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1. GIRIS VE AMAC

Ishal, enfeksiydz ve enfeksiydz olmayan cesitli nedenlerle meydana gelebilen bir
semptomdur. Barsak enfeksiyonlarinda, enfeksiy6z olmayan barsak hastaliklarinda
(inflamatuvar barsak hastaliklarr, malignensi vb.), sistemik bazi hastaliklarda (hipertiroidi,

diyabetes mellitus vb.) goriilebilir (1).

Antibiyotige bagl ishal (ABI), antibiyotik alimim takiben birkag saatten alti-sekiz
hafta sonrasina kadar gecen siire i¢inde gelisen ishali tanimlamaktadir(2).ABI insidansi;
kullanilan antibiyotige, siire ve doza bagh olarak degismek tizere %0, 5-39 oranindadir.
Hastane disindakiolgularin biiyiik ¢ogunlugu baska nedenlere bagli iken hastanede yatan
olgularin biiyiikk ¢ogunlugu Clostridium. difficile (C. difficile) 'ye baghdir (3). C. difficile,
aym zamanda nozokomiyal ishal (NI)’inde en sik nedenidir ve bu olgularin yaklasik
%20’sinden sorumludur (4). ABI’lerindiger etkenleri olarak Salmonella ve Candidalar,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca bildirilmektedir. (5,
4).Antibiyotik kullanimi; florada degisiklik olusturmasi ve direngli bakterilerin segilmesi,
kolonizasyonun koruyucu etkisini ortadan kaldirmasi gibi etkilerinin diginda 6énemli oranda
ishal gelismesi riski de tasimaktadir (6). Son alti-sekiz hafta igerisinde antibiyotik kullanan
kisilerde olusabilen bu klinik tablolar, antimikrobik madde kullanimi dis1 nedenlerle

(normal floray1 degistiren kemoterapotikler ve diger ilaglar) de goriilebilmektedir (7).

C. difficile, bagirsak florasinda bulunabilen zorunlu anaerop, sporlu, gram-pozitif
basil morfolojisinde bir bakteridir (3). Sadece toksin {iretebilen C. difficile kokenleri

C.difficile enfeksiyonuna yol agabilirler.

Klasik bilgilere gore C. difficile kromozomu’nun patojenite lokusunda (Paloc)
bulunan tcdAve tcdB genleri tarafindan kodlanan toksin A (enterotoksin) ve toksin B
(sitotoksin) hastaligin patogenezinden sorumludur. Toksijenik C. difficile suslar1 genellikle
her iki toksini birlikte iiretirler. Son yillarda toksin A ve toksin B iiretiminde farkliliklar
veya toksin genlerinde varyant gelismis kokenler (toksin A-/B+ gibi) saptanmistir. Ayrica,
bazi iilkelerde hastane salginlarina neden olan, toksin A ve B’den farkli binary toksin

tireten kokenler bildirilmistir (8).

Calismamizin amaci, C. difficile toksin A geninin klonlanmas ile toksin A elde

edilerek tani testlerinde kullanilabilecek antijen elde edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Toksinler

Toksin yunanca toxikon kelimesinden gelmekte olup zehir anlami tagimaktadir (9).
Toksinler, patojeniteye dnemli katkida bulunurlar yadapatojeniteden bizzat sorumludurlar

(10). Bakterileri toksinleri endotoksin ve ekzotoksin olmak {izere iki grupta toplanir (11).
Endotoksinler

Viicudun dogal (innate) immiinitesi tarafindan algilanan ve taninan bakteri
tirtinlerine, patojen bagimli molekiiler yapilar [Pathogen Associated Moleculer Patterns
(PAMPs)] denir. Patojen bagimli molekiiler yapilar igerisinde en dnemlisi lipopolisakkarit
(LPS)’dir (12). LPS, Gram negatif bakteri dis membraninin en immiinostimiilan pargalari
arasindadir (13). LPS lipit A, kor polisakkarit ve O antijeni olmak iizere li¢ yapisal
boliimden olugsmaktadir. Lipit A, LPS’in endotoksin aktivitesinden sorumludur (14). Gram
negatif hiicre duvarmin bir pargasi olmasi1 nedeniyle genellikle bakteri parcalandigi zaman
aciga cikar. Bazan da bakterinin vejetatif iiremesi sirasinda salinabilirler (10). LPS, bir
akut faz proteini olan lipopolisakkarit baglayan protein tarafindan baglanir. Bu
kompleksmonosit, makrofaj ve polimorf niiveli 16kosityiizeyinde bulunan CD14 (Cluster
of differentiation 14)ile etkilesime girer. (15). LPS, TLR4 (Toll like reseptor 4)iizerinden
sinyal gonderir (13). TLR sitozol enzimlerini (6zellikle 1 kappaB kinaz enzimi) aktive
eder. Bu enzim Nuclear factor (NF)-kappaB’yi aktive eder, p50 ve p65 (NF-kappaB’nin 2
alt liniti) makrofajlarin niikleusuna gecer. Boylece sitokin sentezi i¢in kopyalama baglamis
olur (16). Giglii inflamatuar cevap ve septik sok olusturabilir (13). Gram pozitif
bakterilerde hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan ve lipoteikoik asit, inflamasyonu

artiric1 6zellik gosterir (17).
Ekzotoksinler

Ekzotoksin iiretimi ile iligskili genlerin ¢ogu plazmid, transpozon veya
bakteriyofajlar iizerinde bulunur ve bu genler bakteriden bakteriye aktarilabilirler (10).
Gram pozitif bakteriler sentezledikleri toksinlerini dogrudan dis ortama salarlar. Gram
negatif bakteriler ise toksinlerini bes degisik sekresyon sisteminden birini kullanarak hiicre

disina ulastirirlar (9).


https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
https://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation

Ekzotoksinler viicuttaki etki bolgelerine gore ii¢ grupta toplanirlar:

1. Enterotoksinler-C. difficile (toksin A), Enterotoksijenik Escherichia coli, Vibrio

cholera, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus
2. Norotoksinler-Clostridium tetani, Clostridium botulinum

3. Sitotoksinler-C. difficile (toksin B), Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium perfringens o toksin, Bordetella pertussis, Bacillus anthracis,

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes pirojenik ekzotoksin (10).
Ekzotoksinler etki mekanizmalarina gore de ii¢ gruba ayrilirlar:
1. Tip | toksinler (Siiper antijen toksinler)

Bakteriyel ekzotoksin siiperantijenler kiigiik molekiillerdir, smif II MHC (Major
Histocompability Complex) molekiillerine yiiksek afinite ile baglanirlar ve herbiri T
hiicrelerini ¢esitli VB (T hiicre reseptorii beta zinciri) segmentleri ile stimiile ederler.
Ekzojen siiperantijenler immiin sistemi asir1 sekilde uyarabilirler, bazen uyarim verimsiz
veya hasarlandirict immiin cevap seklinde de olabilir (18). Staphylococcus aureus toksik

sok sendromu toksin 1 ve enterotoksini, Streptococcus pyogenes pirojenik ekzotoksin (19)
2. Tip Il toksinler (Sitolitik toksinler)

Baglandiklar1 konak hiicrelerin plazma membranlarina etki ederek hiicre zarinin

biitlinliigiinii bozarlar.

Streptococcus pyogenes’in streptolizin O ve S toksini, Escherichia coli’nin o
hemolizini, Aeromonas’in aerolizini gibi bazi bakteri toksinleri konak hiicre membraninda
por olusturarak dis ortamdan hiicre igerisine su girisine ve hiicrenin lizisine neden olurlar.

Bu toksinlere por olusturan toksinler denir.

Clostridium perfringens’in a toksini lesitinaz aktivitesi ile hiicre membranindaki
lesitini pargalayarak diger bazi bakterilerdeki fosfolipaz ve sfingomyelinaz aktivitesi
gosteren toksinler de hiicre membranindaki lipitleri pargalayarak hiicre membran

stabilitesini bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar (15).

