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Oz

Clostridium difficile, insanlarda antibiyotik iliskili diyare vakalarinin etiyolojik ajani olmasinin
yaninda ¢iftlik hayvanlarinda 6zellikle neonatal donemde ishallere sebep olmaktadir. Bakterinin birgok
antimikrobiyal etken maddesine direncli olmasi sebebiyle hastalik vakalarinin tedavisi sinirli kalabilmektedir.
Etken toksin A, toksin B ve binary toksin olmak iizere ii¢ toksin iiretebilmekte ve klinik semptomlar bu
toksinlerin bagirsaklarda meydana getirdigi hasar sonucunda ortaya cikmaktadir. Bu derleme ile C.

difficile’nin epidemiyolojisi, patogenezi, teshisi, tedavisi ve buzagi ishallerinde rolii hakkinda bilgi
verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, neonatal buzagi, ishal.

Clostridium difficile in Neonatal Calf Diarrhea
Abstract

Clostridium difficile is an etiological agent of antibiotic-associated diarrhea in humans, as well as
diarrhea in farm animals, especially in the neonatal period. Because bacteria is resistant to many
antimicrobial agents, the treatment of disease cases can be limited. The active toxin can produce three toxins,
toxin A, toxin B and binary toxin, and clinical symptoms arise as a result of damage caused by these toxins in
the intestines. This review provides information on the role of C. difficile in epidemiology, pathogenesis,
diagnosis, treatment and calf diarrhea.

Keywords: Clostridium difficile, neonatal calf, diarrhea.

1. Giris

Clostridium difficile (Bacillus difficile) ilk olarak Hall ve O’Toole tarafindan 1935
yilinda bebek gaita Orneklerinden izole edilmistir (Mullany ve Roberts, 2010).
Hayvanlarda ise ilk olarak McBee tarafindan 1960 yilinda Weddell fokunun bagirsak
florasinda tespit edilmistir (McBee, 1960). Clostridium difficile (C. difficile) adi, bakterinin
izolasyonunun, identifikasyon ve laboratuvar ¢aligmalarinin zor olmasi sebebiyle
Ingilizce’de zor anlamina gelen “difficult” kelimesinden tiiretilmistir (Rainey ve ark.,
2015). Bakterinin ilk teshisinden 1978 yilina kadar diinya genelinde patojen olmadigi
diistiniilmekteydi ancak 1978 yilindan itibaren insanlarda siddetli nekrotize ve genellikle
6liimle sonuglanan kolon enfeksiyonu olan antibiyotik iligkili diyare ve psddomembrandz
kolitise neden oldugu tespit edilmistir. Son zamanlarda C. difficile iliskili hastalik
(Clostridium difficile Associated Disease, CDAD) insan vakalar1 diinya genelinde artan bir
egilim gosterdigi bir¢ok iilkede tarafindan rapor edilmektedir (Mullany ve Roberts, 2010).
Gilinimiizde C. difficile, insanlarda siddetli ishal, psddomembrandz kolitis ve toksik

megakolona sebep olan 6nemli bir patojen olarak kabul edilmektedir (Angione ve ark.,
2014).
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2. Etiyoloji, Viriilens Faktorleri ve Patogenez

Clostridium difficile, Gram pozitif, spor olusturan, basil sekilli, zorunlu anaerobik,
sivt kiiltiirlerde genellikle hareketli, peritirik flagellaya sahip, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um
boyutunda bir bakteridir (Rainey ve ark., 2015; Dawson ve ark., 2009). Bakteri sporlari
oval, subterminal (nadiren terminal) ve hiicreden siskindir. Glisin ve taurokolat bakterinin
sporulasyonunu uyaran kimyasal maddelerdir (Dawson ve ark., 2009). Kat1 besiyerlerinde
spor olusumunun gelismesi i¢in agar iceriginde %0.1 oraninda sodyum taurocholate
olmalidir (Rainey ve ark., 2015). C. difficile sporlarinin germinasyonu i¢in gereken ortam
kosullar1 37 °C ve pH 6.5-7.5°dir (Dawson ve ark., 2009).

Bakterinin vejetatif formu zorunlu anaerobik olmasi nedeniyle oksijene karsi
duyarhidir ve oda 1sisinda kuru yiizeylerde 15 dakika, nemli ylizeylerde ise 6 saat canli
kalabilir, spor formu ise kurumaya, 1siya, bircok dezenfektana ve fiziksel etkilere karsi
dayaniklidir (Wilcox, 2003; Dawson ve ark., 2009; Weber ve ark., 2010).

