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OZET

Anabhtar kelimeler: Clostridium difficile, Et, Kiyma, Kofte, Tavuk Eti

Sakarya ilinde satigsa sunulan et ve et urtnlerinde Clostridium difficile varligini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada Nisan 2013-Subat 2014 tarihleri arasinda 57
farkli satig yerinden toplam 101 adet et ve et Grtini 6rnegi (31 adet kiyma, 27 adet
tavuk, 18 adet kofte, 12 adet et doner, 7 adet tavuk doner, 4 adet salam, 1 adet
jambon ve 1 adet sosis) analize alinmigtir. Clostridium Difficile Moxalacatam
Norflaxin Broth besiyerinde yapilan 6n zenginlestirme asamasindan sonra spor
seleksiyonu amaciyla alkol soku uygulanmig ve koloni izolasyonu i¢in Clostridium
Difficile Moxalactam Norflaxin Agar besiyerine ekim yapilmigtir. Tipik koloniler
izole edilip Gram boyama, L-prolin aminopeptidaz aktivitesi, spor boyama, API 20A
identifikasyon kiti ile tammlanmistir. C. difficile olarak tanimlanan izolatlar lateks
agliutinasyon test kiti ile dogrulanmis ve daha sonra bu izolatlarin toksin tipi ve
antibiyotik direnglilikleri belirlenmeye ¢aligilmistir.

Aragtirmada 101 adet et ve et Griini orneginden toplam 124 izolat elde edilmistir.
Kofte ve pismis et doner orneklerinden elde edilen iki izolat C. difficile olarak
tanimlanmis olup, analize alinan orneklerdeki C. difficile bulunma sikligt %1,98
(2/101) olarak belirlenmistir. C. difficile tanimlanmasinda anahtar nitelikli test olarak
kullanilan L-prolin aminopeptidaz aktivitesi ile sonug¢ veren 52 izolattan 45 adedi
API 20A identifikasyon kiti ile Clostridium beijerinckii/ butyricum (14),
Bifidobacterium spp. (6), Actinomyces naeslundii (6), Clostridium spp. (5),
Clostridium  botulinum/sporogenes (2), Actinomyces israelli (2), Lactobacillus
acidophilus/jensenii (2), Clostridium septicum (2), Gemella morbillorum (1),
Clostridium tertium (1) ve Clostridium clostridioforme (1) olarak tanimlanmistir.
Diger 7 izolat ise tanimlanamamugtir.

C. difficile olarak tanimlanan her iki izolatin da toksijenik olmadigi saptanmistir.
Kofte orneginden izole edilen MB025 numarali izolatin vankomisine direngli, buna
karsin metranidazol, moksalaktam, tetrasiklin ve klindamisine duyarli oldugu
belirlenmigtir. Diger yandan et doner orneginden izole edilen ED046 numarali
izolatin metranidazole direngli iken test edilen diger dort antibiyotige duyarlt oldugu
gozlenmistir.



DETECTION OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE IN
RAW MEAT AND MEAT PRODUCTS SOLD IN SAKARYA

SUMMARY

Key Words: Clostridium difficile, Chicken, Ground Meat, Meatballs

In this study that was performed to determine the Clostridium difficile incidence in
meat and meat products sold in Sakarya province, totally 101 samples (31 ground
meats, 27 chicken meats, 18 meat balls, 12 meat déner samples, 7 chicken doner
samples, 4 salami samples, 1 bacon and 1 sausage) purchased from 57 different
markets, butcher shops and restaurants between April 2013 and February 2014 were
analyzed. After enrichment in Clostridium Difficile Moxolactam Noflaxin (CDMN)
Broth, cultures were exposed to alcohol shock for spore selection and then spread
plated on CDMN Agar. Typical colonies grown on CDMN Agar were picked and
identified by Gram staining, L-proline aminopeptidase test, spore staining and API
20A identification test kit. The isolates identified as C. difficile were confirmed
serologically by latex agglutination test kit. Additionally toxin types and antibiotic
resistance of the confirmed isolates were investigated.

Totally 124 isolated were obtained from 101 samples. C. difficile incidence was
determined as 1.98% (2/101) and the 2 isolates that identified C. difficile were
belonged to a raw meat ball and cooked meat doner samples. The 45 isolates that
gave positive results with L-proline aminopeptidase test, a key biochemical test for
C. difficile identification, were identified as Clostridium beijenrickii/butyricum (14),
Bifidobacterium spp. (6), Actinomyces naeslundii (6), Clostridium spp. (5),
Clostridium  botulinum/sporogenes (2), Actinomyces israeli (2), Lactobacillus
acidophilus/jensenii (2), Clostridium septicum (2), Gemella morbillorum (1),
Clostridium tertium (1) and Clostridium clostridioforme (1). The other 7 isolates
could not have been identified.

The two C. difficile isolates were not toxigenic. The isolate numbered MBO025
isolated from raw meat ball was resistant to vancomycine, while sensitive to
metronidazole, moxolactam, tetracycline and clyndamicine. On the other hand the
meat doner isolate numbered ED046 was resistant to metronidazole, while sensitive
to other four antibiotics.



BOLUM 1. GIRIS

Enerji miktarinin fazla olmasi, vicut i¢in gerekli aminoasitleri biinyesinde
bulundurmasi, mineral madde ve vitaminler (6zellikle B grubu vitaminler) agisindan
zengin olmasi ve lezzetli olmasindan dolay1 kirmizi et ve et trtinleri ve tavuk etleri
insan beslenmesinde biiyilk 6neme sahiptir. Ozellikle son zamanlarda calisan
nifusun artmasiyla birlikte tikketime hazir etlere egilim hizli bir sekilde artmigtir

(Baysal, 2002; Kayisoglu ve ark., 2003).

Beslenmede biiyitk éneme sahip hayvansal gidalar ve urtinleri yapilan itibariyle
bagirsak mikroflorasinda patojen mikroorganizma bulundurmaya miusaittir. Ayrica
kesim esnasinda hem bagirsak mikroflorasindan hem de ¢evreden bulagmaya uygun
ortam saglayarak etin tiilketimine kadar risk olusturmaya devam etmektedir. Taze
etlerde yaygin olarak bulunan bakteriler Pseudomonas, Escherichia, Enterobacter,
Enterococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Aeromonas, Alcaligenes, Serratia,
Moraxella, Shewanella, Proteus, Leuconostoc ve Clostridium turleridir. Tiketime

hazir etlerde en fazla Bacillus ve Clostridium tirleri gorulmektedir (Aksan, 2010).

Clostridium tirleri dogada genis olarak yayilmislardir. Ozellikle toprakta, su
kaynaklarinda (deniz, nehir gibi), lagimda, ¢irimis bitki orttlerinde, hayvansal ve
bitkisel gidalarda bulunabilitler. Clostridium botulinum, Clostridium perfringens ve
Clostridium difficile gidalarda bulunan patojen tirleridir. Clostridium nigrificans,
Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium saccharolyticum ve
Clostridium laramie gidalarin bozulmasinda rol oynayan Clostridium turleridir

(Durai, 2007; Akin ve Akin, 2010; Gould ve Limbago, 2010).

C. difficile genellikle antibiyotik tedavisi sonrast goriilen ishalden sorumlu bakteridir.
Fakat cesitli risk faktorlerine gore gelisen hastaliklar sonucu 6lumler meydana

gelebilmektedir. Ozellikle hastanede tedavi goren 65 yas Ustii hastalarda ortaya



ciktigr belirtilmektedir (Freeman ve ark., 2010). Antibiyotik tedavisi disinda bakteri
kontaminasyon yoluyla da bagirsak sisteminde bulunabilmektedir. Cevrede yaygin
bulunan bakterinin olasi bulasma kaynaklari toprak, su, hayvanlar ve gidalardir

(Gould ve Limbago, 2010; Hensgens ve ark., 2012).

Hayvanlarda ve gidalarda C. difficile bulunma oraninin bir hayli yiksek olmasi ve
suglarin toksijenik oldugunun belirlenmesi nedeniyle son yillarda bu patojenin
gidalardaki varligini ortaya koymaya yonelik c¢ok sayida calisma yapildigt
gozlenmektedir (Rodriguez-Palacios ve ark., 2012).

Yapilan literatiir incelemesi sonucunda Tiirkiye’de satiga sunulan et ve et trtinlerinde
C. difficile varligin1 belirlemeye yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle, Sakarya ilinde satisa sunulan et ve et urtnlerinde C. difficile varligimin
arastirilarak bu patojen bakterinin insanlara bulagsmasinda gidalarin olast rolu

konusunda mevcut literatiir bilgisine katkida bulunulmasi hedeflenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tarihce

C. difficile ilk kez Hall ve O’Toole tarafindan 1935 yilinda bebeklerin digkilarindan
izole edilmistir (Kiyan, 1999). Ayni arastirmacilar o yillarda bu bakterinin toksin
urettigini ve toksinin de farelerde degerlendirilmesi sonucu letal dozunun yiiksek
oldugunu belirtmislerdir (Barlett, 2008). Arastirmalar1 yaparken, bakterinin
izolasyonundaki ve kultire alinmasinda karsilastiklart zorluklart belirtmek amaciyla
da Latince zor anlamina gelen Bacillus difficile adin1 vermisglerdir (Fernandes, 2009).
Daha sonra Clostridium turlerine ait oldugu belirlenerek ismi “Clostridium difficile”
olarak anilmaya baglanmistir. C. difficile Uzerine yapilan diger bir caligmada

toksinlerinin etkisinin yiikksek oldugu agiklanmistir (Smith ve King, 1962).

C. difficile enfeksiyonu (CDE) ve psddomembranéz kolit (PMC) iligkisi ilk kez 1974
yilinda bir hastanede klindamisin cinsi antibiyotik alan hastalarda belirlenmis ve
‘Clostridium difficile donemi’ baslamistir (Barlett, 2008; Fraser ve Swiencicki,
2013). Insanlardaki etkisi agiklanmis olmasimin yamnda yine aym yillarda diger
memelilerdeki etkisi de ortaya ¢ikmaya baglamistir (Keel ve Songer, 2006). 1980
yilinda hem hayvan (domuz) hem de insan bagirsak hastaliklarinda rastlanmig olmasi

bu bakteriyit 6nemli kilmistir (George ve ark., 1978).

Hayvanlarda ilk c¢alisma 1980’11 yillarda domuzlarda yapilmistir (Borriello ve ark.,
1983). Fakat bu calismada hayvanlar ile salgin hastaliklar arasinda bir bag
kurulamamigtir. Hayvanlar CDE’na neden oldugu dusintlen bir kaynak olmasina
ragmen molekiler calisma eksikligi nedeniyle 2000 yilina kadar bu durum
aciklanamamigtir. Yaklagik 25 yil sonra molekiiler yontemlerle yapilan ¢aligmalarda

hayvan ve insanlarda ortak suslarin ortaya ¢ikmasi sonucu hayvanlarin da C. difficile



enfeksiyonun bulagmast agisindan tehlikeli olabilecegi belirtilmigtir (Arroyo ve ark.,

2005; Rodriguez-Palacios ve ark., 2013).

2.2. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

C. difficile Gram pozitif, cubuk sekilli, hareketli, 0,5- 1,9 um eninde, 3,0- 16,9 um
boyunda, sporlart oval sekilde ve subterminal pozisyondadir (Hatheway, 1990).
Gram pozitif 6zelligi geng kultiirlerde goriliirken yagl kultirlerde bu 6zellik giderek
azalmaktadir. Mikroskop altinda uzun g¢ubuk seklinde goriinir (Smith ve King,
1962). Kolonileri yuvarlak, beyazimsi, mat ve buzlu cam goriiniimiindedir (Delmée,

2001). Virtlans suslarinda kapsiillii yap: goriilebilir (Brazier, 1993).

C. difficile jelatini sivilagtirabilir, fakat et ve stt proteinlerine etki etmez. Fruktozu,
glikozu, mannitoli, mannozu ve ¢ogunlukla ksilozu fermente eder ve lesitinaz
uretmez. Pepton, maya ekstrakti ve glikoz iginde asetik, biitirik, izovalerik, valerik,
izokaproik, formik ve laktik asit uretirler (Hatheway, 1990). Maltoz, gliserol,
galaktoz, laktoz ve stikroza etki etmezler (Kiyan, 1999).

Orneklere uygulanan alkol soku, selektif besiyerlerinde C. difficile’in gelismesini
yaklasik %50 oraninda arttirmaktadir (Boriello ve Honour, 1981). Ayrica besiyeri
bilesimine lizozim veya taurokolat gibi safra tuzlari ilavesi besiyerinde spor

olusumunu kolaylastirir (Wilcox ve Fawley, 2000).

Bakterinin sporlar sekilsiz yapidadir (Kiyan, 1999). Bu yapinin olusmasina etken,
sporlarin hiicrelerden daha genis olmasi ve bunun sonucu olarak bakteri hiicresinin
mekik, davul tokmagi ve raket sekillerini almasidir. Sporlarin gelismesi amaciyla
kanli agar veya sodyum tauroklat ilave edilmis selektif besiyerleri kullanilir

(Bilgehan, 1995).

C. difficile gevrede her yerde bulunmaktadir (Al Saif ve Brazier, 1996). Dolayisiyla
insanlar da 6nemli bir kaynaktir (Delmeée, 2001). C. difficile’in baslica bulasma
kaynaklari; su, toprak, yumrulu bitkiler (Al Saif ve Brazier, 1996), hayvanlar



(Songer, 1996) ve etlerdir (Weese, ve ark., 2009). Etlerde ve sebzelerde goriilmesi

sonucu girdalar araciligr ile hastaliga neden olabilecegi bildirilmistir (Rupnik, 2007).

2.3. Neden Oldugu Hastaliklar

C. difficile neredeyse tim Diinya’da hastaliga yol acan énemli bir problemdir (Sekil
2.1.). Yol a¢tig1 hastaliklar genel itibariyle C. difficile’e bagli hastaliklar (CDBH), C.
difficile’e bagl ishal (CDBI) veya C. difficile enfeksiyonu (CDE) seklinde
isimlendirilmektedir (Oughton ve Miller, 2008). CDBH’lar ilk kez 1980’li yillarin
baginda tanmimlanmistir. Hastane kaynakli bagirsak hastaliklarinin en 6nde gelen
nedenlerinden biri oldugu belirlenmistir. Zamanla toksik megakolon gibi agir

hastaliklara yol a¢tig1 daha sonralarda anlasilmistir (McFarland, 2005).