3. Tip I toksinler (A-B modeli toksinler)



Genel olarak konak hiicre fonsiyonlarim1 bozarak etki gdsterirler (10). iki bilesenli
yapisi olan toksin, B alt birimiyle hiicre reseptoriine tutunurken A alt birimi ile biyolojik

aktivite gosterir (21). A veB alt birimleri, birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanir (11).

C. difficile toksin A ve B, Corynebacterium diphtheriae, Vibrio cholera,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Shigella, Enterohemorajik Escherichia coli,

Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Bacillus anthracis (10).

Corynebacterium diphtheriae nin toksini EF-2 (elongasyon faktor-2) lizerine etki

ederek protein sentezini bozar (9).

Difteri toksini  ——3» Hiicre dlumu

C. diphtheriae

\ Difteri toksini
Hiicre membram
\\’ !
B ..I

3 y //;,
- Hiicre Slumi

-~ AN =
A4 4

EF-2'nin Protein
inaktivasyonu a=P> =3 sentezinin
7’ N

bozulmasi

Sekil 1. Difteri toksininin etki mekanizmasi (22)

Vibrio cholera tarafindan salgilanan kolera toksini Gs olarak ifade edilen proteinin
adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonuna neden olaraksiklik adenozin monofosfat (CAMP
Jolusur. Artan cAMP barsak liimeninde bulunan epitel hiicrelerinden sodyum geri

emilimini engeller ve fazla miktarda klor atilimina neden olur (9).



Bagirsak epitel hiicresi
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Sekil 2. Kolera toksininin etki mekanizmasi (23)

Tetanospazminin agir kismi olan B zinciri motor ndronlar tizerinde bulunan siyalik
asit ve glikoproteinlere baglanir. Endozomal vezikiil ile igeri alinan toksin ndéron aksonlari
ile spinal kortta bulunan motor néronlara iletilir. Ozellikle glisin ve gama aminobiitirik asit
(GABA) salgilayan inhibitor hiicrelere dagilir. Burada endoplazmik vezikiil asidifiye olur
ve iki zincirin ayrilip A zincirinin sitozole salinmasimma neden olur. A zinciri ¢inko
endopeptidaz olup glisin ve GABA salinimini saglayan sinaptobrevin proteinini inaktive

eder. Spastik paraliziler ortaya ¢ikar (24).

Tetanoz toksini =3 Spastik paralizi

\
C. tetani ' :
Eksitator
Jl transmitter
8 (@) ®)
Tetanospasmin A O O O

" S$SS motor néron =}> Devamli eksitator uyari

inhibitor
norotransmitter
saliniminin blokaji

inhibitor
transmitter

Sekil 3. Tetanoz toksininin etki mekanizmasi (22)

Bazi bakteri toksinlerinin A-B modeline uymadigi sadece aktif A kisimlarinin

oldugu gorilmiistiir. Pseudomonas aeruginosa ve Yersinia tiirlerinin bazi toksinlerin



bakterilerin tip 11l sekresyon sistemleri sayesinde konak hiicreye verildigi gosterilmistir

(9).

Tablo I. Ekzotoksin ve endotoksinlerin 6zellikleri (9, 10, 11)

Ekzotoksinler

Endotoksinler

Gram pozitif ve negatif bakteriler

Gram negatif bakteriler

Hiicre disina salinir.

Hiicre duvarinin pargasi

Protein LPS
Istya duyarh Istya direngli
Iyi antijen Zayif antijen

Spesifik reseptorlere tutunur.

Spesifik reseptorleri bulunmaz.

Ates olusturmaz.

Ates olusturur.

Toksoid hale dondiiriilerek as1 olarak kullanilir.

Toksoid hale donmez.

Asiri toksik

Toksisitesi diigiik

Siklikla ekstrakromozomal genlerle kontrol edilir

Kromozomal genlerle kontrol edilir

2.2. Clostridium Tiirleri

Clostridium cinsinde anaerop veya aerotoleran, endosporolusturan, katalaz negatif

gram pozitif basiller yer alir (25).

Tablo 1. Klinik 6nemi olan anaerop bakterilerin siniflandirilmasi (26)

Gram negatif basiller Gram negatif koklar | Gram pozitif sporlu | Gram pozitif Gram pozitif koklar
basiller sporsuz
basiller
Bacteroides Acidaminococcus Clostridium Actinomyces Anaerococcus
Porphyromonas Aneroglobus Bifidobacterium Caprococcus
Prevotella Megasphaera Eubacterium Finegoldia
Fusobacterium Veillonella Lactobacillus Gallicola
Campylobacter Mobiluncus Gemella
(Wolinella)
Capnocytophaga Propionibacterium Micromonas
Leptotrichia Peptococcus
Selenomonas Peptoniphilus
Peptostreptococcus
Ruminococcus




Clostridium’lar dogada (toprak, tatli su kaynaklart ve denizlerin dibinde) bol
miktarda bulunan, ¢ogu mezofilik, bazilar1 termofilik olabilen mikroorganizmalardir (1).
Onemli klostridyumlar C. perfringens, C. botulinum, C tetani, C. difficile, C.septicum,

C.sordellii ve C.tertium dur (27).

Clostridium’larda guanin ve sitozin miktariolduk¢a degiskendir (%22-55mol);
ancak toksijenik tiirlerde guanin ve sitozin miktar1 birbirleriyle benzerlik géstermektedir
(%24-29 mol). Bu cins endospor varligi, ¢ok siki olan anaerobik metabolizmasi, siilfati
siilfite doniistiirme yetenegi ve gram pozitithiicre duvar yapisina sahip olmasi ile

tanimlanmaktadir (1, 27).

Clostridium tiirleri oval veya yuvarlak sporlara sahip olup sporlar santral, terminal
veya subterminal yerlesim gosterebilir. Spor genellikle bakteriden daha genis yapida olup
bakterinin yapisini bozar. Patojen Clostridium tiirleri 37°C’de tirerler. Anaerop sartlarda ve

kan igeren anaerop besiyerlerinde kolaylikla iirerler (24).
2.3. Clostridium Difficile

Clostridium difficile, ilk defa 1935 yilinda Hall ve O’Toole tarafindan,
yenidoganlarin digkilarindan izole edilmistir. Kiiltiir ve izolasyonun zor olmasindan dolay1

Bacillus difficilis olarak isimlendirilmistir (28, 29).
2.3.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

C. difficile, bagirsak florasinda bulunabilen, subterminal sporlu, peritrich kirpikleri
ile hareketli, zorunlu anaeropbir basildir (3, 30). Geng kiiltiirlerde daima gram pozitif
boyanma 06zelligi gostermekleberaber, yash kiiltiirlerde gram negatif boyanmaya egilimi
vardir (31). Her ne kadar 25-45°C’ler arasinda iireyebilirse de optimal tireme 1s1s1 30-37°C,
pH:7-7, 2’dir (1).C. difficile nineskulini hidrolize ettigi, iireaz, lesitinaz ve lipaz
aktivitesine sahip olmadigi, jelatini erittigi, indol olusturmadigi, glikoz ve mannitolii
fermente ettigi ancak diger sekerlerden laktoz, siikroz, ksiloz, arabinoziizerine herhangi bir
etkisinin olmadigi bilinmektedir (30, 32). Agarli besiyerlerinde 35°C’de, 48 saatlik
anaerop inkiibasyon sonunda hafif kabarik, kenarlar1 diizensiz, 1-3 mm c¢apli koloniler
meydana gelir. At kan1 konmus besiyerlerinde bazen hemoliz goriilebilirse de, koyun ve

insan kanli agar besiyerlerinde hemoliz olusmaz (1). Bakterinin digskidan izolasyonunda,



sikloserin, sefoksitin, fruktoz ve nétral kirmizist bulunduran Cycloserine Cefoxitine
Fructose Agar (CCFA) gibi se¢ici besiyerleri kullanilmaktadir. Kanli besiyerlerinde bakteri
sporlu iken CCFA’da spor olusumu gozlenmez (30). C. difficile kolonileri, CCFA
besiyerinde 35 C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasi degerlendirildiginde buzlu cam
goriintiisii verir ve at gilibresi kokusu tipiktir (33). Besiyerindeki koloniler, uzun dalga
ultraviyole 15181 altinda incelendiginde, agik yesilden saritya kadar degisebilen refle
vermektedir (31).

