane kaynakli izolatlarin iligkili
olabilecegini diislindiirmekle birlikte, c¢alismamiz bu sonucun desteklenmesi igin,
hastalarin 12 hafta i¢inde hastaneye yatig dykiisii olup olmadig1 ve hastaneye yatigtan <48
saat icinde semptomlarin baslayip baslamadigi gibi izolatlarin toplum kaynakli olup
olmadigimi gosteren verileri ve diger epidemiyolojik verileri icermemektedir. PFGE

sonuglarinin klasik epidemiyolojik verilerle birlikte yorumlanmasi daha faydali olacaktir.
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Sonug olarak, calismamizda binary toksin geni tasiyan izolatlar, iilkemizde klinik
izolatlar i¢in bildirilen verilere gore daha yiliksek saptanmis olup, yayilim potansiyeli
nedeniyle iilkemiz i¢in bir risk olusturmaya basladigini gostermektedir. PFGE ile ¢oklu
klonal gruplarin varhigi saptanmistir. Klinik ve poliklinik hasta izolatlarinda identik ve
benzerlik orani yiikksek PFGE bant paternlerinin bulunmasi, toplum ve hastane kaynakli
izolatlarin iligkili olabilecegini gdstermektedir. Klonal iliskili izolatlar saptanmasi ve
toksin pozitifliginin yiiksek bulunmasi, bu konuda daha kapsamli epidemiyolojik
arastirmalara ihtiya¢ oldugunu ve yayilimin engellenmesi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmasi
gerektigini ortaya koymustur. Calismamizda tedavide Onerilen baslica antibiyotikler olan
metronidazole ve vankomisine direng ile fidaksomisin icin yiiksek MIK degerleri (<0,25
pg/mL) saptanmazken, klindamisine karsi yiliksek oranda direng (%40) saptanmasi,
bolgemizde antibiyotik direncinin tedavi i¢in heniiz bir risk olusturmadigini ve izlenmesi
gerektigini; klindamisin direncinin CDE gelisimi ig¢in risk olusturdugunu ve dikkatli
kullanilmasi gerektigini gostermektedir. Genis spektrumlu fajlarin izole edilmis olmasi da
faj tedavisine yonelik ¢aligmalara kaynak teskil edebilir. Ulkemizde anaerobik
bakteriyoloji calismalarinin az olmasi nedeniyle, C. difficile konusundaki veriler son
derece sinirhidir. Tez g¢alismamiz literatiir arastirmasina gore, iilkemizde C. difficile
izolatlarinin PFGE ile klonal iligkisinin, fidaksomisine duyarliliginin ve bakteriyofajlarinin
saptandig1 ilk c¢alisma olup, C. difficile izolatlarinin toksin genleri, antimikrobiyal
duyarliliklari, klonal iligkisi ve bakteriyofajlari hakkinda ©nemli bilgiler saglamistir. Elde
edilen bulgularin ve daha fazla klinik izolatla yapilacak ¢ok merkezli ¢alismalarin, C.
difficile enfeksiyonlarmin epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasina, Onlenmesine,
tedavisine katki saglayabilecegi ve CDE’nin kiiresel saglik sistemi {izerindeki yikiinii

azaltabilecegi kanaatindeyiz.
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