25
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Sekil 2.1. Yillara gore CDE’ndan hayatin1 kaybedenlerin sayisi, CDC National Center for Health Statistics, 2012
(www.cdc.gov, Erisim Tarthi: 02.05.2014)

Amerika Birlesik Devletleri’'nde Ulusal Nozokomiyal Hastaliklart Gozetleme
Merkezi’nin yapmis oldugu arastirmalara gore 1999 yilinda C. difficile’e bagli 6lim
oranlart milyonda 5,7 iken, 2004 yilinda bu oran yaklasik 4 kat artarak 23,7 olarak
hesaplanmigtir. Genel olarak bu olumlerin NAP1/027 susundan kaynaklandig:
belirtilmistir. Britanya’da yapilan diger arastirmada 1999 yilindan 2004 yilina kadar

gegen siiregte 6liim oranlarinda 2-3 kat artig oldugu bildirilmistir (Oughton ve Miller,



2008). Kanada’da 2002 yilina kadarki donemde hastaligin siddeti, tekrarlama ve

olum oranlarinda 6nemli derecede artiglar meydana gelmistir (Best ve ark., 2010).

Hastaliga yakalanma orani uzun sire hastanede kalanlarda ve antibiyotik
kullananlarda yuksektir (Siegel ve ark., 1990). Bunun yanisira diger risk faktorleri
yag (Ozellikle 65 yag ve ustii), hastaligin siddeti, asit giderici ilag tedavisi, mushil
ilaglari, laksatifler, bagirsak ameliyatt ge¢irmis olmak, enteral beslenme gseklinde
siralanmaktadir (Owens ve ark., 2008; Barbut ve ark., 2011; Fraser ve Swiencicki,

2013).

CDE’larinin  %90°dan fazlast antibiyotik tedavisinden sonraki haftalarda veya
antibiyotik tedavisi sirecinde gorilmektedir (Sekil 2.2.). Antibiyotikler bagirsak
florasina zarar verip kolonda C. difficile’in gelisip hayatini siirdirecek ortam
olusturmasina izin verirler. Eger bagirsaklara giren sus toksijenik nitelikli bir sus ise
toksin A ve toksin B salgilar. C. difficile toksinleri bagirsaklarda sivi salgilanmasina
yol agar, mukozaya zarar verir ve sonucta ishal meydana gelir (Barbut ve Petit,
2001). C. difficile kolonizasyonu, genellikle hastanin genis spektrumlu antibiyotik
kullanmasindan dolayr normal bagirsak mikroflorasinin zarar goérmesi sonucu
olusmaktadir. Ozellikle sefaloksin, klindamisin, ampisilin ve amoksisilin igeren
antibiyotikler kolonizasyon olusumuna izin verirler (Johnson ve ark., 1999). CDBH
ile klindamisin igeren antibiyotik kullanimi ile CDBH’larin olugsma mekanizmasi

arasinda dogrudan bir iligki bulunmaktadir (Mylonakis ve ark., 2001) (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Farkli antibiyotiklerin C. difficileriski acisindan kargilastirilmasi (Monaghan ve ark., 2009).

Diisiik risk Orta Risk Yiiksek Risk
Aminoglikozidler Ko-amoksilav 2. ve 3. Kusak sefalosporinler
Vankomisin Makrolidler Klindamisin

Trimetoprim Amoksisilin/ampisilin Fluorokinolonlar

Tetrasiklin

Piptazobactam

Benzilpenisilin




Risk faktdrleri
Bagirsak mikroflorasimin degismesi ve
floramin zarar gormesi

I Kontaminasyonun olusmasi I

¥

Spor cimlenmesi

Antibivotikler

Vejetatif hicrelerin olusmasi

N~

I Kolonizasyon I
1

I Toksin Gretimi I

I Hastalik belirtilerinin olusmasi I

Sekil 2.2. Antibiyotik kullaninu ve hastaligm olugmasi (Den'eve ve ark., 2009)

Fluorokinolonlarin kullanimi bu hastaligin salgina doniigmesine katki saglayan
onemli faktorlerden bir digeridir (Pépin ve ark., 2005). Ozellikle hastane
enfeksiyonlart boyunca antibiyotiklerin kesilmesi CDBH i¢in 6énemli bir risk olarak

belirlenmistir (Mylonakis ve ark., 2001).

Hastanede yatarak tedavi gorenlerde goriilme siklig1 yiksektir. Hastanede C. difficile
sporlarina  maruz kalan ¢alisanlar veya hastalar vasitasiyla kolaylikla
bulagabilmektedir. Ayrica, klindamisin cinsi veya genis spektrumlu antibiyotik
kullanim1 sonucu normal bagirsak florast zarar gorerek toksijenik C. difficile
sporlarinin tremesine izin verirler (Tsutsumi ve ark., 2014). En 6nemli kaynag1 olan
hasta bakim kuruluglari ve hastanelerin ortamlarinda C. difficile yikini olgen bir
caligma yapilmigtir. Caligmaya gore asemptomik tagiyict hastalarin odalarinda %29
C. difficile sporlarina rastlanirken, ishalli hastalarin odalarinda yapilan arastirma
sonucunda ise %49 C. difficile varlig tespit edilmigtir. Diger hastane odalarinda C.
difficile’e rastlanma siklig1 %8 olarak belirlenmistir. Bu da odalarin temizlenmesine
ragmen C. difficile sporlarinin dezenfektanlara karsi gosterdigi direng ile

aciklanmaktadir (Barbut ve Petit, 2001) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Clostridium difficile’in dogal bulagma dongiist (Tsutsumi ve ark., 2014)

C. difficile hastalik mekanizmast ¢ faktorle belirlenir. Antibiyotik kullanimi hem
yararlt hem de zararli bir etki olusturabilmektedir. Yararli etkisi hastaliga yol agan
patojenlerin etkisini onleyebilmek iken, diger etkisi ise bagirsak sisteminde bulunan
koruyucu mikrofloray1 bozabilmesidir. Bu koruyucu floranin énemli bir fonksiyonu
da kolonizasyon direncidir. Bu ozellik sayesinde bagirsak florasinda firsatgi
patojenlerin kolonizasyonu ve enfeksiyon olusturma mekanizmasi engellenmis olur.
Eger bu flora herhangi bir yolla (antibiyotik ve diger ilaglarin kullanimi veya
ameliyat gibi farkli yollar ) zarar goriirse, bireyin bagirsak sisteminde C. difficile gibi
patojen mikroorganizmalarin yasamasina elverisli ortam saglanmis olur. Ikinci
faktor, hastanede C. difficile’e maruz kalma seklinde gerceklesir. Hastane ortaminda
asemptomik veya belirtileri tagiyan bireyler araciligiyla direncgli C. difficile sporlar
yayilmistir. Bu sekilde hastadan hastaya eller araciligiyla veya kontamine olmusg
aletlerden gegebilmektedir. C. difficile sporlarn aylarca canliligini strdiirebilir ve
boylelikle yeni enfeksiyonlara sebep olabilir. Bir diger faktor ise bireysel etkenlerdir.
En onemli faktor bagisiklik sisteminin kuvvetli olmasidir. Boylelikle C. difficile
toksinlerine kargt koruyucu antikor treten bagisiklik sistemi sayesinde hastaligin
siddeti azalir ve tekrarlanma ihtimalini 6énlemede 6nemli bir rol oynar (McFarland,

2005; Fraser ve Swiencicki, 2013).



Kolonizasyon ig¢in ilk sart vejetatif hiicrenin bagirsak mukus tabakasina nifuz etmesi
ve bagirsak epitel hiicrelere baglanmasidir. Bakteriyel ekzotoksinler (Toksin A ve
Toksin B) semptomik hastaliklarin olugmasinda huicreler tizerinde buyuk role sahiptir

(Twine ve ark., 2009).

Konakginin bagirsagina C. difficile’ in girmesi sonucu emilimiyle fekal-oral hattinda
ilerleyerek enfeksiyonun ilk asamast baglamig olur (Lyerly ve ark., 1988). C. difficile
bagirsakta uygun sartlart buldugu anda vejetatif formdan daha dayanikli oldugu spor
formuna gecer ve toksin uretimi, virtilans faktorleri ve sporlar sayesinde hastaligin

tekrar oran1 artig gosterir (Poxton ve ark., 2001).

C. difficile bulagsmasi direngli sporlarin viicuda girmesi ile ortaya g¢ikmaktadir.
Devaminda direngli sporlar karin bolgesine gecer ve ince bagirsakta sporlar
cimlenerek kolona yerlesir. Kolonda C. difficile popiilasyonun artmasi, firsatct
patojenlere karst kolonizasyon direncini saglayan normal bakteriyel floranin zarar

gorip iglevini yitirmesine yol agar (Tsutsumi ve ark., 2014).

Hastaligin klinik tablosu ishal, psédomembransiz kolit, psodomembrandz kolit ve
fulminant kolit olarak ¢ok degisik sekillerde goriilmektedir. Baz1 vakalarda toksijenik
suslar hastalik belirtileri gostermeden asemptomik olarak da viicuda yerlesebilir. C.
difficile ishalinde nadiren disik derecede karin kramplar da goriilebilir. Belirtiler

antibiyotik kullanimi siiresince veya kisa bir siire goriilmeye baglar (Kiyan, 1999).

Asemptomik tasiyicilik, ishal gibi hi¢bir klinik belirti olmaksizin C. difficile
kolonizasyonun olugmasidir. Saglikli yenidoganlarin yarisindan fazlasinda ve
eriskinlerin %1’inde C. difficile bulunur. Daha ¢ok hastane ¢evresindeki bireylerde
gorilir. Asemptomik tagiyicilik salginlara yol agabilecegi gibi sadece tek bir bireyde
de etkili olabilmektedir (Mylonakis ve ark., 2001). Daha ¢ok hastanede tedavi goren
kigilerde gorulebilir (Kiyan, 1999).

Psodomembransiz kolit, genellikle C. difficile enfeksiyonlu bireylerde hafif ishalle
birlikte karin kramplariyla ortaya ¢ikan hastalik tipidir. Antibiyotik tedavisi sirasinda
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veya daha sonrasinda ortaya g¢ikmaktadir. En yaygin gorilen hastalik tipidir.

Antibiyotigin kesilmesiyle son bulur (Kiyan, 1999; Vaishnavi, 2010).

Psodomembranoz Kolit (PMC) C. difficile koliti ile ayni belirtileri gostermesinin
yant sira bu hastalikta kolitler tamamen gigmistir. Digki mukuslu veya kanli, sulu,

yesilimsi renkli ve pis kokuludur ( Kiyan, 1999; Vaishnavi, 2010).

Fulminant kolit ise C. difficile enfeksiyonlar1 hastalarin yaklasik olarak %3’inde

gorilmektedir. Kolitin ilerlemesi 6liime yol agabilir (Vaishnavi, 2010).

2.4. Patojenite Mekanizmasi

C. difficile genomu uizerinde bulunan patojenik locus (PaLoc) toksin A ve B tretimi
icin gerekli olan tcdA (toksin A geni) ve tcdB (toksin B geni) genlerini tagir. PalLoc
bolgesi toksin tUretimini diizenlenmesi igin gerekli olan bes geni biinyesinde
bulundurur (Hammond ve Johnson, 1995) (Sekil 2.4). Bu genler tcdA, tcdB, tcdC,
tcdD (eskiden tcdR olarak adlandirlan) ve tcdE genleridir (Rupnik ve ark., 2005).

C. difficile, elverigli kosullar altinda temel virtilans faktorleri olan toksin A ve toksin
B dretir (Smits, 2013; Kazanowski ve ark., 2014). Toksin A ve B genis Clostridium
toksin ailesinin birer uiyesidir. PaL.oc bolgesinde farkli bolgelere yerlesmeleri sonucu
cok cesitli toksinotipler olugsmaktadir. C. difficile’e ait 20’ den fazla toksinotip vardir
(Yildiz ve Guicukoglu, 2012).

Paloc
A Ikili toksin
el TN -
genleri
s B i m— (Y =i=
e ==
tcd D) tcdB tcdE tcdA tcdC cdtA cdeB
| | | | | s
| 5 10 15 20 kb 7/

Sekil 2.4.Patojenik Lokus (Paloc) ve genlerinin toksinlige etkisi (Halsey, 2008)
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Toksin A, kolonda iltihaplanma, yapisal bozulma ve ishale yol agan bir enterotoksin
olarak rol oynar (Poxton ve ark., 2001; Vaishnavi, 2010; Kazanowski ve ark., 2014).
Ayrica bagirsakta bir glikoprotein ve a- galaktoz ile bagirsak epitelyumun tizerinde
firga kenarli 6zel bir reseptore baglanir (Mylonakis ve ark., 2001; Vaishnavi, 2010).
308 kDa molekil agirligina sahiptir (Trejo ve ark., 2013). Toksin B hiicre
membranlart araciligiyla sitotoksik etki olusturur (Songer, 2004; Jobstl ve ark,
2010). TedB 260 kDA molekiil agirliginda olup protein yapisindadir (Trejo ve ark.,
2013).

Toksinler aminoasit dizilimi bakimindan birbirlerine benzerlik gosterirler (Reinert ve
ark., 2005). Her iki toksin de ayni enzimatik aktiviteye sahiptir. Ayrica biyolojik
olarak toksin B daha diisiik etkiye sahiptir (Carasi ve ark., 2012). Her iki toksin de
hiicreler arasi baglarin uzunlugunu etkiler. Bagirsak mukozasinda toksin B’nin toksin
A’dan yaklagik 10 kat daha etkili oldugu tahmin edilmektedir (Kazanowski ve ark.,
2014). Her iki toksin de sitotoksiktir ve bu da transepitel direncin azalmasi sonucu
aktin hiicre iskeleti ve doku birlesme noktalarinin bozulmasina, sivi salinmasina ve
bagirsak epitelyumun tahrip olmasina yol acar (Rupnik ve ark., 2009). Ancak toksin
B’nin sitotoksik etkisi toksin A’ya gore 1000 kat kadar kuvvetli etkili oldugu i¢in
toksin A’nin daha ¢gok enterotoksik etkisinden bahsedilmektedir (Vaishnavi, 2010).

Toksin A ve B tg¢ bolgeyi yapisinda bulundurur. Bunlar; glukoziltransferaz N-
terminal bolgesi, translokasyon ve sistein proteaz bolgesi ve bir C terminal reseptor
baglama bolgesidir (Pruitt ve ark., 2010). Karboksi ucun dizi analizinde tekrarlayan
bir¢ok diziler bulunmaktadir. Bu sekilde toksinlerin tekrarlanip hiicre yulzey

karbonhidratlarina baglanabilir (Ho ve ark., 2005).

Toksin C geninin (tcdC), anti sigma faktoér fonsiyonuna sahip olduguna
inanilmaktadir. Toksin A ve B’nin Uretimine negatif etki ettigi kabul edilmektedir.
tcdC delesyondan sorumlu alellerin bulundugu polimorfik bir bolge olup
mutasyondan etkilenmez. tcdR, sarmal- dontig-sarmal motifinde DNA motifine sahip
diger patojen Clostridium turleriyle benzerlik gosteren bir gen olup RNA
polimerazasyonunu ve toksinligi destekleyen bir sigma faktordir (Mani ve Dupuy,

2001). tcdE ise hiicrelerden toksinlerin serbest kalmasinda etkili rol oynayan bir
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protein sifreleyerek toksijenik genlerin serbest kalmasina yol agar. Holin benzeri
protein olarak bilinen tcdE hidrofobiktir (Halsey, 2008; Dupuy ve ark., 2008; Tan ve
ark., 2001).