‘ wt
A

\ \ i’//

Sekil 4. C. difficile’nin gram boyama sonrast mikroskobik goriiniimii (34)
2.3.2. Epidemiyoloji

C. difficile, enfekte olmus kisilerin digkilariyla ¢ikarilan sporlarin agizdan alinmasi
ile bulagir. Sporlar, kontamine yiizeylerden saglik ¢alisanlarinin elleri ve medikal gerecler
araciligiyla duyarli hastalara bulasabilir veya dogrudan ¢evresel yiizeylerle temas yoluyla
alinabilirler. Saglikli eriskinlerde %5-15, yenidogan ve saglikli bebeklerde %84 gibi
yiiksek tastyicilik orani goriilebilmektedir (32). Hastanede kalis siiresi de C. difficile kiiltiir
pozitifligi yoniinden onemlidir. Asemptomatik yenidogan ve infantlarin bagirsaklarinda
yiiksek seviyede toksin A ve B olmasina ragmen bagirsaklarda gerekli reseptorlerin az
olmasi veya olmamasi nedeniyle hastalik olusmamaktadir (35). Toplumda asemptomatik
kolonizasyon prevalanst %5’ten daha diisiik oranda saptanirken, hastanede yatan hastalarda
Ozellikle de yashh hastalarda asemptomatik kolonizasyon prevalanst %20-30’lara
ulagsmaktadir (6). C. difficile’nin neden oldugu enfeksiyon primer olarak hastanede yatan
kisilerde olusur. Amerika Birlesik Devleri (ABD)’nde hastaneye yatanlarda olusan diyare

ve kolit olgularmin ¢ogunu C. difficile olustururken (i milyon olgu/yil) poliklinik
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olgularinda sadece 20.000 olgu/y1l C. difficile’ye baglanmistir. Enfekte olanlarin ise sadece
1/3’iinde diyare gelisirken digerleri asemptomatik kalmaktadir (35). Son yillarda C.
difficile insidans1 ve ciddi sonuglar1 olan vaka sayisi diinya ¢apinda artmistir (36, 37).
Kasim 2004 ile Nisan 2005 yillar1 arasinda Kanada’da yapilan ¢alismada insidans her 1000
hastada 4, 6 olgu ve mortalite orani ise %S5,70larak bildirilmistir (38). ABD’de deoranlar
1996 ile 2003 yillar1 arasinda neredeyse iki katina ¢ikmustir (39). Kanada, ABD ve
Avrupa’da, 2003 yilinda toplumda ve hastanelerde C. difficile North American pulsed-
field type 1 (NAP1, diger adlariyla B1/027) susunun neden oldugu hastalik bildirilmistir.
Bu susun artmis viriilansi, toksin iretimini diizenleyen gendeki bir mutasyondan
kaynaklanmaktadir. NAP1diger izolatlardan 16-23 kat daha fazla toksin tiretmektedir. Bu
sus florokinolonlara direnclidir. Florokinolonlarin genis alanda kullanilmasi nedeniyle bu
viriilan susun se¢imine neden oldugudiisiiniilmektedir (27). 2008 yilinda 34Avrupa
ilkesindeki 106 laboratuvart kapsayan c¢alismada C. difficile enfeksiyonuinsidansinin
ortalama her 10.000 hasta giiniinde 4,1 olgu oldugu bildirilmistir. Calismada65 farkli
ribotip bulunmus ve en sik olarak ribotip 014/020 (%16), 001 (%9), 078 (%8) ve 027
(%3) izole edilmistir (40). Toplum kaynakli ABI olgularinda da C. difficile 'nin énemli bir
etken olarak akla gelmesi gerektigi fakat rutin arastirmalarda godzden kacabildigi
belirtilmektedir. Isve¢’te yapilan bir calismada C. difficile olgularinin %42’si toplum
kaynakli olarak bulunmus ve en az yarisinda son bir ayda hastanede yatis dykiisii olmadig:
belirlenmistir (41). Asit baskilayict tedavi Ozellikle proton pompa inhibitdrlerinin
kullanim1 toplumdan edinilmis C. difficile’nin artmis riski ile iliskilidir. Nonsteroid
antiinflamatuar ilag kullanimmin beklenmedik artiginin ise arastirilmasi gerektigi

belirtilmistir (42).

C. difficile ishali i¢in en 6nemli risk faktorleri ileri yas, hastanede yatma, iki-ii¢ ay

i¢cinde antibiyotik kullanim1 ve uzun siireli bakim evlerinde kalmadir (43).



Tablo I11. C. difficile enfeksiyonu ve kolonizasyonu i¢in risk faktorleri (34, 35, 44, 45, 46)

e Hastanede yatmak

e Yogun bakim, onkoloji ve yanik iinitesinde yatmak

e lleri yas (>65), erkek cinsiyet

e Antibiyotik ve bazi antineoplastik ila¢ kullanimi

e  Operasyon (6zellikle abdominal cerrahi)

e Intestinal motiliteyi degistiren ajanlar, son zamanlarda lavman uygulanmasi

e Nazogastrik tiip, gastrointestinal islemler, enteral beslenme

e Antasit/H; reseptor blokeri, proton pompa inhibitorii kullanimi

e  Kronik bobrek hastalar

e  Immiinsiipresyon

e  Malniitrisyon

e Diyabet

e Neoplastik hastaliklar

o Kistik fibrozis

e Inflamatuar barsak hastalig

e Kronik karaciger hastalig1

C. difficile’nin 6nemli bir 6zelligi, bir¢ok antibiyotige kismi direngli olmasidir. Bu
nedenle antibiyotik kullanim1 sirasinda veya kullanimini izleyen déonemde hizla ¢cogalarak
toksin dretebilirler (47). Hemen hemen tiim antibiyotikler C. difficile enfeksiyonuna yol
acabilir. Proflaksi veya tedavi amachbir doz bile olsa antibiyotik kullanimi C. difficile
enfeksiyonu gelismesi icin yeterli olabilir (48). Onde gelen antibiyotikler ampisilin,
klindamisin ve sefalosporinlerdir. Ozellikle orta derecede antibakteriyel etkiye sahip
antineplastik  ajanlarin  (metotreksat, 5-fluorourasil, doksorubisin, siklofosfomid,
klorambusil veya paklitaksel) kullanim1 da C. difficile enfeksiyonuna neden olabilir (35).
Kullanilan antibiyotiklere bagli olarak mikroorganizmalarinbir yaris halinde bulundugu
kolon florasinin yapist bozulmakta, diger anaerobik bakterilerortamdan uzaklastirilmakta
ve baskin hale gegen C. difficile sporlari vejetatif forma gecgerektoksin salgilamaktadir
(49).
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Tablo IV. C. difficile enfeksiyonuna neden olan antibiyotikler (35)

Siklik Antibiyotikler

Sik Ampisilin, amoksisilin, klindamisin, sefalosporinler

Daha az Makrolidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, siilfonamidler, tikarsilin-klavulanik asit

Nadir Kinolonlar, rifampisin, trimetoprim, aminoglikozidler, vankomisin, metronidazol,
basitrasin