C. difficile, enfeksiyonlarinin patogenezinde rol alan ve biiyiik clostridial sitotoksin
ailesi (LCT) tiyeleri olarak kabul edilen toksin A, toksin B ile clostridial binary toksinler
arasinda kabul edilen binary toksin (CDT) olmak iizere ii¢ toksin sentezleyebilmektedir
(Rainey ve ark., 2015; Mullany ve Roberts, 2010; Rupnik ve ark., 2003; Jones ve ark.,
2013; Carman ve ark., 2011; Dawson ve ark., 2009; Davies ve ark., 2016). Binary toksin
tireten suslarin prevalansi insanlara gore hayvanlarda daha yiiksek orandadir (Jobstl ve
ark., 2010). Toksin iiretmeyen suslar ise hastalik olusturmamaktadir (Giannasca ve Warny,
2004).

Bakterinin temel viriilans faktorleri olan {i¢ toksinin (toksin A, toksin B, binary
toksin) yaninda flagellar protein, ylizey proteinleri, ylizey adezini yer almaktadir ve bu
faktorler bakterinin kolonizasyonunu saglamaktadir (Giannasca ve Warny, 2004; Jones ve
ark., 2013).

C. difficile genomunda 19.6 kb’lik patojen lokusu (PaLoc) bolgesi igerisinde toksin
A ve toksin B sentezinden sorumlu 5 farkli gen bolgesi mevcuttur (Belyi ve Aktories,
2010; Carman ve ark., 2011; Dawson ve ark., 2009). PalLoc bolgesindeki genetik
degisimler toksin iiretiminin temelini olusturmaktadir (Belyi ve Aktories, 2010). C.
difficile suslarinda PalLoc bolgesi ayni olmayabilir ve bu nedenle toksin A iiretemeyen
toksin B iiretelebilen veya toksin A iiretebilen toksin B iiretemeyen suslar olabilmektedir
(Dawson ve ark., 2009). PalLoc iizerindeki gen bolgeleri; toksin A’nin iiretiminden sorumlu
tcdA gen bolgesi, toksin B kodlayan bolge tcdB, her iki toksinin sentezi iizerine negatif
regiilator gorevi goren bolge tcdC, porzitif regiilatér bolge tcdR, holin-like protein
sentezinde gorevli tcdE bolgesidir. Hiperviriilent suslarda negatif regiilator olan tcdC gen
bolgesinde silinmeler olmaktadir (Belyi ve Aktories, 2010).

Toksin A, temel olarak sivi kaybina neden oldugu icin enterotoksin olarak kabul
edilir ancak diisiik oranda sitotoksik etki gosterir. Toksin B, enterotoksik aktiviteye sahip
degildir ve toksin A’ya nazaran daha giiglii sitotoksik etki gosterir (Rainey ve ark., 2015;
Giannasca ve Warny, 2004).

Bazi C. difficile suslari, binary toksin (CDT, cytolethal distending toxin) olarak
adlandirilan ve kromozomal genler tarafindan kodlanan {igiincli bir toksin daha
tretmektedir (Mullany ve Roberts, 2010; Swick ve ark., 2016). Binary toksin polipeptid
yapidaki katalitik komponent CDTa (47.9 kDa) ve baglayict komponent CDTh (98.8 kDa)
olmak iizere iki komponentten olugsmaktadir (Rupnik ve ark., 2003; Carman ve ark., 2011;
Davies ve ark., 2016). Binary toksin, aktin hiicre iskeletinin depolimerizasyonunu,
bakterinin adezyonu ve kolonizasyonununda rol oynamaktadir (Jones ve ark., 2013; Davies
ve ark., 2016). Binary toksin hedef hiicreye lipoliz-uyarimli bir membran reseptorii
araciligi ile girdigi belirlenmistir (Jones ve ark., 2013).
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Binary toksin tliretiminden sorumlu gen bolgesi CDT lokus veya CdtLoc olarak
tanimlanmaktadir. CdtLoc cdtA, cdtB ve cdtR genlerini igeren 6.2 kb’lik gen bdolgesidir
(Carman ve ark., 2011). Binary toksin iiretimi cdtR bolgesi tarafindan regiile edilirken,
cdtB gen bolgesi baglanma komponentini, CAtA gen bolgesi enzimatik komponenti
kodlamaktadir (Rupnik ve ark., 2005; Dawson ve ark., 2009). CdtR, cdtA ve cdtB genlerini
iceren izolatlar binary toksin tiretebilmektedir ve CDT™ olarak belirtilirler (Carman ve ark.,
2011). Binary toksin tiretemeyen C. difficile izolatlarinda CdtLoc gen bolgesi 68 baz ¢ifti
uzunlugundadir (Dawson ve ark., 2009).