Bazi suslar Giglinct bir toksin olan ikili toksini de tretebilir (Sebaihia ve ark., 2006,
Kelly ve Thomas LaMont, 2008; Doyle, 2013; Trejo ve ark., 2013). Ikili toksin C.
difficile Transteraz (CDT) olarak da bilinir. Bu toksin Paloc bdlgenin disinda
kromozal lokusa (4,3 kb) yerlesmistir (Perelle ve ark., 1997, Sundriyal ve ark,
2009). Ikili toksin olusmasindan sorumlu iki gen bulunmaktadir. Bu genler CdtA ve
CdtB’dir. CdtB reseptor baglayici bilesendir ve hiicre yiizeyi iizerinde heptamer bir
formdadir ve CdtA’nin enzimatik aktivitesine (ADP-ribozil transferaz) izin verir.
Binary toksin in vitro ¢alismalarda enterotoksik aktiviteye sahiptir, fakat CDE’ndaki
mekanizmasindaki roli hala agikliga kavusamamistir (McFarland ve ark., 2007,

Kelly ve Thomas LaMont, 2008; Cartman ve ark., 2010).

C. difficile’in patojenite mekanizmasi birkag adimda gerceklesir. Ilk adim bagirsak
sisteminde sporlarin ¢imlenmesi i¢in gerekli sartlarin saglanmasidir. Sporlar ya
bagirsak digindan bir ortamdan bulagabilir ya da bagirsak igerisinde degisen sartlarla
normal bagirsak florasinin degisimi gozlemlenebilir. Vejetatif hiicreler kolonizasyon
boyunca ¢imlenmeye devam eder. Mukus tabakasinin penetrasyonu epitelyum
Clostridium hucrelerinin baglanmasi yiizey katman proteinleri ve flagellalar gibi
yuzey faktorlerinin aktivitesi siiresince gergeklesir. Ana virilans faktorleri olan
toksin A ve B’nin tretimi bu adimin hemen sonrasinda gerceklesir (Hammond ve

Johnson, 1995; Schwan ve ark., 2009).

Reseptorlerin baglanmasindan sonra toksinler endositoz ile hiicreye girerler ve
etkilerini gostermek ig¢in iki etkene ihtiya¢ duyarlar. Birincisi sitozol ig¢inde
toksinlerin translokasyonudur. Bu olay endositik keseciklerin asidifikasyonunun
gelismesini uyarabilmektedir. Bu bolime gegilir gegilmez toksinlerin enzimatik
aktivitesi Rho protein ailesinin glikolizasyonunu uzaklagtirir. Rho proteinlerinin
aktivitesinin durdurulmasi sonucu, aktin iskeletinin dizenlenmesi, epitelyum 6nleme
fonksiyonu, hiicre olimleri, yaralarn iyilesmesi gibi hayati hiicre aktiviteleri

diizenlenir veya zarar gorar (Barth ve ark., 2001).
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Toksin A ve B bagirsak fonksiyonlarinin zarar gérmesinde etkili olarak bagirsaklar
zararlilara kargt korunaksiz hale getirir ve psédomembranoz kolit gibi hastaliklarin

geligmesini tesvik eder (Voth ve Ballard, 2005) (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Bagirsaklarda C. difficile toksin aktivitesi (Voth ve Ballard, 2005)

C. difficile’in hem toksijenik hem de toksijenik olmayan suglar1 bulunmaktadir. Bu
suglarin hastalik mekanizmasi iizerindeki rolleri oldukga buyiktiir. Toksinlerin
tiplendirilmesi amaciyla farkli molekiiler yontemler kullanilmaktadir. Ornegin
Avrupa’da ozellikle PCR Ribotip (PCR-RT) kullanilmaktadir (Killgore ve ark,
2008).

Kuzey Amerika’daki hastanelerde hipervirilent NAP1/027 susunun sebep oldugu
hastaliklarda artig goriilmektedir (Sebaihia ve ark., 2006). Ribotip 027, Restriksiyon
Endoniikleaz Analizi [REA] tarafindan BI, Pulsed-Field Gel Electrophoresis [PFGE]
tip 1 ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu [PCR] ise ribotip 027 olarak adlandirilir (Pépin
ve ark., 2005; Maccannell ve ark., 2006). Bu yiizden isimlendirilmede B1/NAP1/027
seklinde yazilir.



14

Diinyada yaygin olarak bulunan ribotip 027 susu CDE’larindan sik sik izole
edilmektedir (Freeman ve ark., 2010; Gerding, 2010). Bu kadar yaygin olmasindaki
etkenler, hizla yayilabilmesine ve bir¢ok hastalikla baglantili olma yetenegine
baglidir (Burns ve ark., 2010). Kanada’nin farklt bolgelerindeki incelemelerde
yaygin olarak gortulen ribotip 027 hem nozokomiyal hem de toplum kaynakli
hastaliklarla baglantilidir (Maccannell ve ark., 2006). Ayn1 yillar iginde Amerika
Birlesik Devletleri’'nde de aym tirden kaynakli salgin oldugunu belirtilmistir
(McEllistrem ve ark., 2005). Ingiltere’deki Stooke Mandeville Hastanesi’nde 2003-
2004 yillart arasinda gelisen salginda 027 izole edilmistir (Anonymous, 2006).

Diger bir hipervirilent sug 2008 yilinda Avrupa’da ortaya ¢ikan ribotip 078 dir.
Ribotip 027 ile wvirtlans ozellikleri benzerlik gostermesine ragmen, toksin
delesyonundaki farkliliklardan dolayr hiicrelerde farkli etkilere sahip olduklari
belirlenmistir. Farklarindan en o6nemlisi ribotip 078’in daha genis alanlara

yayilabilmesiyle daha yaygin rastlanmasidir (Doyle, 2013).

Toksijenik suslarin yaninda toksijenik olmayan suslar da tanimlanmaktadir. Bu
suglan toksijenik suslardan ayiran onemli ozellikleri, PaLoc bolgesinin yapisinda
bulunmamasi (bulunsa bile oOzelligini yitirmis olmasi), toksin A ve toksin B
uretememeleri ve C. difficile hastaliklarinin belirtilerini  tagimamalar1 olarak
siralanabilir. Nadir olarak bazi nontoksijenik suglar tcdA ve tcdB genlerini
tagtmaktadir. Fakat bu genlerin yapisal bozukluklugu nedeniyle hastalik olusturan
toksinler yeterli miktarda bulunamazlar ve fenotipik nontoksijenik sus olarak
adlandinlirlar. Bu suglara en iyi 6rnek M90 susudur. Sus yapisinda Pal.oc bolgesi
bulundurur, ancak yetersiz gen transkripsiyonundan dolay1 toksin tretimi dugik

seviyelerde kalmaktadir (Natarajan ve ark., 2013).
2.5. Ciftlik ve Kiimes Hayvanlarinda Bulunma Sikhig:
C. difficile domuz, buzagi, at, kopek ve ciftlik hayvanlarini da i¢ine alan genis bir

grupta etkilidir. Hatta enterik hastaliklarin ana faktorii olarak gorilmektedir

(Rodriguez-Palacios ve ark., 2006; Rodriguez ve ark., 2014).



15

Evcil hayvanlar ve ¢iftlik hayvanlart hipervirilent hayvan kaynakli susglarin olasi
kaynagi olarak gorilmektedir (Debast ve ark., 2009; Blanco ve ark., 2013). C.
difficile; domuz, buzagi, at, devekusu, kedi, kopek ve kiimes hayvanlarinda bagirsak
hastaliklarinin 6nemli bir nedenidir. Tavuk (Weese ve ark., 2010), koyun (Al Saif ve
Brazier, 1996), domuz (Songer ve ark., 2000), keci, sigir, koyun ve buzag: gibi ¢iftlik
ve kiimes hayvanlarn asemptomik olarak bunyelerinde bulundurabilirler (Simango ve

Mwakurudza, 2008; Rupnik ve ark., 2009).

C. difficile’in toksijenik suglarinin olasi bulasma kaynaklarinin hayvanlar oldugu
dustintlmektedir. Hayvanlarda ilk ¢aligmalar 1980’11 yillara dayanir (Boriello ve ark.,
1983). Fakat 2000’1 yillara kadar bu durum dogrulanamamistir. Insanlarda bulunan
izolatlar ile gidalardan ve hayvanlardan elde edilen izolatlar genellikle birbirine
benzerlik gostermektedir (Metcalf ve ark., 2011; Marsh, 2013). Bundan dolay:
insanlarda gorilen CDBH ve asemptomik tagiyicilik durumuna hayvanlarda da
rastlanmaktadir  (Rupnik, 2007). Hayvanlardan izole edilen genotiplerin
heterojenitesi (yaklagik 30-50 farkli PCR ribotipi) insanlarinkinden (yaklasik 190
PCR ribotipi) daha dusiktir (Rupnik ve ark., 2009). Daha once gerceklestirilen
caligmalarda PCR ribotip 078 gibi baz1 suslarin insan, hayvan (Debast ve ark., 2014)
ve et orneklerinde rastlandigi gorilmektedir (Weese ve ark., 2009; Curry ve ark,
2012). Sus yayginliginin farkli olmasinda olustugu cografyanin farklt olusu,
mevsimler ve yonteminin farkli olusu biiyiik rol oynar (Rodriguez-Palacios ve ark.,
2013). C. difficile’in hayvanlarda gortlme sikligi tlkeden ilkeye, arastirmaya,
tiurlere, arastirma yogunluguna ve hatta ornekleme prosedirine gore farklilik

gostermektedir (Tablo 2.2.) (Weese ve ark., 2010).



Tablo 2.2. Hayvanlarda yapilan arastirmalara gére C. difficile varligi (i: ishalli, s: sagliklr)
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Hayvan % Pozitif Sus Yer Yil Referans
Tiirii
At (s) 1,0 (100) Kuzey - Al Saif ve Brazier (1996)
Afrika
At (s) 5,0(20) 033 Slovenya 2008 | Avbersek ve ark. (2009)
At (i) 17,8(135) | 005, 006, 012, Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
014, 023, 078, 2010
042, 045, 126,
010, 035, 039,
051
Buzagi (s) | 22.2(18) 078, 015 Belgika 2012 | Rodriguez ve ark. (2012)
Buzagi (s) | 9,5(42) 002, 033,077 Slovenya 2008 | Avbersek ve ark. (2009)
Buzagi (s) | 14,9(134) | 078,017,027, Kanada 2004 | Rodriguez-Palacios ve ark.
077,014, 033, (2006)
Buzagi (s) | 12,7(47) 003, 033, 066, Isvigre 2012 | Romano ve ark. (2012)
070, 137
Buzag: (i) 7,6(144) Kanada 2004 | Rodriguez-Palacios ve ark.
(2006)
Buzagi(s) | 1,8(56) 066 Slovenya - Pirs ve ark. (2008)
Buzagi (s) | 6,0(100) 012, 033 Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
2010
Buzagi (s) | 61,1(200) | 078,E,Q,L,F, R, | Kanada 2008- | Costa ve ark. (2011)
H75, MOH AA, 2009
ovC G, ovCe
AA,OVC]J, CM
53
Buzag (i) | 25,3(253) | 027,078 017 ABD - Hammit ve ark. (2008)
Buzagi (s) | 6,9(202) 002, 014, 081, Belgika 2012 | Rodriguez ve ark. (2012)
087 ve 9 farkl sus
daha
Domuz (s) | 0(100) 0053, 023, 078 Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
2010
Domuz (s) | 0(194) Belgika 2012 | Rodriguez ve ark. (2012)
Domuz (i) | 25,0(36) 0053, 023, 078 Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
2010
Domuz 51,8(257) | 066, 078 Slovenya - Pirs ve ark. (2008)
yavrusu (s)
Domuz 50,9(485) | 010, 066, 011, Slovenya 2008 | Avbersek ve ark. (2009)
yavrusu (s) 029,
Domuz 78.3(23) 078,002 ve 3 Belgika 2012 | Rodriguez ve ark. (2012)
yavrusu (s) bolgesel sus daha
Hindi (s) 4.8(82) Italya - Saita ve ark. (2009)
Inek (s) 1,0(100) 012 Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
2010
Inek (s) 4.5(67) - Avusturya | 2008 | Indra ve ark. (2009)
Inek (s) 1,5(63) 003,033, Isvigre 2012 | Romano ve ark. (2012)
066,070,137
Kaz (s) 50,0(2) Birlesik 198- | Boriello ve ark. (1983)
Krallik
Kegi (s) 7,5(40) 001, 066 Isvigre 2012 | Romano ve ark. (2012)
Kedi (s) 30,0(20) Birlesik - Boriello ve ark. (1983)
Krallik
Kedi (s) 2,0(100) Kuzey - Al Saif ve Brazier (1996)

Afrika
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Tablo 2.2. Hayvanlarda yapilan arastirmalara gére C. difficile varlig1 (devami)

Hayvan % Pozitif Sus Yer Yl Referans
Tiirii
Kedi (i) 15,7(115) | 014, 009, 010, Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
039 2010
Koyun (s) 1,0(100) Kuzey - Al Saif ve Brazier (1996)
Afrika
Koyun (i) 18,2(11) 015, 097 Hollanda 2009- | Koene, ve ark. (2012)
2010
Kopek (s) | 21,0(52) Birlesik - Boriello ve ark. (1983)
Krallik
Kopek (s) 10,0(100) Kuzey - Al Saif ve Brazier (1996)
Afrika
Kopek (i) | 25,0(116) | 012,014, 021, Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
107, 009, 010, 2010
031, 039
Kiimes 5,0(100) 003, 014, 056, Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
hayvam (s) 010 2010
Kiimes 9,5(21) 003, 014, 056, Hollanda 2009- | Koene ve ark. (2012)
hayvam (i) 010 2010
Kiimes 1,2(120) Kuzey - Al Saif ve Brazier (1996)
hayvam (s) Afrika
Ordek (s) | 50,0(2) Birlesik - Boriello ve ark. (1983)
Krallik
Domuz 3.,3(61) - Avusturya | 2008 | Indra ve ark. (2009)
yavrusu (s)
Tavuk (s) | 5,0(59) - Avusturya | 2008 | Indra ve ark. (2009)

2.6. Gidalarda C. difficile Varhg

Ilk kez 1982 yilinda, yash bir hastanin konserve somon tiikettikten sonra
pseudomembrandz kolite yakalanmasindan sonra s6z konusu gidanin bulagma
kaynagi olabileceginden siiphelenilmig, ancak bu gidada C. difficile varlig
arastirilmamistir. 1981-1983 yillar arasinda yapilan ¢aligmalarda hastane meniisiinde
yer alan pigsmis gidalarda bu bakteriye rastlanmamis olmakla birlikte, ¢ig gidalar
veya yetersiz pismis gidalarin bulagsma kaynagi olabilecegi tizerinde durulmamigtir
(Rodriguez-Palacios ve ark., 2013). Ancak, 1988 yilinda yapilan bir ¢alismada diger
Clostridium tirleri ile birlikte C. difficile sporlart da baldan izole edilmistir (Doyle,
2013). 1982-2002 yillart arasinda direkt olarak C. difficile’nin gidalardaki varlig
konusunda yapilmis neredeyse hi¢ g¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bu tarihten
sonra Ozellikle de son bes yilda gidalarda bu patojenin varligin1 gosteren ¢ok sayida

bilimsel arastirma makalesine rastlanmaktadir (Tablo 2.3.).
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Gidalar aracilig: ile insanlara bulastigi hentiiz dogrulanmamis olmakla birlikte, C.
difficile’nin gidalardan izolasyon orani %0-62,5 araliginda degismektedir. Cesitli et
ve et Urinleri yaminda, C. difficile’in izole edildigi gidalar arasinda tiiketime hazir
salata, sebze ve deniz trtnleri gibi gidalar da yer almaktadir. Bugline kadar rastlanan
en yiiksek izolasyon orant %62,5 olup, tiitsiilenmis baharath karaciger sosisi olarak
tanimlanabilecek “Braunschweiger” adi verilen tiikketime hazir et trtiniinde analize
alinan 16 o6rnegin 10 adedinden C. difficile izole edilmistir (Songer ve ark., 2009).
Ancak bu gibi istisnalar disinda genel olarak hem izolasyon oranimin hem de
kontaminasyon diizeyinin digiik oldugu gorilmektedir. Sonuglar arasinda bu kadar
yiiksek varyasyon olmasinin; 6rnekleme ve izolasyon yontemi, gida ¢esidi ve gidaya
uygulanan iglemlerin farkli olmasi ile laboratuvarlardaki olasi ¢apraz bulagmadan

kaynaklanabilecegi ileri suirilmektedir (Marsh, 2013).