2.3.3. Patogenez

C. difficile, invaziv bir bakteri degildir. Notropenik hastalarda ve ¢ocuklarda bir
dereceye kadar doku invazyonu goriilebilir (3). Hastalik, basilin irettigi ekzotoksinlerin
etkisiyle olmaktadir (6).C. difficile tarafindan toksin A (tcdA, enterotoksin-308 kDa),
toksin B (tcdB, sitotoksin-269 kDa) ve binary toksin (C. difficile transferaz-CDT) olmak
tizere {i¢ toksin tiretir (50). Son donemde giderek dnem kazanan binary toksin ilk kez 1988
yilinda Popoff ve ark. tarafindan izole edilmistir (51). Ayrica insan barsak hiicrelerine
baglanmasin1 kolaylastiran adezin faktdr, hiyaliironidaz, kollagenaz gibi proteolitik
enzimler diger virulans faktorleridir (47). Daha once yapilan ¢alismalarda toksin A’nin C.
difficile enfeksiyonu olusumunda daha 6nemli oldugu diisiiniilmekteyken, yapilan deneysel
hayvan calismalarinda toksin A negatif ve toksin B pozitif C. difficile izolatlarinin da ciddi
bir hastalik tablosu olusturduklar1 gériilmiistiir. Bu ¢alismalar, toksin B’nin toksin A gibi
enterotoksin etkisi gosterdigini ve hastalik olusumunda esas faktér oldugunu
distindiirmuistiir (49). Bu toksinler birbirleriyle %66 aminoasit homolojisi gosterirler.
Toksin A ve B, kromozomun PaLoc ad1 verilen 19,6 kilobazlik bélgesinde kodlanmaktadir
(32). PaLoc, bu toksinlerin sentez ve diizenlenmesini saglayan tcdA, tcdB, tcdC, tcdR ve
tcdE olmak tizere bes gen icermektedir (49). Toksijenik olmayan suslarda PalLoc gen
bolgesi yoktur ve PalLoc yerine 115 baz ¢iftlik kodlayict olmayan bolge bulunur. Bazi
suslarda PaLoc bolgesi defektif olabilir ve bu defektif suslar da hastalik olusturabilir (32).
Yapilan caligmalar, tcdR 'nin toksin gen ekspresyonunda dnemli bir alternatif sigma faktorii
oldugunu, tcdC’nin isenegatif bir diizenleyici oldugunu goéstermistir. TcdC, gen
ekspresyonu igin gerekli olankor RNA polimeraz ile tcdR arasindaki iliskiyi engelleyerek
etkisini gostermektedir. TcdE’nin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle birlikte
hiicrelerden toksin saliniminda etkili oldugu disiiniilmektedir (52). Toksin A ve B’nin
tiretimi susa ve besin miktar1 (glikoz, aminoasitler ve biyotin), sicaklik gibi ¢evresel

faktorler ile subinhibitér konsantrasyonda antibiyotik varligina baghdir. TcdC ve
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tcdR’yeek olarak CodY gibi faktorler de toksin sentezinin diizenlenmesinde rol oynar.

Belirli aminoasitler, guanozin trifosfat (GTP) gibi yeterli besin varliginda CodY ‘nin

tcdR’nin promotoér bolgesine baglandigi ve toksin gen ifadesini baskiladigi gdsterilmistir

(32).

Glikozil transferaz 6zelligindeki C. difficile toksinlerinin biyolojik agidan aktif N-

terminal glikozil transferaz bolgesi, bir sistein proteaz bolgesi, toksinin iletilmesinde rol

oynayan bir santral translokasyon bdlgesi ve bir C-terminal reseptor baglayan bdlgesi

olmak tizere dort yapisal bolgesi bulunmaktadir (32). Toksin B’nin enzimatik aktivitesi

toksin A’dan en az 100 kat daha fazla bulunmustur (53).
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Sekil 5.Toksin A (a) ve toksin B (b)’nin yapisi (52)

TcdA gen bolgesi 8133 bazdan olusmaktadr.
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aataataata
catatagcat
ataataagtt
aatcaattga
atctaaaaaa
tagaaaaaaa
acataaaaca
aagcattctt
tacagctact
aaaggatgga
tcaataaacc
ataatagaga
gtaatcatgg

aaaaaataga
taaatttcag
ctaggaggtt
tagaccaaga
aactacaaac
tgtttttatg
agatatatta
tttacatttt
atgggctgat
agtaaataca
agaggaagag
atttatatat
tacagtacct
tgaaactgta
gatagatatc
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ttagaatcat
agggctaata
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ataaatattt
aaacttcaag
ttcttattaa
gtggagaagt
aatataatat
ctatagttga
ctcaatttga
aaaggtttat
atattataaa
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gtttgtttac

tttcaaagtt
gaagtggatt
agaagagtta
actaactaat
acaattaaaa
cagaaataga
aaattccaat
cagtgatatt
taaactgtgg
atcttctacc
taatatgaaa
aaattattat
gtctcatcta
ttctttgaga
agaacaagag
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taaaaacaag
tattatcaaa
ataaaactcg
ttagacgaat
aaactaaatg
gcactctcta
acaagccctg
gctcttgaat
tatgatagtg
actgaagcat
ttttacaaaa
aaatctcaaa
gtatctgaat
aaaataaata
ttattaaata
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0901
0961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081

tttatagtca
tattagccct
actctgattt
tgataaaatt
actttgataa
gtgaaaaatc
aaatagcttt
atcttactaa
ttaacccagc
cattatttaa
tacaagtagg
atgcgtcagce
aagcatcaga
aagaaataaa
atgtaagaga
atactgccct
aagctggaag
atgaagcaac
atatgaatga
taaataaata
ttggacatgg
tttccaatga
tagaagtaaa
atcctgggaa
ataaaaattc
gaaaagaact
atttatctag
ccaagaatat
caagtgttag
ctattggtga
ctatagatga
aattaaaaaa
aaaataattc
tagaaacaga
ctataaagaa
atcatacttc
atagtagcaa
ctcaactatt
tatcaaatgc
ttgtatctac
aacatgaccc
tgtcattatc
ttttcttatt
taatattgca
aaaaatatgg
taatatcaga
caatggaggg
catctataag
aaaatctaga
ggtgggaaac
ttgattcaat
attatgcaat
ataaagatac
tatcttattc

ggagttgtta
aaaaaatttt
atttaaaaca
agaggctatt
acttgatcaa
tgagatattt
cgctttaggce
cctagtaata
catagagtct
ttcagctacc
ttttatgcca
ttactatgat
tttaatagaa
tagtctatgg
ttatactggt
cgacaaaaac
taaaaattat
atgcaattta
aagtgcaaaa
taggatacct
taaagatgaa
gataagttca
cttacttgga
gttgctatta
tattactata
tctggctcac
taaagaatac
tccaggatta
tcctgataca
ttacatttat
tttaatagat
attaaataat
aacttactct
aaaagaaatt
tagtataatt
tcaagttaat
taaagatgta
tagtacaggt
agtaaatgat
tatattagac
attactaaaa
tatagctgca
acctatagct
tgataaggca
ccctcttaaa
aatagatttt
gggatcagga
ttctcatatt
tttttcaaaa
tggagcagtt
aagagattta
aactacatta
tagaaacttc
atttgatgga

aatcgtggaa
ggcggagtat
atatctagac
atgaagtata
caattaaaag
tctaaattag
agtgttataa
gaacaagtaa
gataataact
gcagaaaact
gaagctcgct
ttcataaatt
tttaaattcc
agctttgatc
ggatctcttt
tatttattaa
gttcattata
ttttctaaaa
agctactttt
gaaagattaa
ttcaacacaa
tttttagata
tgtaatatgt
agtattatgg
ggagcaaatc
tcaggtaaat
attttttttg
gcatcaatat
aaatttattt
tatgaaaaat
gagttcaatc
ctagatgaga
gtaagattta
ttttcaaaat
acagatgtta
acattaaacg
ctgaatgatt
ttaaatacta
actataaatg
ggaataaact
aaagaattag
actgtagctt
ggtatatctg
acttcagtgg
acagaagatg
aataataatt
cacacagtga
ccttcattat
aaaataatga
ccaggtttaa
tacccaggta
aaaccagttt
ataatgccaa

gcaggaggaa

atttagctgc
atttagatgt
ctagctctat
aaaaatatat
ataattttaa
aaaatttaaa
atcaagcctt
aaaatagata
tcacagatac
ctatgttttt
ccacaataag
tacaagaaaa
cagaaaataa
aagcaagtgc
ctgaagacaa
ataataaaat
tcatacagtt
atcctaaaaa
taagtgatga
aaaataagga
gcgaatttgc
ccataaaatt
ttagttatga
acaaaattac
aatatgaagt
ggataaataa
attctataga
cagaagatat
taaataatct
tagagcctgt
tacttgaaaa
agtatttaat
ttaacaaaag
atagcgaaca
atggtaattt
cagcattctt
taagtacctc
tatatgactc
tactacctac
taggtgcagce
aagctaaggt
caattgttgg
caggaatacc
taaactattt
ataaaatttt
cgataaaact
ctggtaatat
caatttattc
tgttacctaa
gatcattgga
aattttactg
atgaagacac
ctataactac
cttactcttt