Mikroorganizma sporlar1 fekal-oral yol ile mide asidi bariyerini agarak kolona ulasir
(Swick ve ark., 2016; Giannasca ve Warny, 2004). Herhangi bir enfeksiyon i¢in tercih
edilen antimikrobiyal tedavi sonucunda bagirsak florasinin kaybr meydana gelirken C.
difficile sporlar1 kolonda germine olur (Swick ve ark., 2016; Giannasca ve Warny, 2004;
Genth ve ark., 2008).

Vejetatif forma donlisen bakterinin  epitelyal hiicrelere adezyonu ve
kolonizasyonunda belirli faktorler mevcuttur (Pechine ve Collignon, 2016). Bu
faktorlerden ikisi bakteri yiizey katman proteinleri (SLP) olan adezin Cwp66 ile sitein
proteaz Cwp84’tir (Genth ve ark., 2008; Pechine ve Collignon, 2016). Diger bir
kolonizasyon faktorii fibronektin baglayan proteindir (Pechine ve Collignon, 2016).

Kolonizasyon sonrasinda primer virlilans faktorleri olan toksin A ve toksin B
sentezlenir (Swick ve ark., 2016; Genth ve ark., 2008). Toksin A ve toksin B konak epitel
hiicresine baglanmasi reseptor-temelli endositoz ile gergeklesir (Genth ve ark., 2008). Her
iki toksin de glukoziltransferaz toksin olarak siniflandirilir ve toksinin N-ucunda
glukoziltransferaz kismi, kii¢iik hidrofobik bir kisim ile karakterize translokasyon boliimii
ve C-ucunda reseptore baglanma kismi yer almaktadir. Toksinin C-terminal baglanma
kismi, konak reseptoriine baglanmasi sonrasinda endositozis gergeklesir ve toksin endozom
ile hiicre igerisine girer. Endozom igerisindeki toksin endozomal membrandan sitozole
dogru hareket eder ve glukoziltransferaz kismi endozom disarisinda kalir. Bu asama
vezikiiler H'ATPaz tarafindan endozom igerisindeki asitligin arttirilmasiyla meydana gelir
ve membran iizerinde por ousumunu saglar (Genth ve ark., 2008; Jank ve Aktories, 2008).
Glukoziltransferaz kisim pordan gegerek sitozole ulasir (Genth ve ark., 2008). Konak
hiicresi icerisinde bulunan inositol hekzakisfosfat (InsP6) sitozole ge¢cmis glukozilasyon

kisminin toksinin diger kisimlarindan ayrilmasini ve stoplazmada serbest kalmasini saglar
(Jank ve Aktories, 2008).

Clostridial glukozilasyon toksinleri Rho proteinlerinin yapisini degistirmektedir. Bu
proteinler guanin trifosfataz (GTPaz)’larin kiigiik molekiiler kitleleridir. Rho GTPaz
guanin difosfat (GDP)-bagli formda inaktif haldedir. Guanin niikleotid doniistiirme faktori
(GEF), Rho GTPaz’lart aktive eder. GEF araciligi ile Rho GDP, Rho guanin trifosfat
(GTP)’a  doniistiiriiliit. Rho GTP proteinleri  hiicre icerisinde hiicre iskelet
fonksiyonlarinda, immun hiicre sinyallerinde, adezyonda, fagositozda, siiperoksit
tiretiminde, sitokin salinim1 ve gorev alir. Toksinin glukozilasyon kismi Rho GTPaz’in
aktive olmasinm1 engeller ve bu proteinlerin yapisinda degismeye neden olur (Jank ve
Aktories, 2008).