C. difficile fekal-oral yolla yayildigindan ve ¢iftlik hayvanlari ile kanatlilardan izole
edilmis oldugundan, bu bakterinin gidalar aracilig: ile insanlara bulagma potansiyeli
oldugu dusunilmektedir Et kesim sirasinda C. difficile ile enfekte olmus
hayvanlardan veya kesim hijyenine dikkat etmeyen personel nedeniyle kontamine
olabilir (Doyle, 2013). Baz1 ¢alismalarda C. difficile spor sayisi da arastirilmig olup
genellikle dugsuk dizeylerdedir (Bakri ve ark., 2009; Weese ve ark., 2009; Bouttier ve
ark., 2010; Weese ve ark., 2010; Curry ve ark., 2012). Ancak, et veya diger gidalarda
bu bakterinin sporlart varsa pigsirme islemi ile oldurilemeyecegi ve 71°C’de 2 saatlik
1s1l iglem siiresince canli kaldiklart belirlenmistir (Rodriguez-Palacios ve ark., 2010).
Diger yandan gidalardan izole edilen suslardan bazilarimin toksijenik oldugu ve

hastalardan izole edilen suglara benzerlik gosterdigi gortulmektedir.

Al Saif ve Brazier (1996) tarafindan C. difficile’in sebzelerde yayginligini belirfleme
amaciyla yapilan ¢aligmada 300 ¢ig sebze 6rnegi incelenmis ve Ornekler %24
oraninda pozitif bulunmustur. Fakat o yillarda tiplendirme ¢aligmalari olmadigindan

ribotipler belirlenememistir (Al Saif ve Brazier, 1996).

Kanada’da yapilan calisgmada 60 kiyma 6rnegi incelenmis ve bu orneklerden 12

tanesinde (%20) C. difficile varlig1 tespit edilmistir. Izolatlarin biri hari¢ digerlerinin
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toksijenik oldugu belirlenmis, hatta yapilan tiplendirme caligmalarinda 8 tanesinin

toksinotip III oldugu bulunmustur (Rodriguez-Palacios, ve ark., 2007).

Oranlarin yiiksek olmasi tizerine daha genis kapsamli aragtirma yapan Rodriguez-
Palacios ve ark. (2009) tg¢ farkli yontem kullanarak Kanada’da inceleme
yapmiglardir. Bu ¢alismada 2006 yilinin Ocak-Kasim aylar1 arasinda belirli
araliklarla toplam 214 et oregi (149 sigir eti kiymasi, 65 dana pirzola) temin
etmiglerdir. Caligsma sonuglarina gore sigir eti kiymasi orneklerinin 10’u (%6,7), dana
pirzola orneklerinin 3’4 (%4,6) C. difficile pozitif olarak belirlenmistir. Pozitiflik
oranlarina bakildiginda C. difficile’in genellikle Ocak-Subat aylarinda daha 1yi izole
edilebildigi gortilmistir. On ti¢ izolatin 10 tanesi toksijenik olarak belirlenmistir.
Toksijenik izolatlarin PCR analizinde 4 tanesinin ribotip 027 olmasi insan saglig

acisindan riskli oldugunu ortaya koymaktadir.

Arizona’da 2007 yilinda yapilan ¢ aylik diger bir ¢alismada ¢ig ve tiketime hazir
etler C. difficile agisindan incelenmis, 88 drnegin 37’°sinin (%42) C. difficile i¢erdigi
belirlenmistir. Izolatlarin 6nemli bir kisminin (25 tanesi) PCR ribotip 078 ve dort
tanesinin ise PCR ribotip 027 oldugu tespit edilmistir (Songer ve ark., 2009).

Manibota’ da 2007 yilinda 3 kasap ve 3 magazalar zincirinden 48 et 6rnegi (24 sigir
eti kiymasi, 24 domuz eti kiymasi) toplanmistir. Stpheli koloniler izole edilerek
Gram boyama, lateks agliitinasyon testi ve UV 1g1k altinda gorintimiine bakilarak
dogrulanmistir. Tanimlama amaciyla trioz fosfat izomeraz (tpi) varligt Pulsed-field
Gel Electrophoresis (PFGE) kullanilarak belirlenmistir. Ayrica epsilon test (E- test)
ile antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Ikisi sigir kiymasindan olmak iizere 3
ornekte (%6,3) C. difficile’e rastlanmig ve tiplendirme ¢aligmalart sonucunda PFGE-
0088, PFGE-0139 ve PFGE-0348 olduklan belirlenmigtir. Bu ribotiplerin insan
digkisinda da var olmast bu gidalarin tiikketecek bireyler agisindan risk tasidigini

ortaya koymaktadir (Visser ve ark., 2012).

Fransa’da 2007-2008 yillart arasinda yapilan galigmada 105 paketlenmis et ornegi
incelenmis 2 tanesi (%1,9) C. difficile pozitif bulunmustur. Tiplendirme galigmasinda
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izolatlarin PCR ribotip 012 oldugu saptanmis olup, bu ribotipin insanlarda yaygin
oldugu belirlenmistir (Bouttier ve ark., 2010).

Jobstl ve ark. (2010) tarafindan 2007-2008 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmada 100
kiyma eti 6rnegi, 50 ¢ig siit 6rnegi incelenmis, et 6rneklerinin 3 tanesinden (%3,0) C.
difficile izole edilmis, ¢ig sutlerde bu patojene rastlanmamigtir. Pozitif ¢ikan
izolatlarin ikisinin insanlarda hastaliga neden olan patojenik bir tip (PCR ribotip Al-
57) oldugu belirlenmigtir. Ayrica bu ribotipin test edilen antibiyotiklerin hepsine

duyarlt oldugu belirtilmistir.

Avusturya’da yapilan bir ¢alismada (Indra ve ark., 2009) 2008 Subat-Nisan aylari
arasinda 25 sigir kiyma, 26 sigir eti, 17 domuz kiyma, 10 domuz eti ve 6 tavuk eti 11
farkli kasaptan toplanmistir. Yapilan analizler sonucunda 87 et 6rneginin hig¢ birinde

C. difficile’ e rastlanmamustir.

Hollanda’da yapilan bir ¢aligmada (de Boer ve ark., 2011) 2008 yilinin Kasim
ayindan itibaren 5 ay boyunca incelenen 500 ¢ig et drneginin 145’1 sigir eti, 63’0
domuz eti, 19’u dana eti, 16’s1 kuzu eti ve 257’si tavuk ornegidir. Elde edilen
izolatlar aglutinasyon testi ve PCR ile tammlanmigtir. Toplam 8 izolat (%1,6) C.
difficile olarak tanimlanmig olup 7’si (%2,7) tavuk etinden ve 1’1 kuzu etinden izole
edilmistir. Tiplendirme ¢aligmasi sonucu kuzu etinden elde edilen sus PCR 045 ve
tavuk etinden elde edilenler PCR 001, 003, 087, 071 olarak tanimlanmistir. Ayrica 2
tane de daha once tanimlanmamig tir bulunmustur. PCR 001 diginda diger

ribotiplerin daha énce Hollanda’da yapilan ¢aligmalarda da bulundugu goéralmuistiir.

Kanada’da 2008 yilinin Agustos - Kasim aylar arasinda gerceklestirilen ¢aligsmada
(Weese ve ark., 2009) 1151 sigir kiymasi, 115’1 domuz kiymast olmak tizere toplam
230 ¢ig et 6rnegdi incelenmistir Orneklerin 28’inde (%12) C. difficile bulunmustur.
Domuz kiymasindan izole edilen suslarin 10°u 078, digerleri 027, C, E ve Y
ribotipleridir. Sigir kiymasindan izole edilen suslarin 12 tanesi 078, digerleri 027 ve
C rbotipidir. Ayt zamanda orneklerdeki C. difficile spor sayisinin 20-240 spor/g

araliginda oldugu belirlenmistir.
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Iskogya’da sebze orneklerinde C. difficile varligim belirleme amaciyla 2008 yilinin
Mayis — Temmuz aylarinda yapilan caligmada 40 tiketime hazir salata Ornegi
incelenmis ve 3 tanesinde (%7,5) C. difficile varligina rastlanmigtir. Yapilan
tiplendirme c¢aligmasinda iki izolat ribotip 017, bir izolat da ribotip 001 olarak
belirlenmistir. Belirlenen izolatlarin antibiyotik duyarliliklarint belirleme amaciyla E-
test stripleri kullanilmis ve sonu¢ olarak vankomisin ve metranidozale hi¢ birinin
direngli olmadig1 gorulmustiir. Sebzelerdeki bulasmanin sebebi tam belirlenemezken
bulagmanin gida isleyenlerden kaynakli oldugu distunilmektedir (Bakri ve ark,

2009).

Teksas’ta 2004-2009 yillart arasinda analiz edilen salam tretiminde kullanilan 243
¢ig et orneginin 23 tanesinde (%9,5) C. difficile belirlenmis olup 22 tanesi toksin A,
toksin B ve binary toksin agisindan pozitiftir. Tiplendirme ¢aligmasinda 22’°si de

toksinotip V olarak belirlenmigtir (Harvey ve ark., 2011).

Kanada’da 2009 yilinin Mayis ve Agustos aylart arasinda 101 sebze 6rnegini igeren
calismada 5 izolat (%4,5) C. difficile olarak tammmlanmistir. Ug izolat ribotip 078,
diger ikisi de insanlarda toksijenik etkili olarak bilinen tirlerdir (Metcalf ve ark.,

2010b).

Metcalf ve ark. (2011) yaptiklart ¢aligmada 2010 yilinda Mayis - Agustos aylari
arasinda 8 farkli deniz urina saticisindan 119 deniz uriini ornegi toplanmistir.
Orneklerin 5 tanesinde (%4,8) C. difficile belirlenmistir. Elde edilen 4 izolatin
toksinojenik ribotip 078/toksinotip V oldugu belirtilmistir. Ayrica izolatlar

klindamisin, vankomisin ve metranidazol antibiyotiklerine karsi hassastir.

Eckert ve ark. (2013) tarafindan 2010-2011 yillart arasinda 104 tikketime hazir salata
ve sebze orneklerinde yapilan aragtirmada orneklerin %2,9’unun C. difficile ile
kontamine oldugu belirlenmistir PCR tiplendirme ¢aligmalarinda belirlenen

ribotipler 001, 014/020/077 ve 015°tir.

Sualfit indirgeyen Clostridium’larin pismig etlerdeki etkisini goérmek amaciyla

Abidjan’da sokakta ve restoranlarda satilan 395 et 6rnegi (178 kebap, 90 biftek ve
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127 soslanmig et) toplanmistir. Kebaplarin %32,58’inde, bifteklerin %8,88’inde ve
soslanmis etlerin %11,81’inde C. difficile’e rastlanmistir. Izolatlart dogrulama
amaciyla Gram boyama ve biyokimyasal testler yapilmig, ardindan pozitif ¢ikanlar
API 20A ile tekrar dogrulanmistir. Pigmis etlerde yuksek ¢ikmasinin sebebi 1siya
direngli ve uzun siire canli kalan sporlar igermesinden kaynakli oldugu distnilmiis,
ayrica pisirme sirasinda Onlemlerin yetersiz ve ambalajlama evresinde dikkat
edilmesi gerekliliginin halk sagligi agisinda 6nemli oldugu vurgulanmistir (Kouassi

ve ark., 2011).

ABD’ nin Pittsburgh eyaletinde 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada 3 farkli kasaptan
102 et 6rnegi (20 sigir eti, 2 bizon eti, 22 tavuk eti, 2 koyun eti, 41 domuz eti, 10
hindi ve 5 dana eti) toplanmistir. Iki 6rnekten C. difficile izole edilmistir (Curry ve
ark., 2012).

Rodriguez ve ark. (2014)’nin 2012 yilinin Ocak-Temmuz aylart arasinda Belgika’da
yaptiklari ¢alismada siir eti ve domuz etinden hazirlanan 240 ¢ig kiyma ve
hamburger ornekleri incelenmis ve domuz eti Orneklerinin %4,7’si, sigir eti
orneklerinin %2,3’tinden C. difficile izole edilmistir. Izolatlar en fazla 078 ve 027
olmak tizere 4 farklit PCR ribotip i¢ermektedirler.

Rahimi ve ark. (2014)’min 2012 yilimin Nisan ve Kasim aylan arasinda Iran’da
yaptiklari bir ¢aligmada 660 ¢ig et 6rnegi (sigir eti, inek eti, koyun eti, kegi eti, bizon
eti ve deve eti) 49 farkli kasaptan toplanmistir. Orneklerin %2’sinde (13) C. difficile
tespit edilmistir. Yedi izolat (%53,9) ribotip 078, dort izolat tcdA ve tcdB pozitif, bir
izolat ise sadece tcdB pozitif olarak belirlenmigtir. Calisma bizon etinde yapilan ilk
calisma olup, C. difficile’in farkli et turlerindeki varliginin aragtinldigr genis

kapsamli bir ¢aligmadir.