agcatctgac
tgatatgctt
tggactagac
aaataattat
actcattata
tgtatctgat
gatatcaaaa
tcaattttta
tactaaaatt
aacaaaaata
tttaagtggt
tactatagaa
tctatctcaa
aaaatatcaa
tggggtagac
tccatcaaac
acaaggagat
tagtattatt
tggagaatct
aaaagtaaaa
tagattaagt
agatatatca
ttttaatgtt
ttccacttta
aagaattaat
agaagaagct
taataagcta
aaaaacatta
taagcttaat
taaaaatata
tgtatctgat
atcttttgaa
taatggtgag
tattacaaaa
attggataat
tattcaatca
agttaaggtt
tatccaatta
aataacagag
aattaaggaa
gggtgtttta
aataggtgct
ttcattagtt
taatcatttg
agttcctatt
aggaacatgt
agatcacttt
tgcaataggt
tgctccttca
aaatgacgga
gagattctat
taatattaaa
taacgaaatt
attattatct

atagtaagat
ccaggtattc
cgttgggaaa
acatcagaaa
gaaagtaaaa
cttgaaatta
caaggttcat
aaccaacacc
tttcatgatt
gcaccatact
ccaggagctt
aaaactttaa
ttgacagaac
tttgagaaat
tttaataaaa
aatgtagaag
gatataagtt
atacaacgaa
attttagaat
gtaaccttta
gtagattcac
cctaaaaatg
gaagaaactt
cctgatgtaa
agtgagggaa
attatgagcg
aaagcaaagt
ttacttgatg
attgaatctt
attcacaatt
gaattatatg
gatatctcaa
tcagtttatg
gaaataagta
atacagttag
ttaatagatt
caactttatg
gtaaatttaa
gggataccta
ttactagacg
gcaataaata
gaagttacta
aataatgaat
tctgaatcta
gatgatttag
aatatattag
ttctcatctc
atagaaacag
agagtgtttt
actagattac
gcttttttcg
attaaactag
agaaacaaat
tcatatccaa
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4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

tatcaacgaa
taagagaaat
taagtaaaat
caggcgatat
ttagtttaat
ataaaaatta
tagatagtaa
ctatatctaa
tagaatttta
taaatgtatt
atactgataa
atggattata
atggacacca
aattgtttgg
aaactaatct
ttggtgaatg
ttgtagtaga
tttcctatga
atttatatac
agattatagt
cttcttttga
aagaaagtaa
aatcatttaa
taatgagtaa
ttaaaataat
taatcaatat
gatggcaaac
ttagttataa
tgggagtatt
ataacataga
aatattattt
aatattactt
ataagtatta
gtagtagata
atggtaaaca
ctaatggatt
ctatagttta
actcaaaagc
acactgctga
ctaacactgc
atactaacac
ttaatactga
ttgcacctgc
aattcttaac
gatggagaat
ttcatctatg
atggatatat
tggtaacagg
acaataataa
gcaaaaaata
gtaaaaaata
atggtaaaaa
ttgatggtaa
gtattaatgg

tataaattta
atctatagaa
tgatataaat
agataataaa
aatagaaata
tttgatatcc
aaatatagcg
aacaagtcaa
taatgacagt
tatgaaagat
aagtatagat
tttaaatgaa
taatacttct
gtttgaaaat
tggatatgta
gaaaacatcg
gcctatatat
acctctctat
aagtttaata
tcttaaccca
gtataaatgg
taaaaaaata
taaaatgagt
ttttaaatca
agataataaa
aaataattca
tatcaatggt
aattattaat
taaaggacct
aggtcaggct
tgataatgac
taatcctaat
tttcaatcct
ctactttgat
cttttatttt
tgaatatttt
tcaaagtaaa
agttaccgga
agcagctact
tgaagcagct
tgctatagcet
tggtattatg
taatacggat
tttgaatggt
tattaacaat
cactataaat
tactattgaa
agtatttaaa
catagaaggt
ttattttgat
ttactttaat
atattacttt
aaaatattac
taaacatttt

tctaaagatg
aatggtacta
aaaaataaac
gatagatata
aatcttgttg
aatttatcta
tacaattaca
aaaagcataa
acattagaat
gatattaata
ttctctattt
tccgtatact
aattttatga
ataaattttg
gaatttattt
tcatctaaaa
aatcctgata
ggaatagata
aatattaata
aatacattcc
tctacagaag
ttacaaaaaa
atagatttta
tttaattctg
acttattact
ttattctatt
aaaaaatatt
ggtaaacact
gatggatttg
atagtttatc
tcaaaagcag
aatgctattg
gacactgcta
actgataccg
gatagtgatt
gcacctgcta
ttcttaactt
tggcaaacta
ggatggcaaa
actggatggc
tcaactggtt
cagataggag
gctaacaaca
aaaaaatatt
aagaaatatt
aatgacaagt
agaaataatt
ggacctaatg
caggctatag
aatgactcaa
cttaacactg
aatcttaaca
tttaatacta
tattttaata

atttatggat
ttaaaaaagg
ttattatagg
tattcttgac
caaaatctta
atattattga
ctgatgaatc
tacattataa
ttaacagtaa
ctataacagg
ctttagttag
catcttacct
atttattttt
taatcgataa
gtgacaataa
gcactatatt
cgggtgaaga
gatatatcaa
ccaattatta
acaaaaaagt
gaagtgactt
taagaatcaa
aagatattaa
aaaatgaatt
atgatgaaga
ttgatcctat
attttgatat
tttattttaa
aatattttgc
aaagtaaatt
tcactggatg
ctgcagtcgg
tcatctcaaa
ctattgcctt
gtgtagtgaa
atacttataa
tgaatggtaa
ttgatagtaa
ctattgatgg
aaactattga
atacaattat
tgtttaaagg
tagaaggtca
actttggtag
actttaatcc
attactttag
tctattttga
gatttgagta
tttaccagaa
aagcagttac
ctgaagcagc
ctgctgaagc
acactttcat
ctgatggtat

atttaatatt
aaagttaata
caatcaaaca
ttgtgagtta
tagtttgtta
gaaaatcaat
taataataaa
aaaagacagt
agattttatt
aaaatactat
taaaaatcaa
tgattttgtg
ggacaatata
atactttacc
taaaaatata
tagcggaaat
tatatctact
taaagtattg
ttcaaatgag
aaatataaat
tattttagtt
aggtatctta
aaaactatca
agatagagat
tagtaaatta
agaatttaac
aaatactgga
taatgatggt
acctgccaat
cttaactttg
gagaattatt
attgcaagta
aggttggcag
taatggttat
aataggtgtg
taataacata
aaaatattac
aaaatattac
taaaaaatat
tggtaaaaaa
taatggtaaa
acctaatgga
agctatactt
tgactcaaaa
taataatgct
ttatgatgga
tgctaataat
ttttgcacct
caaattctta
tggatggcaa
tactggatgg
agctactgga
agcctcaact
tatgcagata

gataatgaag
aaagatgttt
atagattttt
gatgataaaa
ttgtctgggg
actttaggcc
tattttggag
aaaaatatat
gctgaagata
gttgataata
gtaaaagtaa
aaaaattcag
agtttctgga
cttgttggta
gatatatatt
ggtagaaatg
tcactagatt
atagcacctg
tactaccctg
ttagatagtt
agatacttag
tctaatactc
ttaggatata
catttaggat
gttaaaggat
ttagtaactg
gcagctttaa
gtgatgcagt
actcaaaata
aatggcaaaa
aacaatgaga
attgacaata
actgttaatg
aaaactattg
tttagtacct
gaaggtcagg
tttgataata
tttaatacta
tactttaata
tattacttta
catttttatt
tttgaatatt
taccaaaatg
gcagttactg
attgctgcaa
attcttcaaa
gaatctaaaa
gctaatactc
actttgaatg
accattgatg
caaactattg
tggcaaacta
ggttatacaa
ggagtgttta
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7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341