Toksikasyon sonucunda konak hiicre Rho proteinlerinin glikozilasyonu ile konak
hiicre iskeletinin bozulmasi sonucu epitel hiicrelerinin 6liir ve gii¢lii bir yangi meydana
gelir (Swick ve ark., 2016; Jones ve ark., 2013). Bu durumlarin sonucunda klinik
semptomlari sekillendiren bagirsak doku hasar1 ve akut yangi gelisir (Swick ve ark., 2016).

Enfeksiyon mukoza bariyer fonksiyonunun kaybi ve kolon yangisi ile karakterizedir
(Genth ve ark., 2008).
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3. Epidemiyoloji

C. difficile, deniz ¢okeltileri, toprak, su, insan ve hayvanlarin intestinal sistemi ve
gaitalar1, kirmiz1 ve beyaz etlerde, sebzelerde, insan ve hayvanlarin piyojen enfeksiyon
ornekleri, hastane yiizeyleri gibi farkli ortamlarda tespit edilmektedir (Rainey ve ark.,
2015; Hopman ve ark., 2011; Skraban ve ark., 2013; Metcalf ve ark., 2011). C. difficile
deniz gidalar1 ve baliklardan %4.8, toprak orneklerinde %22, kiyma Orneklerinde %3
oraninda tespit edilmistir (Jobstl ve ark., 2010; Metcalf ve ark., 2011).

Hastaligin gelisimi ve siirecini kolaylastiran risk faktorii antibiyotik kullanimidir ve
antibiyotik nedeniyle bagirsak florasindaki faydali mikroorganizmalar zarar goriirken
toksin tireten C. difficile bagirsaklarda kolonize olur (Wilcox, 2003; Clements ve ark.,
2010). Hastaligin gelisiminde yiiksek riskli antibiyotikler; sefoaksim, seftazidim, co-
amoksiklav, sefalosporinler, klindamisindir, orta riskli antibiyotikler;
ampisilin/amoksisilin, co-trimoxazole, makrolidler, tetrasiklinlerdir, penisilinler, diisiik
riskli antibiyotikler; aminoglikozidler, metronidazol, florokinolonlar, rifampisin,
vankomisindir (Wilcox, 2003; Bignardi, 1998).

C. difficile’nin buzag: ishallerinin etiyolojisinde roliiniin belirlenebilmesi amaciyla
yapilan bir¢ok arastirma mevcuttur. Hammitt ve ark. (2008), 253 adet ishalli buzagidan
aliman rektal svap Orneklerinin %25.3 (64/253)’tinden C. difficile tespit etmis olup bu
izolatlarin %10.2 (26/253)’tiniin toksijenik karakterde oldugunu tespit etmislerdir.
Rodriguez-Palacios ve ark. (2006), C. difficile’nin neonatal buzag: ishallerindeki roliinii
yapmak amaciyla Kanada’da 144’1 ishali olan, 134’1 ise saglikli olmak iizere toplam 278
buzagidan aldiklar1 gaita 6rneklerini incelemislerdir. Calismada toplam 278 gaita 6rneginin
%11.2°sinden etken izole edilirken, saglikli buzagilardaki izolasyon oraninin (%14.9),
ishalli buzagilardaki izolasyon oranina (%7.6) gore daha yiliksek oldugunu tespit
etmislerdir. Toksin A ve toksin B’nin gaita 6rneklerindeki varliginin ELISA ile analizinde
ise ishalli buzagilarin %39.6’sinin gaitalarinda toksin tespit edilirken, saglikli buzagilarin
%20.9’undan toksin tespit edilmistir. Hindistan’da 5-30 giinliik 12 adet ishalli buzag: gaita
orneklerinin %16.6’sinda C. difficile tespit etmislerdir (Hussain ve ark., 2016).

Italya’da C. difficile ribotiplerinin prevalansmni ve risk faktdrlerini belirlemek
amaciyla si8ir isletmeleri ve kesimhanelerde 0-16 giin, 90-120 giin ve 150 giinden biiyiik
olmak ftizere li¢ yas grubundan alinan gaita 6rnekleri alinarak incelenmistir. Calismada 0-
16 giinliik yas grubundaki toplam 420 hayvanin %?20.2’sinde (85/420) etken izolasyonu
yapilmistir. Bu gruptaki etken izolasyonu yapilan 85 adet buzaginin %51.8’inin saglikli,
%48.2’sinin ise ishalli oldugunu bildirmektedir (Magistralli ve ark., 2015).