Teksas’ta satisa sunulan deniz urinlerinde C. difficile varligiuin arastirildigr
calisgmada 67 ornek analize alinmigtir. Analiz sonucunda C. difficile olarak
tanimlanan izolatlarin ikisi toksinotip V, biri de toksinotip XII olarak belirlenmistir

(Norman ve ark., 2014).
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C. difficile’in gidalardan izolasyon araliginin genis olmasinin birgok nedeni
bulunmaktadir. Cografi dagilimin farkli olmasindan dolay1 gidalarda C. difficile
ribotipleri ve yayginligi farkli olmaktadir. Yine farkli 6rnek toplama yontemleri ve
analiz yontemlerinin farkli olmasi da bu duruma etki etmektedir. Tum c¢aligmalara
bakarak sunlari soylemek miimkin olabilir ki; gidalarda C. difficile sporlar
bulunmaktadir ve yine bir¢ok ¢aligmada bu sporlarin etlere uygulanan 1s1l iglemle de
kaybolmadigi gorilmustir. Ayrica sporlarin bulagma kaynagi tam bilinmezken,
kesim sirasinda hayvanin dokularindan, kesimhanede c¢alisanlarin ellerinden

kontamine olabilir (Otten ve ark., 2010).

2.7. Gidalardan C. difficile’in izolasyonu ve Tamimlanmasi

C. difficile’in gidalardan izolasyonunda genel olarak izlenen yol; selektif sivi
besiyerinde gergeklestirilen zenginlestirme asamasindan sonra spor olusturmayan
bakterileri elimine etmek igin alkol goku uygulanmasi ve ardindan selektif kati
besiyerine ekim yapilmasit seklindedir. Selektif kati besiyerinde gelisen tipik
koloniler izole edilip morfolojik, biyokimyasal ve serolojik testler ile
dogrulanmaktadir. Selektif zenginlestirme ortami olarak %0,1 sodyum taurokolat
ilave edilmis CDMN (Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacin) Broth (Weese
ve ark., 2009; Jobstl ve ark., 2010; Metcalf ve ark., 2010a; Metcalf ve ark., 2010b;
Weese ve ark., 2010; Metcalf ve ark., 2011), %0,1 sodyum taurokolat ilave edilmig
CCF (Cycloserine Cefoxitin Fructose) Broth (Harvey ve ark., 2011), %0,1 sodyum
taurokolat ve %0,5 lizozim ilave edilmis CCM (Cycloserine Cefoxitin Mannitol)
Broth (Curry ve ark., 2012), %0,1 sodyum taurokolat ve at kani ilave edilmig
Clostridium Difficile Broth (Rodriguez-Palacios ve ark., 2007; de Boer ve ark., 2011)
besiyerleri kullanilmaktadir. Bahsedilen besiyerlerine ilave edilen sodyum taurokolat
sporlarin ¢imlenmesini tesvik ettigi igin izolasyonu kolaylastirmaktadir (Brazier ve

Boriello, 2000).

Selektif zenginlestirme besiyeri anaerobik kosullarda 37°C inkiibe edilmekte olup,
sire 2-10 gun arasinda degigsmektedir. Selektif sivi  besiyerinde yapilan
zenginlestirme agamasindan sonra sporsuz bakterileri elimine etmek amaciyla alkol

soku uygulanmaktadir. Bu amagla zenginlestirme kiltiri 1:1 oraninda %96’lik
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etanol ile kanistinilip oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edilir. Inkiibasyonun sonunda
kiltar santrifiijlenir ve elde edilen peletten selektif kati besiyerine siirme yapilir
(Weese ve ark., 2009; Weese ve ark., 2010). Bu asamada en yaygin kullanilan
yontem alkol soku uygulamasi olmakla birlikte, alternatif bir yontem de 1s1l islemdir.
Ist uygulamasinda zenginlestirme kultiiric 70°C’de 1 saat bekletilir (Jobstl ve ark.,
2010). Izolasyon igin selektif kat1 besiyerleri olarak CDMN (Clostridium Difficile
Moxalactam Norfloxacin) Agar (Rodriguez-Palacios ve ark., 2007; Weese ve ark,,
2009; Weese ve ark., 2010; de Boer ve ark., 2011), Colombia Blood Agar (Metcalf ve
ark., 2010a, 2010b; 2011), CCF (Cycloserine Cefoxitin Fructose) Agar (Harvey ve
ark., 2011) veya %5 koyun kani ilave edilmis Trypticase Soy Agar (Curry ve ark.,
2012) besiyerlerinden biri kullanilmaktadir. Selektif kati besiyerine elde edilen
peletten ekim yapilir ve 24-48 saat 37°C’de anaerobik inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde gelisen gri renkli, hemolitik olmayan yaygin
sekilli siipheli koloniler izole edilerek morfolojik ve biyokimyasal testler ile
dogrulanir. Gram-pozitif, subterminal pozisyonda spor olusturan, at kani igeren
besiyerinde 365 nm UV 15181 altinda sari-yesil floresan 1sima veren, lesitinaz
aktivitesi negatif ve L-prolin aminopeptidaz aktivitesi pozitif olan izolatlar C.
difficile olarak dogrulanir. Ayrica kat1 besiyerinde at-fil gubresi kokusu olusumu bu
bakteri i¢in tipik bir ozelliktir (Weese ve ark., 2009; Weese ve ark., 2010; Jobstl ve
ark., 2010; de Boer ve ark., 2011).



BOLUM 3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada Sakarya’da et ve et Uriinleri satigt yapan 57 farkli kasap, market ve
restorandan Nisan 2013 — Subat 2014 tarihleri arasinda 101 adet et ve et tiriinii 6rnegi
toplanmistir. Orneklerin toplanmasinda buz kaliplari kullanilarak soguk zincirin
devamlilig1i saglanmustir. Ornekler laboratuvara getirilip buzdolabinda muhafaza
edilmis ve 24 saat i¢inde analize alinmistir. Ornek tipleri ve sayilarn Tablo 3.1. de

verilmigtir.

Tablo 3.1. Omek tipleri ve say1st

Ornek tipi Adet
Kiyma 31
Tavuk Gogiis Eti 27
Kofte 18
Et Déner (Pigmis) 12
Tavuk Déner (Pismis) 7
Salam 4
Sosis 1
Jambon 1
TOPLAM 101

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin analize hazirlanmasi

Aseptik kosullarda 25 g ornek tartilarak steril stomacher posetine konulmus ve

tizerine 25 ml steril tamponlanmig peptonlu su (TPS; Ek 1) ilave dilmistir. C. difficile
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anaerob oldugu i¢in bes dakika siireyle elle masaj yapilarak poset icerigi homojenize

edilmistir.
3.2.2. C. difficile izolasyonu

C. difficile izolasyonu Weese ve ark. (2009) tarafindan rapor edilen yonteme gore

yapilmis olup islem asamalar1 Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Stomacher
pogeti

Sml% 0.1 sodyum taurcklaticeren
) CDMNM Broth besiyveri

* l’ Deney tipl 37°C'de 48 saatanasrobik
inkiibasyona birakilir

—( Petri 37°C'de 48 saat anaerobik
I inkibasyona birakihr

Sekil 3.1. C. difficile’in izolasyon agamalari

Bolum 3.2.1.°de anlatildigr gibi hazirlanan homojenattan 1 ml alinarak 9 ml %0,1
sodyum tauroklat (Sigma-Aldrich, ABD) katkili Clostridium Difficile Moksalaktam
Norfolaksin (CDMN) Broth (Ek 2) besiyerine ilave edilmig ve anaerobik kosullar
altinda 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Anaerobik kosullari saglamak
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amaciyla anaerobik jar (Merck, Darmstad, Almanya) ve Anaerocult A (Merck)
kullamlmis olup, anaerotest (Merck) ile kontrol edilmistir (Sekil 3.2.). Inkiibasyonun
ardindan spor seleksiyonu i¢in alkol soku uygulanmigtir Bu amagla 6n
zenginlestirme kultiriinden 1 ml alinmis ve Gizerine 1 ml susuz etanol ilave edilip
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Daha sonra kiltir ve
etanol karistmi 4000 devir/dakika hizla 10 dakika siireyle santrifijjlenmistir.
Supernatant uzaklagtirildiktan sonra elde edilen peletten steril ekiivyon ¢ubugu
yardimiyla Clostridium Difficile Moxalactam Norflaxin (CDMN) Agar (Ek 3)
besiyerine ekim yapilmigtir. Petriler 37°C’de 48 saat anaerobik kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisme olan petrilerden alinan
koloniler Clostridiumlar i¢in spesifik olan Tiyoglikolat Broth (Merck, Ek 4)
besiyerine agtlanmig ve 37°C’de 24 saat anaerobik inkubasyon birakilmigtir.
Tiyoglikolat Broth besiyerinde aktiflestirilmis kiiltiirden 850 ul ve steril gliserolden
150 pl alinarak steril eppendorf tiplerine aktarilmistir. Stok kultirler -20°C’de

muhafaza edilmisgtir.
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Sekil 3.2. Anaerobik jar, Anaerocult A ve Anaerotest
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3.2.3. Morfolojik, biyokimyasal ve serolojik dogrulama

3.2.3.1. Morfolojik dogrulama

Omeklerin morfolojik dogrulanmast amaciyla ilk olarak Gram boyama islemi
uygulanmigtir. Stok kultir oda sicakligina getirilerek ¢ozindirilmesi saglanmigtir,
Stok kiltirden 100 pl alinmis ve aktiflestirme amaciyla Tiyoglikolat Broth
besiyerine aktarilmigtir. Tupler anaerobik kosullar saglanarak 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda bir éze dolusu sivi besiyeri lam
tizerine aktarilmig ve fiksasyon iglemine tabi tutularak lam tizerine sabitlenmisgtir.
Preparatin yiizeyi kristal viyolet ile kaplanmig ve 1 dakika bekletilmistir. Sire
sonunda preparat damitik suyla yikanmis ve lugol ¢ozeltisi (Gram iyot ¢ozeltisi)
damlatilarak yine 1 dakika boyunca beklenmis ve damitik suyla yikanmigtir. Preparat
tizerine %96’lik alkol ilave edilerek 10-15 saniye boyunca bekletilmis ve damitik
suyla yikanmistir. Islemin ardindan preparat karsit boya olan safranin ile boyanmis
ve 30 saniye bekletilerek damitik suyla yikanmistir. Kendiliginden kurumaya
birakilan preparat immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelenmistir. Mavi-
mor renkte boyanan bakteriler Gram pozitif, kirmiz1 renkten boyanan bakteriler ise

Gram negatif olarak degerlendirilmigtir (Temiz, 1994).

Gram boyamanin ardindan sipheli C. difficile izolatlart Kanli Agar’da (Ek 5)
gelistirilmistir. Bu amagla stok kiiltiirden Tiyoglikolat Broth besiyerinde 37°C’de 24
saat anaeobik inkiibasyonu yapilmig aktif kiltir Kanli Agar besiyerine 100 pl
aktanlarak, Drigalski spatiililyle yayilmis ve petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda at giibresi/ahir kokusu igeren, grimsi beyaz, mat,
purizli ve UV 15tk (365 nm) altinda floresans parlaklik veren koloni olusturan

izolatlar se¢ilerek diger tanimlama testleri uygulanmigtir.

Spor boyama igin aktiflestirilen kiltiirlerden Kanli agara ekim yapilarak 37°C’de 48
saat anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri kutulan
buzdolabinda 48-72 saat bekletilerek spor olusumu tesvik edilmistir. Kolonilerden
oze yardimiyla alinarak lama aktarilmig ve sabitlenmigtir. Bek alevi tizerine kurulan

kaynar su banyosu diizenegine preparat yerlestirilerek %5’lik malagit yesili



31

cozeltisiyle 1slatilmis, tizerine kiigiik boyutlu kurutma kagidi yerlestirilip 5 dakika
boyunca kurutma kagidinin ¢ozeltiyle 1slak kalmasi saglanmigtir. Siire sonunda
preparat yikanmig ve safranin ¢ozeltisiyle 20-30 saniye bekletirilerek yikanmistir
Kurutulan preparat immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelenmistir (Temiz,

1994).

3.2.3.2. L-prolin aminopeptidaz aktivitesi

L- prolin aminopeptidaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Pro-Disc (Remel, ABD,

R-211357) test kiti kullanilmustir.

Stok kiiltir oda sicakligina getirilerek ¢ozindirilmis ve 100 pl’si Tiyoglikolat Broth
besiyerine ilave edilmistir. Tipler 37°C’de 24 saat anaerobik inkiibasyona
birakilmistir. Aktiflesen kiltiirden 100 pl alinmis, Kanli agar besiyerine aktarilmigtir.

Petriler 37°C’de 48 saat anaerobik inkiibasyona birakilarak gelismesi saglanmistir.

Paket igeriginde yer alan diskler steril bir ortama alinarak aseptik kosullarda steril saf
suyla nemlendirilmistir. Kanli Agar besiyerinde gelisen koloniler 6ze yardimiyla
alinarak disklere emdirilmigtir. Disklere kolonilerin nifuz etmesi amaciyla 2-3
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Disk yiizeyine Sinamaldehit reaktifi
damlatilarak 2 dakika streyle oda sicakliginda bekletilmis ve pembe-kirmizi renk

olusumu L-prolin aminopeptidaz pozitif olarak degerlendirilmigtir.

3.2.3.3. API 20A ile identifikasyon

API 20A (Biomerieux, Fransa) identifikasyon kiti ile izolatlarin tanimlanmast igin
oncelikle stok kultiirden 100 pl alinarak Tiyoglikolat Broth besiyerine aktarilmistir.
37°C’ de 24 saat anaerobik inkiibasyonun ardindan aktif kiiltirden 100 pl Kanli Agar
besiyerine aktarilarak Drigalski spatiiliiyle yayilmis ve 37°C’de 48 saat siireyle
anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Test kabinin alt haznesine 5 ml damitik su ilave
edilmigtir.  Test seridi ambalajindan aseptik sartlarda ¢ikarilarak kabina
yerlestirilmigtir. Bu sirada API ampili kirilarak acilmigtir. Kanli Agarda geligen
kiltarler ektivyon ¢ubugu yardimiyla alinarak McFarland 3 bulanikligina esdeger
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bulaniklik derecesine getirilmistir. Ampil igerigi steril pipet yardimiyla test
seridindeki 21 kuyucuga hava boslugu kalmayacak sekilde konulmustur (Sekil 3.3.).
Indol kuyucuguna mineral yag ilave edilirken, jelatin kuyucugu da tamamen

doldurularak 37°C’de 48 saat anaerobik inkiibasyona tabi tutulmustur.