aaggacctaa
gtcaagctat
gtagtgactc
atactaacac
ttaatactaa
attttaatac
actttgcacc
atagattcct
ctggttgggt
cgaatggtta
taggagtgtt
acaatataga
tatattactt
tatattactt
gtgttatata
tatgtttgat
gagatttaat

tggatttgaa
actttaccaa
aaaagcagtt
tgctgttgca
cacttctata
tgatggtatt
tgctaataca
atatttacat
aactattgat
taaaactatt
taaagggtct
aggtcaagct
tggtaataat
tatgcctgat
tttctttggt
aaaaaattat
t

tactttgcac
aataaattct
accggattgce
gttactggat
gcttcaactg
atgcagatag
gatgctaaca
gacaatatat
ggtaatagat
gataataaaa
aatggatttg
atacgttatc
tcaaaagcag
actgctatgg
gttgatggag
tcctgtgcta

ctgctaatac
taactttgaa
gaactattga
ggcaaactat
gttatacaat
gagtgtttaa
atatagaagg
attattttgg
attacttcga
atttttactt
aatactttgc
aaaatagatt
ttactggatg
ctgcagctgg
taaaagcccc
ctaagaaatt

tcataataat
tggtaaaaaa
tggtaaaaaa
taatggtaaa
tattagtggt
aggacctgat
tcaagctata
taataattca
gcctaataca
tagaaatggt
acctgctaat
cctacattta
gcaaactatt
tggacttttc
tgggatatat
atttttatat

aacatagaag
tattactttg
tattacttta
aaatactact
aaacattttt
ggatttgaat
cgttatcaaa
aaagcagcta
gctatgggtg
ttacctcaga
acggatgcta
cttggaaaaa
aatggtaaag
gagattgatg
ggctaaaata
aataaatatt

Sekil 6. C. difficile tcdA gen sekansit (Yesil ile baslangig, mavi ile

belirtilmistir.) (54)

stop kodonlari

Toksin A i¢in kolonda bulunan gp96 glikoproteininin ko-reseptdr oldugu
belirtilmektedir. Toksinler reseptorle iligkili endositoz yoluyla konak hiicreye girerler.
Toksinlerin tranlokasyonu icin asidik Ozellikte bir endozoma gereksinim vardir.
Toksinlerin hedefi Rho ve Ras ailesinden Rho, Rac ve Cdc gibi kii¢iik guanozin trifosfataz
(GTPaz)’lardir.
glikozilleyerek

olduktan trifosfatazlarin

(32).

depolimerizasyonuna, hiicre iskeletinin bozulmasina, hiicrenin yuvarlaklagsmasina ve hiicre

Toksin aktive sonra konak guanozin

inaktive  eder Glikolizasyon  aktin  filamentlerinin

oliimiine (apoptozis) yol agar (35).
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1. Toksin, spesifik
reseptoriine baglanir.

2. Toksin, hicre igine reseptor
aracih endositoz ile girer.

3. Endozom/lizozomdan
gikar.
3 4. Rho ve diger kiigiik GTP
. baglayici proteinleri
are ikoziller.
Mormalde hiicre - | N glikoziller
iskeleti D|U§UITIU T — _ ‘," \ 5. Glikozill GTP
. \ . Glikozillenen az
\Rh?f f uoP Gle hiicre iskeletinin
4 biiziilmesine sebep olur.
oTr
P \ uoe
i/ \
s N Y
Hiicre iskeleti e .5"?,;_ Glc
biizillmesi: Tipik
sitopatik etki

N Y

Sekil 7. C. difficile toksinlerinin hiicre i¢i etkisi (55)

Toksinler tarafindan salgilanmasi uyarilan, inflamasyonu artiran ve konagin hasar
gormesinden sorumlu olan proinflamatuar sitokinler iginde IL-12, IL-18, IFN-y, TNF-q,
makrofaj inflamatuar protein (MIP) la ve2, IL-8, leptin sayilabilir. C. difficile toksinleri,
TLR4, TLR5 ve nucleotid-binding oligomerizasyon domain containing 1(NOD1) sinyal
iletim yolaklarmin dahil oldugu hem yiizeyde bulunan hem de hiicre i¢i dogal immiin
sensorleri aktive etmektedir (32). Toksin A ve B vaskiiler gecirgenligi artirir ve hiicreler
arasi siki baglarin acilmasiyla kanamaya sebep olur. Toksin A, ishalin patogenezinde
toksin B’den daha kritik rol oynar. Toksin B, direkt enterotoksik etkiye sahip degildir ve
toksin A’nin olusturdugu gastrointestinal doku hasarindan sonra rol oynadig

diistiniilmektedir (56).
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Sekil 8. Yetiskinlerde C. difficile iligkili diyarenin patogenezi (56)

Her iki toksin hastaligin patogenezinde karsilikli sinerjik etkilesim gosterir (27,
57). Fakat toksin A negatif izolatlar, yine de hastaliga neden olabilmektedir (27). Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda toksin-B lireten suslar tanimlanmig, bununla beraber baska
varyant suslar da tespit edilmistir. Baz1 suslar, yiiksek miktarda toksin A ve toksin B

salgilamaktadir. Bu suslarda toksin ekspresyonu iizerinde negatif etki yapan tcdC geninde
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bir bozukluk oldugu tespit edilmistir (31, 58). Bakteriyel yiizey proteinleri surface layer
protein (SLP), C. difficile’nin intestinal epitel hiicrelerine baglanmasinda 6nemli olup,

toksinlerin belirli yerlerde iiretilmesine ve arkasindan da doku hasarina neden olmaktadir

7).

C. difficile suslarmin %6-12, 5’u binary toksin de dretir (59). Binary toksin,
CdtLoc bolgesinde bulunan cdtA ve cdtB genleri tarafindan kodlanmaktadir. Ayrica
CdtLoc bolgesinde regiilator cdtR geni de kodlanmaktadir. Calismalar binary toksin’in
kolon hiicre yiizeylerine klostridial yapismay1 artirmak icin hiicrelerindis yiizeylerinde
sitotoksik etki yaptigin1 gostermistir. Bu bulgular, binary toksin’in daha siddetli hastalik

olusumunda 6nemli bir kolonizasyon faktorii oldugunu diistindiirmektedir (32, 49).

(a) cout cou2 dR fedB IeoE fedA tedC cod?
I Paloc 19.6 kb |
(b) CD2601 CD26802 cati cdtA caB pS

l— CdtLloc62 ¥ 4‘

Sekil 9. C. difficile’nin PaLoc ve CdtLoc’u (52)
2.3.4. Klinik

Asemptomatik tasiyiciliktanciddi ishale, toksik megakolon ile psddomembrandz
kolite kadar degisen klinik tablolar olusur (60). Klinik tablonun olusumunda konak
faktorleri, bakteriyel viriilans faktorlerinden daha Gnemlidir. Onemli konak faktorleri
toksin reseptor dansitesi, antitoksin antikor seviyesi ve normal kolon florasinin varlig1 veya

yoklugudur (4, 35, 61).
2.3.4.A. Asemptomatik Tasiyiciik

Kolon, C. difficile ile kolonizedir. Ancak ishal gibi klinikbulgular olusmamaktadir.
Yapilan kiltirde toksin pozitif C. difficile tiremesi olmaktadir (49). Hastanede yatan
hastalarin %10-20’si C. difficile’yi tagirlar (35).
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2.3.4.B. Clostridium difficile ishali

En sik klinik tablo olan C. difficile ishali, ABI’lerin %20-30’unuolusturur. C.
difficileishali tipik olarak proktokolit ile uyumludur. Ishal kisa siireli, kendinisinirlayan
veya giinde 20 ve daha fazla diskilamayla kolera benzeri olabilir. Bazi hastalarda ates,

16kositoz, kramp tarzinda karin agrisi olabilir (35).
2.3.4.C. Clostridium difficile Koliti

Sigmoidoskopide 6zgiil olmayan yaygin veya yama tarzinda psddomembransiz
eritematoz kolit tablosu goriilebilir (49). Hastalarin ¢ogunda antibiyotik kesildiginde ishal
de biter (35).