Almanya’da 603 adet sig1r isletmesindeki 999 adet ishalli buzagidan alinan 509 adet
gaita ve 490 adet rektal svap ornegini C. difficile yoniinden incelemislerdir. Caligmada
aliman Orneklerin %17.6’sinda etken tespit edilmistir. Arastirmada yas dagilimia gore
izolasyon karsilastirildiginda 1 haftalik yastaki buzagilarda %19.9, 2 haftalik yastaki
buzagilarda %18.4, 3 haftalik buzagilarda %15.2, 4 haftalik buzagilarda %4.5 oraninda
pozitiflik tespit edilmistir (Schneeberg ve ark., 2013).

Genellikle domuz, buzagi ve bu hayvanlarin yasam alanlarinda tespit edilen
Clostridium difficile 078 ribotipine bagli vakalarin arttigi belirtilmektedir (Goorhuis ve
ark., 2008; Jones ve ark., 2013). Hollanda’da 2005-2008 yillar1 arasinda 078 ribotipinin
insidensinin %3’ten %13 e ylikseldigi belirtilmektedir (Goorhuis ve ark., 2008). C. difficile
027,012, 017,019, 036, 078 ve 153 PCR ribotiplerinin insanlarda, ¢iftlik hayvanlarinda ve
pet hayvanlarinda ortak oldugu bildirilmektedir (Jones ve ark., 2013). Costa ve ark. (2011),
buzagilardanizole edilen suslarin %67.0’min PCR ribotip 078 oldugunu bildirmektedirler.
Bandelj ve ark. (2016), buzag: 6rneklerinde 19 farkli ribotip tespit ederken, 033 ribotipinin
baskin ribotip olarak tespit etmistir. Schneeberg ve ark. (2013), 17 farkli PCR ribotipin
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buzagi drneklerinde tespit etmis olup bu ribotipler igerisinde baskin olan ilk iki ribotipin
%356.9 oraninda 033 ribotipi ile %16.6 oraninda 078 ribotipi olarak bildirmistir
(Schneeberg ve ark. 2013).

4. Buzagilarda Semptomlar

C. difficile domuz, buzagi, kopek, at, devekusu, fil, ugamayan kuslar, kedi, fare,
deney hayvanlar1 gibi bir¢ok hayvan tiirlinde bulunmaktadir (Hammitt ve ark., 2008;
Hopman ve ark., 2011; Keessen ve ark., 2011).

C. difficile buzagilar i¢in de olduk¢a Onemlidir (Songer, 2010). Buzagilarda
enfeksiyon ince bagirsaklarda ve kalin bagirsaklarda enterokolitis seklinde goriiliir.
Deneysel olarak operasyon ile bagirsaklarina C. difficile toksinleri inokule edilmis
buzagilarda doku hasari ve noétrofil infiltrasyonuna neden oldugu ortaya konulmustur
(Keessen ve ark., 2011). Kanada’da buzagilar iizerine yapilan bir vaka-kontrol
epidemiyolojik caligmasinda ishalli buzagilarin gaitalarinda saglikli buzagilarin gaitalarina
gore daha fazla toksin varligi tespit edilmistir. insanlardan izole edilen ribotipler ile
buzagilardan izole edilen ribotipler (017, 027 ve 078 ribotipleri) aynidir ve domuz ve
buzagilardan izole edilen suslarin %80’den fazlasi insanlarda Oliim ile sonuglanmis
vakalarin suslari ile ayn1 veya benzerdir (Songer, 2010).

5. Laboratuvar Teshisi

Hastaligin laboratuvar teshisi gaita Orneginden ya toksin iireten C. difficile nin
izolasyonu ya da Ornekte toksinin teshisi iizerine temel almaktadir. Teshis i¢in gonderilen

gaitalarin taze olmasi ve inhibitdr madde icermemesi gerekmektedir (Rodriguez ve ark.,
2016).