Sekil 3.3. API 20A identifikasyon testinin gorintmi (http:/www.tgw1916.net/Tests/api.html, Erigim Tarihi:
15.05.2014) (A: pozitif goértntim, B: negatif gérintim)

Inkiibasyon sonunda iire, jelatin ve eskiilin kuyucuklarindaki okumalar hemen
yaptlmistir. Karbonhidrat igeren kuyucuklara Bromocresol Purple (BCP) ilave
edilerek sart  kuyucuklar pozitif, morumsu kuyucuklar negatif olarak
degerlendirilmistir. Indol kuyucuguna Xylene (XYL) reaktifi ilave edilerek 2-3
dakika bekletirilmis ve Ehrlich (EHR) reaktifi ilave edilerek 5 dakika sonra kirmizi-
pembe renk olusumu pozitif, sarimsi renk olusumu negatif olarak degerlendirilmigtir.
Ayrica pozitif olarak belirlenen bir kuyucuga birka¢ damla %3’luk H,O, ilave
edilerek 30 dakika bekletilmis ve baloncuk olusanlar pozitif olarak
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda pozitif ve negatif sonuglara gore API

20A profilleri ¢ikarilmig ve apiweb (http://apiweb.biomerieux.com) ¢evrimigi

ortaminda degerlendirilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. API 20A ile identifikasyonda profil belirleme sablonu



33

3.2.3.4. Serolojik dogrulama

Serolojik dogtulama amaciyla ticari olarak satilan Difficile Test Kiti (Oxoid, UK,
DR11907) kullanilmistir (Sekil 3.5.).

Lateks agliitinasyon testinin yapilmast amaciyla stok kultirden 100 pl alinarak
Tiyoglikolat Broth besiyerine aktarilmigtir. 37°C’de 24 saat anaerobik kosullarda
inkiibe edilmistir. Aseptik kosullarda test kartindaki boélmeye %0,85°1ik fizyolojik
tuzlu su (%0,85 NaCl) konsantrasyonundaki tuz ¢ozeltisinden 1 damla damlatilmistir.
Uzerine besiyerinde gelismesi saglanan kiiltiirden 1 damla damlatilarak steril bir 6ze
yardimiyla karismast saglanmistir. Uzerine 1 damla C. difficile reaktif damlatilarak 2
dakika igerisinde agliitine olmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir. Agliitine
olan yani pozitif sonu¢ veren izolatlardan Kanli Agar besiyerine ekim yapilip
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmig ve kati besiyerinde gelisimi saglanmistir.
Yukarida anlatilan islem kat1 besiyerinde gelisen kultir kullanilarak tekrar edilmis ve

boylece pozitif test sonucu dogrulanmistir (Sekil 3.5.).

Tiyoglikolat Broth
Asama-1 besiyeri
(37°C-48 saat)
Asama-2
Kanli Agar Besiyeri
Asama-3 (37°C-48 saat)
Sonuc¢

Sekil 3.5. Lateks agliitinasyon testi analiz akig sgemast
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3.2.4. Toksin tipinin belirlenmesi

Toksisiteyi belirlemek amaciyla C. difficile Toksin A/B testi (REF- R24640, Xpect,
ABD) kullanilmistir. Bu dogrultuda stok kiltir oda sicakligina getirilerek
cozundurilmiig ve 100 ul’si Tiyoglikolat Broth besiyerine ilave edilmigtir. Tupler
37°C’de 24 saat anaerobik inkiibasyona birakilmigtir. Aktiflestirilen tiiplerden 1 ml
alinmig ve Brain Heart Infusion (BHI) Broth (Ek 6) besiyerine aktarilmis ve 37°C’de
72 saat anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, steril plastik
tiplere 200 ul BHI Broth besiyerinde gelisen kultiir ilave edilmis ve tizerine 5 damla
Konjiige Reaktif A, 5 damla Konjige Reaktif B damlatilarak karigmasi
saglanilmigtir. Karigimdan 200 pl alinarak kitin ¢rnek bolumine aktarilmigtir. 20
dakika sture sonunda kontrol ve test ¢izgilerinin olusup olugsmamasina gore “toksin

pozitif/negatif” seklinde yorum yapilmistir (Sekil 3.6.).

Y. .
X/pect: | x/pect’ _

C. diff Toxin A/B C. diff Toxin A/B

CTRL CTRL
TEST TEST

® e
M.POZ‘ItI AmNega' n '

Sekil 3.6. Toksin A/B testinin pozitif ve negatif goriinttisii

3.2.5. Antibiyotik duyarhlik testi

Izolatlarin  antibiyotik duyarliliklarim  belirlemek igin Epsilon-test (E-test,
Biomerieux) kullanilmustir. Stoga alinmis C. difficile kilturleri Tiyoglikolat Broth
besiyerine asilanmis ve 37°C’de 24 saat anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir.
Gelisen kulturden 100 ul Kanli Agar besiyerine aktarilarak anaerobik kosullar altinda
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak gelismesi saglanmistir. Kati besiyerinde
gelisme gosteren koloniler ekiivyon ¢ubugu yardimiyla 960,85 NaCl igeren fizyolojik
tuzlu su (Ek-7) igerisine aktarilarak McFarland 1’e esdeger bulaniklikta olmasi
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saglanmistir. Hazirlanan stispansiyondan at kani ilave edilmis Mueller-Hinton Agar
(EK-8) besiyerine sirme yontemi ile ekim yapilmigtir Besiyerinin kiltirt
emmesinden hemen sonra steril pens yardimiyla klindamisin (CM), metranidazol
(MZ), moksifloksasin (MX), vankomisin (VA) ve tetrasiklin (TC) antibiyotik seritleri
treticinin tavsiye ettigi sekilde petriye yerlestirilmistir (Sekil 3.7.). Petriler anaerobik
ortam saglanarak 37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra E-test seritlerindeki
gelismesine gore antibiyotik duyarliliklan ve Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

(MIK) degerleri belirlenmistir.
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Sekil 3.7. E-test seritlerinin petriye yerlestirilme sekilleri



BOLUM 4. BULGULAR

Sakarya ilinde 57 farkli market, kasap ve restorandan temin edilen et ve et Urint

orneklerinde C. difficile izolasyonu amaciyla yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar

Bolum 4.1, 4.2 ve 4.3 te ayrintili olarak verilmistir.

4.1. Izolasyon ve identifikasyon Sonuclar

Analize alinan 101 adet et ve et Uiriini 6rneginden toplam 124 izolat elde edilmistir

(Tablo 4.1). Bu izolatlar 44 6rnege ait olup, diger 57 6rnekten 6n zenginlestirme ve

alkol soku sonrasinda CDMN Agar’a yapilan ekim sonucunda koloni geligimi

gozlenememistir.
Tablo 4.1. Ornek tipleri ve izolat dagilum
Ornek tipi Toplam 6rnek sayist Koloni izole dilen Koloni gelisimi
ornek sayisi olmayan 6rnek sayisi
Kiyma 31 14 17
Tavuk gogiis eti 27 12 15
Kofte 18 10 8
Et Déner (pismis) 12 3 9
Tavuk Déner (pismis) 7 3 4
Salam 4 2 2
Sosis 1 0 1
Jambon 1 0 1
TOPLAM 101 44 67

Koloni izole edilen orneklerin %81,8’1 ¢ig et (kiyma, tavuk gogus eti, kofte),

%18,2’s1 tiketime hazir 1s1l iglem gérmils veya pigmis et Grinleridir (Sekil 4.1.).
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izolatlarin Dagilim Grafigi

Sekil 4.1. Izolat dagilim grafigi

4.1.1.Morfolojik dogrulama ve L-proline aminopeptidaz aktivitesi

Izolatlarin hepsi Gram boyama islemiyle dogrulanmistir. Bu dogrulama asamasinda
orneklerden birinin Gram boyama sonucu sekilde gorildugt gibidir (Sekil 4.2)).
Gram boyama sonuglarini igeren Tablo 4.2.°de goruldigi tizere izolatlarin 10 tanesi

Gram negatif olarak belirlenmisgtir.

Sekil 4.2. Izolatlardan birine ait mikroskop gériintiisii

Onceki bolimde belirtildigi  sekliyle izolatlann Kanli Agar’da olusturdugu

karakteristik koku ve koloni morfolojisi belirlenmistir (Sekil 4.3.). Ayrica izolatlarin



38

Kanli Agar’da floresan 1s1ma vermesi durumuna gore sonuglar Tablo 4.2°de

belirtilmigtir.
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Sekil 4.3. Kanli1 agarda C. difficile geligmesi

4.1.2. L-prolin aminopeptidaz testi

Supheli olan izolatlar L-prolin aminopeptidaz testine tabi tutulmustur. Buna gore
pembemsi renk goriilen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4.).
Izolatlarin 40 tanesi (%32,3) pozitif sonug¢ vermistir. Pozitif izolatlarin 19 tanesi
kiyma, 15 tanesi tavuk eti, 2 tanesi et doner, 3 tanesi kofte, 1 tanesi salam orneklerine

aittir. Ayrica 14 izolat da siipheli (pozitif/negatif) sonug vermistir.

Sekil 4.4. L-prolin aminopeptidaz testi pozitif sonug gorintiist
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Izolatlarin Gram boyama, Karakteristik gortntiisii, UV 151n altindaki gortiniisi ve L-

prolin aminopeptidaz sonuglart Tablo 4.2.”de verilmistir.

Tablo 4.2. Gram boyama, morfolojik inceleme ve L-prolin aminopeptidaz aktivitesi sonuclart (KY: Kiyma Eti,

TV: Tavuk Gogus Eti, MB: Kofte, SA: Salam, TD: Tavuk Déner, ED: Et Déner, +/-: Siipheliler)

Izolat Gram Cubuk | Kanli Agarda | UV L-prolin

Numarast | Boyama |/ Kok | Tipik Koloni | (365 nm) | Aminopeptidaz
Olusumu Aktivitesi

KY001 + Cubuk | + + +

KY002 + Cubuk | + + +

KY003 |+ Kok |+ T T

KY004 + Cubuk + + +

KY005 |- Kok |+ T T

TV006 + Cubuk | + + +

™VOOT |- Kok |+ T T

TV008 + Cubuk | + + +/-

TV009 + Cubuk | + + +/-

KY010 n Cubuk |+ n -

KYOl + Cubuk | + + +

KY012 + Cubuk | + + +

KY013 + Cubuk | + + +

KYO14 + Cubuk | + + +

TVO15 - Cubuk | + + +

KY0l16 + Cubuk | + + +

Y + Cubuk | + + +

VOIS |+ Kok |+ T T

TVo19 + Cubuk | + + +

KY020 + Cubuk | + + +

KY021 + Cubuk | + + +

MBO022 + Cubuk |+ + +

MB023 + Cubuk | + + +
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Izolat Gram Cubuk | Kanli Agarda | UV L-prolin
Numarast | Boyama |/ Kok | Tipik Koloni | (365 nm) | Aminopeptidaz
Olusumu Aktivitesi
MB024 + Cubuk |+ n B
MBO025 + Cubuk |+ + +
TV026 - Kok + + +/-
V027 + Cubuk | + + +
MB028 + Cubuk | + + -
KY029 + Cubuk | + + -
MB030 + Cubuk |+ n B
MBO031 + Cubuk |+ n B
TD032 + Cubuk | + + -
SA033 + Cubuk |+ n B
SA034 + Cubuk | + + +
MB035 + Cubuk | + + -
MB036 + Cubuk |+ n B
MB037 + Cubuk |+ + _
MB038 + Cubuk | + + _
KY039 - Cubuk | + + +/-
TD040 - Cubuk | + + +/-
TDO41 + Cubuk | + + _
TD042 + Cubuk | + + _
TD043 + Cubuk |+ + _
TDO44 + Cubuk | + + _
EDO045 + Cubuk + + +/-
EDO046 + Cubuk + + +
EDO047 + Cubuk |+ + +/-
ED048 + Cubuk | + + -
ED049 + Cubuk |+ + _
TV050 + Cubuk | + + _
TV051 + Cubuk | + + _
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Izolat Gram Cubuk | Kanli Agarda | UV L-prolin
Numarast | Boyama |/ Kok | Tipik Koloni | (365 nm) | Aminopeptidaz
Olusumu Aktivitesi
™VOSZ |+ Kok |+ T T
TV053 n Cubuk |+ + .
TVO054 n Cubuk |+ + .
KY055 n Cubuk |+ n -
KY036 n Cubuk |+ n -
KY057 n Cubuk |+ n -
KY038 n Cubuk |+ n -
KY039 n Cubuk |+ n -
KY060 n Cubuk |+ n -
TVO061 n Cubuk |+ + ;
TV062 n Cubuk |+ + ;
TV063 + Cubuk | + + +
KY064 n Cubuk |+ n -
KY065 | + Kok |+ T T
KY066 + Cubuk | + + +/-
KY067 + Cubuk | + + +
KY068 + Cubuk | + + +/-
KY069 - Cubuk | + + +/-
KYO070 n Cubuk |+ n -
MBO71 n Cubuk |+ n -
MB072 n Cubuk |+ + .
MBO073 n Cubuk |+ n -
MBO074 + Cubuk |+ T ;
MB075 n Cubuk |+ + .
TVO76 n Cubuk |+ + .
Vo7 + Cubuk | + + +
V078 + Cubuk | + + +/-
TVO79 n Cubuk |+ + .
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Izolat Gram Cubuk | Kanli Agarda | UV L-prolin
Numarast | Boyama |/ Kok | Tipik Koloni | (365 nm) | Aminopeptidaz
Olusumu Aktivitesi
KY080 + Cubuk |+ n _
KY081 + Cubuk | + + -
ED082 + Cubuk | + + -
ED083 + Cubuk |+ n _
EDO084 - Cubuk |+ + +/-
EDOS5 + Cubuk | + + -
ED086 + Cubuk |+ n _
ED087 + Cubuk |+ n _
TDOSS + Cubuk | + + -
TDO089 + Cubuk |+ n _
TD090 + Cubuk |+ + _
TDO091 + Cubuk | + + -
TD092 + Cubuk |+ n _
KY093 + Cubuk |+ n _
KY094 - Cubuk | + + +
KY905 + Cubuk | + + +
KY096 + Cubuk |+ n _
KY097 + Cubuk | + + -
KY098 + Cubuk | + + -
KY099 + Cubuk |+ n _
KY100 + Cubuk | + + +
KY101 + Cubuk | + + -
TV102 + Cubuk |+ + _
TV103 + Cubuk | + + R
TV104 + Cubuk | + + R
TV105 + Cubuk |+ + _
TV106 - Cubuk | + + +
TV107 + Cubuk | + + R
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Izolat Gram Cubuk | Kanli Agarda | UV L-prolin

Numarast | Boyama |/ Kok | Tipik Koloni | (365 nm) | Aminopeptidaz
Olusumu Aktivitesi

TV108 + Kok + + +

TV109 + Cubuk | + + -

TV110 + Cubuk | + + +

TVII1 + Cubuk |+ + _

TV1i2 + Cubuk | + + +

TVII3 + Cubuk | + + R

TVil4 + Cubuk | + + +/-

KYIIS + Cubuk | + + +

KYll6 + Cubuk | + + +

KY117 + Cubuk |+ n _

MB118 + Cubuk |+ + _

MBI119 + Cubuk |+ + +/-

MB120 + Cubuk |+ n _

KY121 + Cubuk | + + +

MB122 + Cubuk | + + R

MB123 + Cubuk |+ + _

MB124 + Cubuk |+ + _

4.1.3. izolatlarin API-20 A ile identifikasyon sonuclar

L-prolin aminopeptidaz testinde pozitif sonug veren 40 izolat ile sipheli sonug veren

14 izolat API 20A ile tammlanmistir. Sonuglara gére MB025 ve ED046 numarali,

sirastyla kofte ve pismis et donere ait izolatlar C. difficile olarak tanimlanmigtir

(Tablo 4.3.; Sekil 4.5.).
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Izolat Numaras:1 | Izole Edilen Ornek API 20A Identifikasyonu
KY001 Kiyma Gemella morbillorum
KY002 Kiyma Clostridium beijerinckii/butyricum
KY003 Kiyma TANIMLANAMAYAN
KY003 Kiyma TANIMLANAMAYAN
KY004 Kiyma Clostridium spp.