2.3.4.D. Psodomembranoz Enterokolit (Pme)

Klinik tablo, psédomembrani olmayan C. difficile kolitine benzer fakat cogunlukla
semptomlar1 daha siddetlidir. ishal, karinda duyarlilik vesistemik bulgularla karakterize bu
formda barsaklarda 2-10 mm arasinda degisen beyazimsi-sar1 renkli plaklar bulunur.
Plaklar fibrin, mukus, nekrotik mukozal hiicreler ve nétrofillerdenolusur (1). PME’li
hastalarin ¢ogunda rektosigmoid bolge tutulur. Ancak %210 olguda proksimalkolon da
tutulabilir ve sigmoidoskopide saptanamaz. Siddetli formlarin komplikasyonlar
dehidratasyon, hipoalbuminemi, elektrolit bozuklugu,  toksik megakolon, barsak
perforasyonu ve Oliimdiir. Mortalite vemorbiditeyi onlemek i¢in agresif terapotik girisim
gereklidir (35).

Sekil 10. Psodomembranz enterokolitin endoskobik goriiniimii (62)
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2.3.4.E. Fulminan Kolit

Altkadrana lokalize veya diffiiz karin agrisi, ishal ve distansiyon vardir. Bazi
hastalardayiiksek ates, titreme, tasikardi, letarji ve belirgin 16kositoz olur. Genelde ishal
belirgindir fakatileus gelisen hastalarda minimal olabilir (35). Bu tablo ileus, megakolon,
kolon perforasyonu ve oliim gibi ciddi komplikasyonla seyredebilir ve C. difficile
enfeksiyonlu hastalarin %2-3’tinde goriilebilmektedir (49). Komplikasyonlarin en sik
goriildigi klinik formdur. Agresif tanisal ve terapdtik girisimler, hastalarda mortalite ve
morbiditeyi onlemek icin gereklidir. Fleksibl sigmoidoskopi veya kolonoskopi yatak

basinda uygulanabilir, ancak perforasyon riski vardir (35).

Seliilit, bakteriyemi, i¢ organlarda apse, reaktif artrit gibi nadiren ekstraintestinal
tablolar da goriilebilir (63).

2.3.5 Tam

Dogru, giivenilir ve hizli tan1 6zellikle hastane kaynakli C. difficile enfeksiyonunun
kontrol altina alinmasi ve hasta takibi a¢isindan 6énemlidir. C. difficile enfeksiyonu tanisi,
klinik ve laboratuvar testleritemelinde olmaktadir. Hastalarda 36 saatte en az alt1 sulu ishal,
48 saat icinde sekizin lizerinde sekilsiz ishal veya iki giin igin giinde li¢ sekilsiz ishal

olmasiklinisyenlere C. difficile enfeksiyonu varligin1 diisiindiirmelidir (49).

Gunimiizde C. difficile iliskili ishalin tanisinda birka¢ metot bulunmaktadir. Bunlar
toksin A ve toksin A/B Enzim Immunoassay (EIA), Glutamat dehidrogenaz (GDH) EIA
ve immunokromotografik testler ile toksin A/B veya GDH tespiti, doku kiiltiir
notralizasyonu, toksijenik kiiltiir ve toksin genlerinin Polimerase Chain Reaction (PCR) ile
gosterilmesidir (64). Optimal bir laboratuvar incelemesi igintaze gaita O6rnegi hemen
laboratuvara gonderilmeli ve toksin yoniinden incelenmelidir. Sitotoksin titresi, 22°C’de
saklanan digkilarda 2 log diiser (65). Ornegin alnip laboratuvara ulastirilmasi sonrasinda
ilk 24 saatte +4°C’de, daha uzun kalacaksa —20°C’de saklanmasi onerilmektedir. Digkida
bulunan proteazlarin toksini parc¢alayarak miktarini azaltabilecegi diistiniilmektedir (4).
Ishali olmayanyani sekilli diskida toksin arastirilmasi Onerilmemektedir  (66).
Semptomlarinbaglangicinda alinan bir veya iki ornek genellikle tani icin yeterlidir. Eger

birinci drnek negatif ise ilave diski drnegi ile testin tekrarlanmasi faydali olabilir. Ug farkl
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disk1 Orneginin test edilmesi pozitiflik olasiligini %10 civarinda artirmasina ragmen

maliyeti yiikselttiginden dolay1 tavsiye edilmemektedir (49).
2.3.5.a. Kiiltiir

C. difficile igin anaerobik gaita kiiltiirii en sensitif testtir (%89-100) fakat toksin
tireten suslar i¢in spesifik degildir. Literatiirde C. difficile’nin izole edilmesinin degeri
tartismalidir (35). Salgin arastirmalari ve hastane izolatlarinin epidemiyolojik amagh
incelenmesinde 6nemlidir. C. difficile kiiltiirti igcin genellikle CCFA kullanilmaktadir. Bu
besiyerine sporlarin liremelerini artirmak icin taurakolat ve lizozimilave edilebilmektedir
(49). Cefoxitin mannitol agar (CMA) bu bakterinin izolasyonunda kullanilabilecek baska
bir selektif besiyeridir (7). Gaita 6rneklerinin 1s1 veya alkolle isleme tabi tutulduktan sonra
CCFA’ya pasajlarinin yapilmas: C. difficile izolasyon oranmi artirmaktadir (67). C.
difficile kolonileri gri, opak, 24-48 saattenonhemolitiktir. Fakat baz1 suslar alfa hemoliz
yapabilmektedir. Inkiibasyondan 48-72 saat sonra sporiilasyona bagli olarak merkezibeyaz
veya hafif gri olan ayirt edici koloniler gelisebilir (7). C. difficile kolonileri diisiik dalga
boylu ultraviyole (366 nm) altinda yesil-sar1 floresans verir. P-krezol, volatil yag asidleri
ve Ozellikle izokaproik asidlere baglh olarak tipik at veya fil digkist kokusuvardir (67). C.
difficile’nin saptanmasinda anaerop digki kiltiiriiniin  sensivitesi yiiksektir fakat
asemptomatik tasiyicilardaki nontoksijenik suslarin tanimlanmasinda daha az faydalidir.
Toksijenitenin saptanmasi ile iligkili digki kiiltiirii daha faydalidir fakat yogun emek

gerektirir ve test sonuglari en az 72-96 saatte elde edilebilir (56).
2.3.5.b. Doku Kiiltiirii Sitotoksin Testi

Diski orneklerinde 10 pg’lik sitotoksin saptayabilen doku kiiltiirleri, toksinlerin
varhigimi arastirmada altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu amagla embriyonik
akciger fibroblast (MRC 5, WI-38) hiicreleri, insan amniyon (FL) hiicreleri, Hep2 (human
epithelial) hiicreleri, Afrika yesil maymun bobregi (Vero), intestinal fibroblast hiicreleri
gibi bir¢ok hiicre kullanilabilmektedir (67). Sivi gaita 6rnekleri santrifiij edildiktensonra
elde edilen siipernatant, filtrelerden gegirilerek bakteriden arindirilir. Elde edilenfiltrattan
bir miktar hiicre kiltiirii kaplarina eklenir. 37°C’de 24-48 saat anaeropinkiibasyondan
sonra, 1s1k mikroskobunda sitopatik etki (yuvarlaklasma) aranir. Notralizan antikor (anti-

C.sordellii antiserum)eklendiginde bu sitopatik etki ortadan kalkar (1). Ozgiilliigii > %97,
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duyarlilig1r %75-85 arasinda olmasina ragmen pahali, zaman alic1 olmasi ve iyi gelismis

laboratuvar gerektirdiginden rutin laboratuvarlar tarafindan tercih edilmemektedir (49).
2.3.5.c. Enzim iImmunoassay