5.1. Kiiltiir

Klinik 6rneklerden C. difficile’in bakteriyolojik kiiltiirde izolasyonu en duyarli teshis
metotlarindan biridir ve hastaligin antibiyotik direng profillerinin takibi ve epidemiyolojik
arastirmalarin temelini olusturur (Rodriguez ve ark., 2016). Bakterinin teshisinde
anaerobik kiiltiirlin sensivitesi yiiksek olmasina ragmen tek basina yeterli olmamaktadir
(Napolitano ve Edmiston, 2017). Inkiibasyon siiresinin 2 giine kadar uzuyor olmasi ve
1zolasyon ile identifikasyon sonrasinda toksijenik sus olup olmadigi konusunda test yapma
ihtiyact bu metodun dezavantaji olarak kabul edilmektedir. Bakteri izolasyonunda 1979
yilinda gelistirilen selektif besiyeri cycloserine-cefoxitin fuctose agar (CCF) halen
giinlimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (George ve ark., 1979).

Gelen orneklerden bakteri izolasyonu 6ncesinde spesifiteyi arttirma amaciyla ya 80
°C’de tutulmasi ya da “ethanol soku™ adi verilen ve 6rnek ile ayn1 miktarda saf etil alkol ile
karistirilarak oda sicakliginda inkiibasyon 6n islemlerin uygulanmasi tavsiye edilmektedir
(Rodriguez ve ark., 2016; Martinez-Melendez ve ark., 2017).

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

Bakteri 25 °C ile 45 °C arasinda lireme gosterirken en uygun lireme sicakligi 30-37
°C’dir. Kanl agardaki C. difficile kolonileri 2-5 mm ¢apinda, dairesel, kenarlar piiriizlii,
diiz veya hafif koveks, opak, gri-beyazimsi ve mat veya parlak koloniler gozlenir. Hemin
ve vitamin K1 ilave edilmis Brucella kanli agarda iireyen koloniler 18 saat inkiibasyon

sonrasinda uzun dalga boylu ultraviolet 151k altinda solgun yesil renkte parlaklik gosterir
(Rainey ve ark., 2015).
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5.2. Seroloji

Gaita orneklerinde toksin A ve toksin B’nin teshisinde enzim immunoassay (EIA)
kolay kullanimi ve 2-6 saat igerisinde sonug¢ vermesi sebebiyle yaygin olarak tercih
edilmektedir. EIA teshis kitlerinin sensivitelerinin %63-99 arasinda oldugu bildirilmektedir
(Napolitano ve Edmiston, 2017). Metot hiicre kiiltliriine gore daha hizli ancak daha diisiik
sensiviteye sahip bir metotdur ve uygulanabilmesi i¢in 6zel bir ekipmana gerek duyulmaz
(Rodriguez ve ark., 2016).

Test metodu tedavi indikatorii olarak kullanilmamalidir ¢iinkii basarili bir sekilde
tedavi edilmis insanlarin %?25’inde EIA toksin testleri uzun siire pozitif sonuglar
vermektedir. Baska bir EIA metodunda ise hedef antijen C. difficile’ye ait glutamat
dehidrogenaz (GDH) dir (Napolitano ve Edmiston, 2017). Bakteri tarafindan sentezlenen
ve gaita icerisine salinan GDH toksijenik suslara spesifik bir enzim degildir bu nedenle bu
enzime yonelik pozitif sonuglar sonrasinda toksin teshisi yapilmaktadir (Rodriguez ve ark.,
2016; Napolitano ve Edmiston, 2017).

5.3. Hiicre kiiltiirii

Toksin teshisi i¢in kullanilan en iyi ve giivenilir metot hiicre kiiltiiridiir. Hiicre
kiltiiriinde kullanilan hiicre hatlari; Vero, Hep2, fibroblast, HeLa hiicre hatlaridir. Gaita
icerisinde toksin var ise 24-48 saat igerisinde hiicreler iizerine sitopatik etki gozlenir.
Toksin B’nin sitopatik etkisinin toksin A’ya gore daha fazla olmasi nedeniyle daha ¢ok bu
yontem toksin B’nin varligin1 ortaya koyabilmektedir (Rodriguez ve ark., 2016).

5.4. Molekiiler metotlar

Molekiiler temelli metotlardan PCR metotlar1 insanlarda, hayvanlarda ve cevre
orneklerinde bakterinin teshisi i¢cin yaygin olarak kullanilmaktadir (Rodriguez ve ark.,
2016; Napolitano ve Edmiston, 2017). Bu metotlarla 2 saat icerisinde pozitif veya negatif
sonug verilebilmektedir. Bu metotlarin sensiviteleri %84-96, spesifiteleri %94-99
arasindadir (Napolitano ve Edmiston, 2017). Real time PCR ile de bakterinin ve
toksinlerinin teshisi saglanabilmektedir (Rodriguez ve ark. 2016). Molekiiler teshis
yontemlerinde canli hiicre olmasina ihtiya¢ duyulmamasi sebebiyle numune gonderim
kosullar1 zor degildir (Martinez-Melendez ve ark., 2017).