KY005 Kiyma TANIMLANAMAYAN
TV006 Tavuk C. beijerinckii/butyricum
TV007 Tavuk Fti C. beijerinckii/butyricum
TV008 Tavuk Fti Clostridium tertium

TV009 Tavuk Fti Bifidobacterium spp
KYO011 Kiyma Clostridium clostridioforme
KY012 Kiyma C. beijerinckii/butyricum
KY013 Kiyma Clostridium botulinum/sporogenes
KYO014 Kiyma Clostridium spp.

TVO015 Tavuk Fti Clostridium ramosum
KY016 Kiyma C. beijerinckii/butyricum
TV017 Tavuk Eti Actinomyces naeslundii
TVO018 Tavuk Fti A. naeslundii

TVO019 Tavuk Fti C. beijerinckii/butyricum
KY020 Kiyma A.naeslundi

KY021 Kiyma Clostridium spp.

MB022 Kofte Actinomyces israelli
MBO023 Kofte C. beijerinckii/butyricum
MBO025 Kofte C. difficile

TV026 Tavuk Eti TANIMLANAMAYAN
V027 Tavuk Fti C. beijerinckii/butyricum
SA034 Salam Clostridium spp.

KY039 Kiyma A. naeslundii

TD040 Pismig Tavuk Doner A. naeslundii

EDO045 Pismig Et Doner C. beijerinckii/butyricum
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Izolat Numaras:1 | Izole Edilen Ornek API 20A Identifikasyonu
ED046 Pismis Et Doner C. difficile

ED047 Pismig Et Doner C. beijerinckii/butyricum
TV052 Tavuk Eti Bifidocaterium spp.
TV063 Tavuk Fti Lactobacillus acidophilus/jensenii
KY065 Kiyma TANIMLANAMAYAN
KY066 Kiyma A. naeslundii

KY067 Kiyma Bifidobacterium spp
KY068 Kiyma L. acidophilus/jensenii
KY069 Kiyma C. beijerinckii/butyricum
V077 Tavuk Eti TANIMLANAMAYAN
TVO078 Tavuk Fti Bifidocaterium spp
EDO084 Pismig Et Doner C. beijerinckii/butyricum
KY094 Kiyma Prevotella melaninogenica
KY095 Kiyma Clostridium septicum
KY100 Kiyma C. septicum

TV106 Tavuk Fti A. israelli

TV108 Tavuk Fti Bifidobacterium spp.
TVI110 Tavuk Eti Clostridium baratti
TV112 Tavuk Fti Bifidobacterium spp.
TV114 Tavuk Fti C. beijerinckii/butyricum
KY115 Kiyma Clostridium spp.

KY116 Kiyma TANIMLANAMAYAN
MBI119 Kofte C. beijerinckii/butyricum
KY121 Kiyma C. botulinum/sporogenes

VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip

API20 A V4.0

Profile

41204103

Note

Significant taxa % 1D Tests against
Clostridium difficile 99.4 | 03 [sAL 20% | | |
Hext taxon % 1D T Tests against
Clostridium innocuum 0.5 049 [CEL 9% [miz 4% ] |

Sekil 4.5. ED046 numarali izolata ait APT 20A sonucu
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Ayrica API 20A ile identifikasyon sonucunda belirlenen bakterilerin izolatlar i¢indeki
% dagilim1 Tablo 4.4.’te gosterilmistir. Buna gore L-prolin aminopeptidaz testi ile
pozitif sonug veren izolatlarin %26’s1 Clostridium beijerinckii/butyricum olarak

tanimlanmigtir. Buna karsin izolatlarin sadece %3,7’si  C. difficile olarak

tantmlanmustir.
Tablo 4.4. API 20A ile belirlenen bakteri cinsleri ve yiizdeleri

API 20A ile Identifikasyon Sonucu Izolat Sayis Izolat Yiizdesi (%)
Clostridium beijerinckii/butyricum 14 26,0
Tammlanamayan 7 13,0
Bifidobacterium spp. 6 11,1
Actinomyces naeslundii 6 11,1
Clostridium spp. 5 9.3
Clostridium botulinum/sporogenes 2 3,7
Actinomyces israelli 2 3,7
Clostridium difficile 2 3,7
Lactobacillus acidophilus/jensenii 2 3,7
Clostridium septicum 2 3,7
Gemella morbillorum 1 1,8
Clostridium tertium 1 1,8
Clostridium clostridioforme 1 1,8
Clostridium ramosum 1 1,8
Prevotella melaninogenica 1 1,8
Clostridium baratti 1 1,8

4.1.4. Serolojik dogrulama

L-prolin aminopeptidaz testi ve API 20A ile identifikasyon sonuglarina C. difficile
olarak tanimlanan iki izolata lateks agliitinasyon testi uygulanmis olup, izolatlarin

her ikisi de pozitif sonug¢ vermistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Pozitif lateks agliitinasyon testi géruntiisii

4.2. Toksin Belirleme

API test kitiyle ve lateks agliitinasyonu ile dogrulanan iki C. difficile susunun da

toksijenik olmadigi belirlenmistir.

4.3. Antibiyotik Duyarhhk Testi

C.  difficile olarak tamimlanan MBO025 numarali izolatin metranidazol,
moksifloksasisin, tetrasiklin ve klindamisine duyarli, buna karsin vankomisine

direngli oldugu saptanmistir (Tablo 4.5.; Sekil 4.7.).

Diger yandan et doner 6rneginden izole edilen ED046 numarali izolat metranidazole

direngli iken, diger 4 antibiyotige duyarli oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.5. Antibiyotik duyarlilik ve MiK (ug/ml) sonuglart

Antibiyotik [zolat No
MBO025 EDO0O46
Metranidazol Duyarli/0,125 Direngli/-
Vankomisin Direngli/- Duyarly/ 4
Moksifloksasin Duyarli/0,75 Duyarli/0,38
Tetrasiklin Duyarl/48 Duyarli/0,047
Klindamisin Duyarli/0,6 Duyarli/0,19
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Sekil 4.7. ED046 izolatna ait E-test goriintiist

EDO046 izolatina ait MIK degerleri klindamisin 0,19 pg/ml, moksifloksasin 0,38
ug/ml, vankomisin 4 pg/ml ve tetrasiklin 0,047 ug/ml olarak belirlenmigtir. MB025
izolatina ait MIK degerleri ise moksifloksasin 0,75 pg/ml, klindamisin 0,6 pg/ml,
metranidazol 0,125 ug/ml, tetrasiklin 48 pg/ml olarak belirlenmistir.



BOLUM 5. TARTISMA ve SONUC

C. difficile patojenik Clostridium tirlerinden birisidir. Bagirsak sisteminde
hastaliklara yol agarak insanlarda salginlara neden olan 6nemli patojenlerden biri
olarak tanimlanmaktadir. Ayrica bagirsak yapisi insanlara benzerlik gosteren hayvan
bagirsaklarinda da bulunabilmektedir. Bu bakimdan hayvanlarda goriilen bagirsak
enfeksiyonlarinda onemli rol oynamaktadir. Daha cok ¢iftlik hayvanlar, kiimes
hayvanlant ve evcil hayvanlar hem tasiyict olarak hem de olasi bulagma kaynagi
olarak goriilmektedir. Insanlarda salgina yol agan ribotip 027 ve ribotip 078’iin
gidalarda da bulanabilmesi gidalarin C. difficile agisindan potansiyel tehlike
oldugunun gostergesi olmustur. Hem ¢ig gidalarda hem de pismis gidalarda C.
difficile’e rastlanmaktadir (Gould ve Limbago, 2010; Weese, 2010; Rodriguez-
Palacios ve ark., 2013).

Bu amagla yapilan bu ¢alismada Sakarya ilinde faaliyet gosteren 57 farkli market,
restoran ve kasaptan tedarik edilen kiyma, tavuk gogus eti, kofte, pismis et doner,
pismis tavuk doner, salam, sosis ve jambon olmak tzere toplam 101 adet et ve et
tiriinii analize alinmustir. Orneklere identifikasyon amacityla Gram boyama, Kanli
Agar’da karakteristik goruniim ve koku, L-prolin aminopeptidaz aktivitesi testi ve
API 20A test kitleri, toksinligin belirlenmesi amaciyla toksin kiti ve antibiyotik
duyarliligini  belirlenmesi amaciyla vankomisin, tetrasiklin, moksiflaksin,

metranidazol ve klindamisin E-test antibiyotik seritleri kullanilmigtir.

Calismamizda C. difficile izolatlarint dogrulanmasinda anahtar yontem olan L-prolin
aminopeptidaz aktivitesi kullamlmistir. Izolatlarin %32,3’ti L-prolin aminopeptidaz
aktivitesi sonucu pozitif ¢ikmistir. Gidalarda C. difficile belirlenmesi tizerine yapilan
bir¢ok ¢alismada izolatlarin L-prolin aminopeptidaz aktivitesini belirlendikten hemen

sonra PCR ile tiplendirme c¢alismast yapilmistir (Rodriguez-Palacios ve ark., 2007,
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Rodriguez-Palacios ve ark., 2009; Songer ve ark., 2009; Weese ve ark., 2009,
Metcalf ve ark., 2010a; Rahimi ve ark., 2014). Jobstl ve ark. (2010)’nin yaptiklar
caligmada tanimlama asamasinda L-prolin aminopeptidaz aktivitesi testini takiben
biyokimyasal test kiti olan API 32A ile de tanimlanmasi saglanmis ve en son PCR ile
dogrulanmistir. Calismamizdaki sonuglara baktigimizda siipheli olarak belirlenen 54
izolatin yalnizca 2 tanesi API 20A ile C. difficile olarak tanimlanmistir. Gidalarda C.
difficile belirlenmesi amaciyla bundan sonra yapilacak olan ¢aligmalarda izolatlar,
tanimlama agamasinda ya birden ¢ok test yontemiyle tanimlanmalidir veya

tiplendirme ¢aligmalariyla desteklenmelidir.

API 20A test kitinin kullanimiyla ilgili yapilan bir calismada 88 C. difficile izolati
incelenmis ve 84 izolat (%95,5) C. difficile olarak belirlenmis duyarliliginin %95,5
oldugu rapor edilmistir (Head ve Ratnam, 1988). Kouassi ve ark. (2011)’nin
yaptiklart ¢aligmada yalnizca API 20A ile tanimlama yapilmig ve ardindan herhangi
bir tiplendirme ¢aligmasi veya genetik test yapilmamistir. Yine aynt bolgede yapilan
caligmada API 20A ile belirlenmis ve PCR ile tiirleri belirlenmistir (Kouassi ve ark.,
2014).

C. difficile olarak tanimlanan her iki susun da toksijenik olmadigi belirlenmistir.
Diger caligmalarda gidalardan izole edilen izolatlarda toksijenik suglarin oraninin
yiiksek oldugu gorilmektedir (Songer ve ark. 2009; Rodriguez ve ark., 2014; Rahimi
ve ark., 2014). Test kitinin duyarliligiyla ilgili yapilan klinik ¢aligmalara bakildiginda
%69-95 oldugu saptanmustir (Planche ve ark., 2008).

Caligmalarin énemli bir kisminda tiplendirme amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ribotip yontemi kullanilmistir. PCR ribotip yonteminin ayirt edebilme
yeteneginin yiksek olmasi, kullaniminin kolay olmast ve tekrarlanabilme
avantajlarina sahip olmasi tercih edilmesinin en o6nemli nedenleri arasindadir.
Gidalarda yapilan ¢alismalar goz oniine alindiginda klinik C. difficile ribotipleri olan
Ribotip 027 ve Ribotip 078 gidalarda bulunma sikliginin yiiksek oldugu goralmustiir
(de Boer ve ark., 2011). Sonraki yapilacak calismalarda tiplendirme analizinin

yapilmast Onerilmektedir.
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Yaptigimiz ¢aligmanin analiz sonuglarina gore 101 et 6rneginin 2 tanesinden (%1,98)
C. difficile izole edilmistir. C. difficile olarak tanimlanan izolatlar kofte ve pigmis et

doner orneklerine aittir.

Gidalarda C. difficile’in bulunma aralig1 %0-62,5 arasinda degismektedir (Al Saif ve
Brazier, 1996; Visser ve ark., 2007; Indra ve ark., 2009; Songer ve ark., 2009; Weese
ve ark., 2009; Koussai ve ark., 2011; Rahimi ve ark., 2014; Rodriguez ve ark., 2014).
Avusturya’da 2008 yilinda satigsa sunulan 84 ¢ig et orneginde yapilan ¢aligmada C.
difficile’e rasttanmamistir (Indra ve ark., 2009).

Von Abercron ve ark. (2009) yaptiklant ¢alismada C. difficile varligi agisindan
incelenen domuz eti, hamburger, koyun eti, tavuk etinden izole edilmedigi ancak
sigir kiymasindan izole edildigi belirtilmistir. Caligmada izolasyon orant %24 (2/82)
olarak belirlenmigtir. Ayrica her iki 6rnegin toksin uretebilme yeteneginde oldugu

belirlenmigtir.

de Boer ve ark. (2011)'min C. difficile varligin1 belirlemek amaciyla yaptiklar
caligmada 500 sigir eti, dana eti, kuzu eti ve tavuk eti 6rnegi incelenmis ve C.
difficile 1zolasyon orani %1,6 (8/500) olarak belirlenmistir. Caligmada sigir eti ve
dana eti orneklerinde C. difficile varligina rastlanmazken, kuzu eti (%6,3) ve tavuk

eti (%2,7) oreklerinde C. difficile varlig tespit edilmistir.

Metcalf ve ark. (2010a)’min 393 domuz etinde yaptiklari calismada C. difficile
izolasyon oraninin  %1,8 (7/393) oldugu belirtilmistir. Diger c¢aligmalarla
karsilagtirildiginda dusiik olmasinin nedenini 6rnekleme genisliginin digerlerine gore
daha kapsamli olmasindan kaynaklanabilecegini agiklamiglardir. Ayrica farkliligin C.
difficile’in gidalardan izolasyonu ve identifikasyonu igin metot validasyonunun

olmamasindan kaynaklandigi belirtilmistir.