Teshisi yapilan suslarin  karsilastirilabilmesi i¢in gelistirilen farkli molekiiler
tiplendirme metotlari mevcuttur. Pulsed-field gel elektroforez (PFGE) ve restrictioan
endoniikleaz analizi (REA) bakterinin genotiplendirilmesinde Amerika ve Kanada’da
yaygin olarak kullanilmaktadir. PFGE analizinde genellikle restriksiyon enzimi olarak
Smal ve Sacll enzimleri kullanilmaktadir. Bu enzimler ile bakteri genomunda farkli
bolgeler kesilerek kendine 06zgii bir band profili ortaya ¢ikarir. PFGE analizi ile
adlandirilan suslar NAP (North America Pulsotype) sonrasinda numara yazilarak
adlandirilmaktadir. REA metodu tam hiicre DNA’sinda uygulanmaktadir. Analizde
restriksiyon enzimi olarak HindIII kullanilir. Sonucu klasik jel elektroforez sonucundaki
band profiline gore degerlendirilir. Avrupa’da bakterinin tiplendirilmesinde yaygin olarak
PCR ribotiplendirme uygulanmaktadir. Bu metot 16-23S rDNA integenic spacer
bolgelerinin boyut farkliliklar1 iizerine temel alan bir metotdur. Sonuglar1 klasik jel
elektroforezdeki band profiline gore yapilmaktadir band profillerinde bir band farklilig:
yeni ribotip olacaktir. Ribotiplendirme sonrasi her bir ribotip sirasina gore ii¢ rakamli
olacak sekilde adlandirilir Ornegin, PCR ribotip 001 (Rodriguez ve ark., 2016).
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6. Tedavi ve Koruma

Esasinda gastrointestinal sistemde bulunan mikrobiyomun varligi patojen
mikroorganizmalarin ~ kolonizasyonunu  Onlemektedir. Bu nedenle mikrobiyom
kolonizasyon direnci olarak kabul edilmektedir. Bunda en dnemli mekanizmalardan temel
besinler i¢in yarigmadir (Usacheva ve ark., 2016).

C. difficile enfeksiyonlarinda temel tedavi metodu antibiyotik kullanimidir.
Bakterinin antimikrobiyal maddelere karsi direnci nedeniyle tedavide kullanilabilir etken
madde olarak vankomisin Onerilmektedir. Vankomisinin yaninda metronidazol etken
maddesi de Onerilmektedir, ancak bakterinin metronidazole kars1 duyarliligin azaldig
rapor edilmektedir (Napolitano ve Edmiston, 2017; Goorhuis ve ark., 2008; Kelly ve
Lamont, 2008). Makrolidler igerisinde yer alan yeni fidaxomisin C. difficile iizerine
vankomisinden 8 kat daha fazla etkili oldugu rapor edilmistir. intravendz immunglobulin
uygulanmasinin da tedaviye katki saglayacagi bildirilmektedir. Hastaliga yonelik asi
calismalar1 devam etmektedir (Napolitano ve Edmiston, 2017).

7. Sonu¢

Biiyiikbag hayvan yetistiriciliginde kayiplarin en 6nemli nedenlerinden biri olan
neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde bir¢ok faktér ve mikroorganizma rol
oynamaktadir. Insanlardaki antibiyotik iliskili diyare vakalarinin %20’sine neden olan C.
difficile’nin neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde rol aldigi bir¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmektedir. Bakterinin ¢oklu antibiyotik direngliligine sahip olmasi
sebebiyle neden oldugu diyare vakalarinin tedavileri i¢in antibiyotik secenegi sinirli veya
basarisiz kalabilmektedir. Ulkemizde C. difficile’nin buzag: ishallerinde varligma yonelik
bilimsel arastirmalara rastlanilmamasi sebebiyle C. difficile’nin neonatal buzagi ishallerine
neden olup olmadigi, bulas yollar1 ve tedavi protokollerine yonelik epidemiyolojik
aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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