Iran’da 660 ¢ig et omeginin C. difficile varligi yoniinden incelendigi ¢alismada
izolasyon oraninin %2,0 oldugu belirlenmistir. Calismada si8ir etinde %1,65 (2/121),
inek etinde %0,94 (1/106), koyun etinde %0,67 (1/150), keci etinde %3,26 (3/92),
bizon etinde %8,96 (6/67) deve etinde %0 (0/124) C. difficile’ e rastlanmigtir. Ayrica
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13 izolatin 12’si PCR tiplendirme yontemiyle toksin A/B pozitif bulunmugtur. Toksin
pozitif oraninin yiksek olusu tiketici sagligt agisindan dikkat edilmesi gereken bir
nokta olarak gorilirken, sonraki ¢aligmalarin gidalarin enfeksiyona yol agip

acmadigl konusunda arastirilmasi gerektigini gostermektedir (Rahimi ve ark., 2014).

C. difficile’in farkli tlkelerdeki izolasyon oranlarinin yiiksek olusunun kullanilan
metotlarin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi dusinilmektedir. Gidalardan C.
difficile  izolasyonunu igceren diger ¢alismalarda yontemin  gelistirilmesi

gerekmektedir (de Boer ve ark., 2011).

Bouttier ve ark. (2010), 2007-2008 yillart arasinda yaptiklart arastirmalarda domuz
sosislerinde ve ticari et igerikli kedi mamalarinda C. difficile’e rastlamamis, sadece
sigir  kiymast  orneklerinde %1,9 oraninda rastlanmigtir.  Sosis Orneklerinde
rastlanmamasi yoniiyle ¢aligmamiza paralellik gostermektedir. Kiyma orneklerinde
C. difficile varhig diger ¢alismalarla karsilagtirildiginda dusik bulunmustur.
Tiketicilerin yine de ¢ig etleri tiketirken pisirme sicakligina dikkat ederek onlem

almalart gerekmektedir.

Weese ve ark. (2010), ¢alismamizda baz aldigimiz yontemi kullanilarak 230 ¢ig
kiyma (115°1 sigir kiymast, 115’1 domuz kiymast) orneginin %12’sinden C. difficile
izole etmigler, toksin treten izolat oraninin ise %9,3 oldugu belirlemislerdir.
Calismamiza gore ¢ig etlerde (dana kiyma, tavuk gogiis eti ve kofte ) %1,3 oraninda
C. difficile bulunmasi analiz edilen et orneginin turtintn farkli olmasindan

kaynaklanabilir.

Rodriguez-Palacios ve ark. (2007) yaptiklart g¢alismada 60 ¢ig kiyma ornegini
incelemis ve orneklerin %20’sinde C. difficile varligina rastlamiglardir. Onceki
caligmalara gore daha yiiksek oranlarda C. difficile varligina rastlanmis olup, bunun

sebebinin daha selektif yontemlerle ¢aligmalarina baglamiglardir.

Calismamizda ¢ig etlerdeki C. difficile varligi %1,2 bulunmustur. Cig etlerde yapilan
diger ¢aligmalara (Rodriguez-Palacios ve ark., 2007, Weese ve ark., 2009; Jobstl ve
ark., 2010; Metcalf ve ark., 2010a; Weese ve ark., 2010; de Boer ve ark., 2011;
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Harvey ve ark., 2011; Houser ve ark., 2012) gore izolasyon oraninin daha dusik

oldugu gorilmektedir.

Songer ve ark. (2009) 240 et ve et urininde C. difficile varligint aragtirmigtir. Bu
caligsmada ¢ig etlerde C. difficile’e rastlanma orani %42 (sigir kiymast %42,4; domuz
kiymast %41,3; hindi eti %44,4; ¢ig domuz sosisi %23,1 ve ¢ig domuz sucugu
%30,0) olarak belirlenmistir. Tuketime hazir etlerde C. difficile %47,8 oraninda
(vazlik sucuk %14,3; karaciger sosisi %62,5) bulunmustur.

Bu caligmada pismis etlerde C. difficile bulunma oran1 %4,0 olarak belirlenmisgtir.
Kouassi ve ark. (2011)’nin sulfit indirgeyen Clostridium’larin pismis kebap, pismis
biftek ve soslu tavuk orneklerinde varligini igeren c¢alismada C. difficile bulunma
orant %20,5 olarak belirlenmistir. Yine ayni bolgede 395 pismis et 6rnegi C. difficile
varligt yoniinden incelenmis ve C. difficile varligi %12,4 olarak belirlenmigtir
(Kouassi ve ark., 2014). C. difficile’in vejetatif hiicreleri ve sporlari kesim sirasinda
kesimhane ortamindan, i¢ organlarin ¢ikarilmasi sirasinda bagirsak igeriginden ve
caligsanlarin ellerinden ete bulagabilir. Gidanin pismesi sirasinda vejetatif hiicreler
canli kalamazlar. Fakat yuksek sicakliga direngli olan sporlar canliliklarin
surdurebilirler. Sicakligin artmasiyla birlikte gidadaki oksijen miktar1 azalarak
anaerobik ortam olusur ve sporlarin ¢imlenmesi tegvik edilerek uygun kosullarda
vejetatif hiicre sayisinin artmast sonucu pismis etlerde C. difficile varligina
rastlanabilir (Anonim, 2014; Kouassi ve ark., 2014). Diger bir degerlendirilmesi
gereken ihtimal ise, satisa sunuldugu market ve restoranlarda bulagabilmesidir

(Kouassi ve ark., 2014).

Gidalarda C. difficile bulasma kaynagi acik degildir. Etlere bulagmasinin hayvan
bagirsaginda kolonize olmus C. difficile’den kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
Kesim iglemi boyunca kesimhanede ¢alisanlarin ellerinden, kullanilan ekipmanlardan
veya kesimhane g¢evresinden kaynaklanabilecegi de olasilik dahilindedir. Diger bir
olast kaynak ise saglikli hayvanlarin dokularinda bulunan sporlarin varligindan

olabilecegi yoniindedir (de Boer ve ark., 2011; Rahimi ve ark., 2014).
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Bu zamana kadar ilke, et isletmesi, saklama kosullari veya bunlara bagli diger
kosullarla C. difficile’e rastlanma siklig1 arasinda herhangi bir bag kurulamamistir.
Ancak gidalardan C. difficile izolasyonunun kig aylarinda daha yiiksek oldugu
belirtilmigtir (Rodriguez ve ark., 2009). Calismamizdaki C. difficile izole edilen
orneklerin Ekim ve Kasim aylarinda toplanmis olmasi mevsimlerin etkisi konusunda

daha once elde edilen bulgular destekler niteliktedir.

Calismamizda antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore kofte ornegine ait izolat
vankomisine, pismis et doner oOrnegine ait izolat ise metranidazole direnglidir.
Simango ve Mwakurudza (2008) tarafindan i¢inde metranidazol, vankomisin,
tetrasiklin ve klindamisini de bulunduran 14 antibiyotige karst C. difficile’in
duyarlilig aragtirllmigtir. Calismaya gore izolatlarin hepsi vankomisin, metranidazol,
tetrasikline direngliyken, %70’inden fazlasi ampisiline direnglidir. Bouttier ve ark.
(2010) sigir etlerinde antibiyotik duyarlilik testlerinde C. difficile izolatlarinin
metranidazole ve vankomisine direngli olduklar belirtilmigtir. Buna karsin Rahimi
ve ark. (2014) ¢ig et orneklerinden izole ettikleri 13 izolat1 antibiyotik duyarlilig
acisindan degerlendirmisler ve klindamisin direnci %92,31 iken, vankomisin ve
metranidazole karst tim C. difficile izolatlart hassas ¢ikmistir. Belgika’da sigir
etlerinde ve domuz etlerinde disk diflizyon ve E-test yontemini karsilagtirmak
amaciyla yapilan ¢aligmada izolatlarin antibiyotik duyarliliklart degerlendirilmistir.
Disk difiizyon yontemiyle yapilan ¢alismada izolatlar moksifloksasine direngli olarak
belirlenirken, E-test yontemiyle yapilan caligmada izolatlar tetrasikline direngli
olarak belirlenmigtir. Disk diflizyon testine ucuz olmast bakimindan rutin
kontrollerde oncelik verilmektedir. Ancak ozellikle metranidazol ve vankomisin
konusunda kugiik hatalar olabilecegi ¢alismayla ortaya konulmustur (Rodriguez ve

ark., 2014).

Calismamizda C. difficile izolatlannmizin direngli oldugu vankomisin ve
metranidazol, C. difficile’e bagli ishallerin tedavisinde sik  kullanilan

antibiyotiklerdendir (Simango ve Mwakurudza, 2008; Yildiz ve Giiciikoglu, 2012).
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Ayrica etlerde C. difficile kontaminasyon dizeyini belirleme amaciyla yapilan
caligmalar da bulunmaktadir. Weese ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada ¢ig
etlerde spor sayisinin 60-240 spor/g oldugu belirtilmistir.

Sonug olarak, Sakarya ilinde satisa sunulan gerek ¢ig gerekse pismis et Giriinlerinde
C. difficile varlig belirlenmistir. Izolasyon orami diisiik (%1,98) olmakla birlikte, C.
difficile’in sporlu bir bakteri oldugu ve pisirme sirasinda sporlarinin canli
kalabilecegi goz oniine alindiginda gidalar araciligr ile insanlara bulasabilecegi ve
halk sagligi agisindan risk olusturabilecegi dusuntlmektedir. Ayrica C. difficile’in
tanimlanmasinda kullanilan L-prolin aminopeptidaz testinde et ve et Urtinlerinin
florasinda bulunan C. difficile disindaki bazi bakterilerin de pozitif sonu¢ vermesi
nedeniyle tanimlamada ilave testlere gereksinim oldugu belirlenmistir. Bu nedenle
gidalardan C. difficile 1zolasyonu ve tanimlanmasinda kullanilabilecek daha duyarls,
uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay, maliyeti diisiitk yontemlere ihtiyag oldugu

sonucuna vartlmigtir.
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EKLER

EK-1 Tamponlanmis Peptonlu Su

Bilesimi:
Formiilii g/l
Pepton 10,0
Di sodyum hidrojen fosfat dodesitrat 9,0
Tuz 5.0
Di Potasyum hidrojen fosfat 1,5

Hazirlanisi: Bilegsimde gosterilen kimyasallar belirtilen oranlarda karistirilarak 1000
ml destile su icinde ¢oziinduraliir. Sonra gereken miktarlarda tiiplere veya erlenlere

konularak 121°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakilir.
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EK-2 Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacine (CDMN)
Broth (OXOID-CM0601)

Bilesimi:
Formiilii gram/litre
Proteaz pepton 40,0
Disodyum hidrojen fosfat 5,0
Potasyum dihidrojen fosfat 1,0
Magnezyum siilfat 0,1
Sodyum klorit 2,0
Fruktoz 6.0

a) Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacine (CDMN) Supplement
(SR0173; Oxoid)

Vial icerigi per vial
Cysteine hydrochloride 250,0 mg
Norfloxacin 6,0 mg

Moxalactam 16,0 mg

b) Defibrine At Kani (SR0050)
¢) Sodyum Tauroklat (%0,1)

Hazirlamisi: Bilesimde bulunan kimyasallar ve %0,1 Sodyum tauroklat tartilarak
destile suda ¢ozindirilir ve 121°C° de 15 dakika sterilize edilir. 50°C’ ye
sogutulduktan sonra steril saf suda g¢oziindurilen CDMN Supplement ve %7

defibrine at kan1 ilave edilerek karigtirilir ve steril petrilere dagitilir.
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EK-3 Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacine (CDMN) Agar

a) Clostridium difficile Agar Base (Oxoid)

Formiilii gram/litre
Proteaz pepton 40,0
Disodyum hidrojen fosfat 5,0
Potasyum dihidrojen fosfat 1,0
Magnezyum siilfat 0,1
Sodyum klorit 2,0
Fruktoz 6.0
Agar 15,0
pH 7.4 +0,2 @ 25°C

b) Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacine (CDMN) Supplement
(SR0173; Oxoid)

Vial icerigi per vial
Cysteine hydrochloride 250,0 mg
Norfloxacin 6,0 mg

Moxalactam 16,0 mg

¢) Defibrine At Kani (Oxoid- SR0050)

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri 34,5 gr tartilarak 500 ml destile suda ¢ozundiralir ve
121°C’ de 15 dakika sterilize edilir. 50°C” ye sogutulduktan sonra steril saf suda
¢ozundirilen 1 wvial Clostridium Difficile Moxalactam Norfloxacine (CDMN)
Supplement ve %7 defibrine at kan1 (35 ml) ilave edilerek karistirilir ve steril

petrilere dagitilir.
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EK-4 Tiyoglikolat Broth (Merck-M108190.0500)

a) Bilesimi;

Formiil Gram/litre
Pepton from casein 15,0
Yeast extract 5.0
D(+) Glukoz 5.5
L-Cystine 0,5
NaCl 2,5
Sodium thioglycollate 0,5

Hazirlanisi: Dehidre besiyerinden 29 gr tartilarak 1000 ml destile suda ¢oziindiriiliir

ve tiiplere 9’ar ml paylastirilarak 121°C’ de 15 dakika sterilize edilir.
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EK-5 Kanh Agar

a) Bilesimi (Thermo Scientific-CM0271)

Formiil Gram/litre
Proteose peptone 15.0
Liver digest 2.5
Yeast extract 5.0
Sodium chloride 5.0
Agar 12.0

pH74+02 @25°C

b) Defibrine At Kam (Oxoid- SR0050)

Hazirlamisi: Dehidre besiyerinden 20 gram tartilarak 500 ml destile suda
¢oziindurilir ve 121°C” de 15 dakika sterilize edilir. 50°C” ye sogutulduktan sonra

%7 defibrine at kani1 (35 ml) ilave edilerek karistirilir ve steril petrilere dagitilir.
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EK-6 Brain Heart Infusion Broth (Merck 1.10493)

Bilesimi:

Formiil Gram/litre
Nutrient Substrate 27,5
D(+) Glukoz 2,0
Na(l 5.0
Na,HPO, 2,5

Hazirlamisi: Dehidre besiyeri, 37,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde gerekirse
isitilarak eritilip, amaca uygun kaplara (tip, erlen vb.) dagitilir ve otoklavda

121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C'da pH's1 7,4+0,2'dir.
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EK-7 Fizyolojik Tuzlu Su

Hazirlamisi: 1000 ml destile suda 8.5 g NaCl ¢ozindirilir. Tuplere ve erlenlere

konularak 121°C” de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutulur.
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EK-8 Mueller Hinton Agar

Bilesimi:
Formiilii g/l
Beef, dehydrated infusion from 300.,0
Casein hydrolysate 17,5
Starch 1,5
Agar 17,0

pH7.3+0,1 @25°C

Hazirlanisi: 21 gram Mueller Hinton Broth (Oxoid-CM0405) ile 17 gram Agar-Agar
kanstirilir ve 1000 ml destile suyun iginde ¢ozindiiriiliir. Otoklavda 121°C’de 15
dakika sterilize edildikten sonra 50°C’ ye sogutularak %7 (70 ml) oraninda at kani

ilave edilerek steril petrilere dokilur.
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