Ik kez 1984 yilinda C. difficile toksin A veya toksin A ve B’yi tespit etmek igin
kullanilmustir (49). Sitotoksinlerin saptanmasinda doku kiiltiirlerinindezavantajlar1 nedeni
ile daha bagka testlere gereksinim duyulmaktadir. Bu amagla cogunlukla daha hizli,
kismen ucuz ve ozgilligii yiiksek olan EIA testleri tercih edilmektedir (67). EIA ile 100-
1000 pikogram seviyesinde toksin A veya B saptanabilmektedir (7). Hafif ve erken
olgularda toksinsaptanmayabilir (4). Ticari kitlerin bir kismi1 sadece toksin A’y1 saptamaya
yoneliktir. Toksin A molekiiliiniin amino-terminal bolgesinde lokalize bir epitop ile
reaksiyona giren bir monoklonal antikor kullanilarak toksin A’y1 saptar. C. difficile
suglarinin %1-2’si toksin A tiretmediginden dolayi toksin A ve B’yi birlikte saptayan Kitler
tercih edilir. C. difficile’nin 10 farkli toksinotipi saptanmis olup (I-X) tip VIII ve X toksin
A’ya spesifik testlerle saptanamaz (67). EIA testlerinin duyarlihi@i %66-93, 6zgilligi
%75-100diir (35). EIA yontemi ile ii¢ gaita drnegi incelenmesi tani sansini sadece %5-10
artirirken, maliyeti oldukca yiikseltir. Bu nedenle hastaligin tablosunu agiklayici
baskasebep bulunamamasina ragmen, ishalin devam etmesi gibi durumlar disinda genelde
tercihedilmez. Sekilli gaitalarda %10 dolayinda yalanci pozitiflik gozlenebileceginden
sadeceishalli hasta gaitalarinda c¢alisilmasi Onerilmektedir (67). C. difficile toksinleri
disinda, hem toksin olusturan hem de olusturmayan C. difficile suslarinin irettigi

metabolik enzim olan GDH’1 tespit eden EIA testleri de vardir (49).
2.3.5.d. Lateks Agliitinasyon Testleri

Hizli, basit ve ucuz bir testtir. Lateks agliitinasyon yontemi uygulanacak gaita
orneginin dondurulmamasi gerekmektedir (67). Antikor ile kapl latekspartikiilleri yardimi
ile toksin A saptanmaktadir. Lateks agliitinasyontestlerinin hizli taramalar igin uygun
oldugu ama pozitif sonuglarin digertestlerle dogrulanmasi gerektigi bildirilmektedir (31).
Toksin A’y1 saptamaya yonelik diisiiniilmesine ragmen daha sonra bakteriyel bir enzim
olan GDH’1 saptamaya yonelik olarak gelistirilmistir (35). Testin diger Clostridium tiirleri,
Peptostreptococcus anaerobius ve Bacteroides assaccharolyticus ile gapraz reaksiyon

verdigi ve yalanci pozitifsonuglara neden olabilecegi belirtilmistir. Bu testin kullanimi, ne
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izolatin toksijenik olduguna dair bilgiyi ne de epidemiyolojik ¢alismalar iginyararl

olabilecek susun kendisini ortaya ¢ikarmaktadir (1).
2.3.5.e. Molekiiler Yontemler

Gilinimiizde PCR ve loop mediated izotermal amplifikasyon (LAMP) temelli
yontemler kullanilmaktadir (68). Toksin A veya B’nin gen bolgesine 6zel primerler
kullanilarak yapilan PCR oldukga duyarli (%100) ve 6zgiil (%96, 7-100)’dir. C. difficile
kiiltiirii  gerektirmesi dezavantajidir. Bundan dolayr direkt gaitadan toksin saptamaya
yonelik PCR yontemi gelistirilmistir. Real-time PCR, direk olarak gaitadan toksin
genlerini saptamakicin kullanilan bir niikleik asit amplifikasyon yontemidir. Hedeflenen
genler, tcdB geni veya tcdC genidir. TcdC genindeki baz ¢ifti delesyonlarinin, toksinin
agiriiiretiminden sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Bu delesyonlar da real-time PCR ile
belirlenebilmektedir (1).

LAMP teknolojisinde uygun primerlerinkullanimi ile Deoksiriboniikleik asit
(DNA) amplifikasyonu belirli bir 1s1 altinda (60-65°C), termal dongii cihaz1 gerektirmeden
olmaktadir. Polimeraz enzimi ile cift zincirDNA’lar pirofosfat iyonlar1 olusturmakta,
olusan pirofosfat iyonlar1 ortama ilave edilenmanganez ile reaksiyona girerek, floresan
metal indikatorii olan kalsein yardimiyla goriintirhale gelmektedir. 30-60 dakikada olusan

renk degisikligi turbidimetre ile veya ¢iplak gozle tespit edilebilmektedir (49).
2.3.5.f. Kolonoskopi

Kolonoskopi, C. difficile ishalli hastalaringogunda gerekli degildir. Maliyeti,
perforasyon riski ve tani i¢in noninvasiv diger yontemlerin olmasi nedeniyle 06zel
durumlarda uygulanmalidir. Hizl1 tan1 gerektiginde ve test sonuglar1 geciktiginde veya
duyarli olmayan testler kullanildiginda, hastada ileus nedeniyle gaita elde edilemiyorsa ve

endoskopi ile tan1 konabilecek diger hastaliklar diistiniildiigiinde yapilmasi onerilir (35).
2.3.6.Tedavi

C. difficile kolitinde ilk yaklasim indiikleyici olan antibiyotigi kesmek ve sivi
elektrolit kaybmin yerine konmasidir. Antibiyotik tedavisi gerekli ise daha az riskli bir
antibiyotik ile degistirilmelidir. Hastalarin %15-251 bu yaklasima yanit verir (35).
Antiperistaltik ilag kullanomindan kag¢inilmasi gerekmektedir (41). Antibiyotigin
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kesilmesine ragmen semptomlar devam ediyorsa, hastada sistemik semptomlar varsa, altta
yatan durum nedeniyle antibiyotik kesilemiyor veya degistirilemiyorsa metronidazol yada
vankomisin ile antibakteriyel tedavi baslanmalidir (35). Baslangi¢ tedavisi olarak oral
metronidazol’iin (3x500 mg) 10-14 giin kullanilmas1 onerilmektedir (69). C. difficile,
kolon liimenine smirli oldugundan antibiyotik tedavisi oral olarak verilmelidir. intravendz
tedavi gerekli ise kolonda ilacin ulasilan konsantrasyonlar1 nedeni ile sadece metronidazol
verilmesi etkin bulunmustur. Tedaviden beklenen cevap atesin bir giin igerisinde, ishalin
dort-bes giinde diizelmesidir. Metronidazol, gerek maliyetinin disiikk olmasi gerekse
vankomisin kullaniminin hastane kaynakli vakalarda enterokoklarda vankomisin direncini
indiikleme riski nedeni ile tercih edilen tedavidir (6). Metronidazol intoleransi veya alerjisi
olan hastalar, hamile veya emziren kadinlar ile direngli diyaresi olan hastalar vankomisin’i
(4x125mg) 10-14 giin kullanmalidir (69). Basitrasin, teikoplanin ve fusidik asit
kullanilabilecek diger segeneklerdir. Oral teikoplaninbu konuda etkili goriilmekle birlikte
glikopeptid direnci yoOniinden dikkatli olunmalidir (41). 2011 yilinda onay alan
fidaksomisin, C. difficile’ye kars1t bakterisidal etkili oral makrosiklik antibiyotiktir ve
normal kolonik mikroflora iizerine minimal etki olusturur. Bu mikroflora koruyucu
aktivitesi C. difficile enfeksiyonu olan hastalarda normal kolonik mikrofloranin daha hizli
olusmasinaizin verir (32, 70). Tedavinin tamamlanmasindan sonra, hastalarin %20-30
kadarinda relapslar meydana gelebilmektedir. Ciinkii antibiyotikler C. difficile’nin sadece
vejetatif formlarin1 6ldiirmektedir, sporlar ise antibiyotiklere direnclidir. Ayni antibiyotik
ile ikinci kez tedavi siklikla basarihidir, ancak birden fazla relaps bazi hastalarda
bildirilmistir (27). Toksin A ve B’ye kars1 olan insan monoklonal antikorlar1 (actoxumab
ve bezlotoxumab)’nin standart antibiyotik tedavili hastalarda rekiirrens oranini azalttig
gosterilmistir (71). C. difficile enfeksiyonu tedavisinde antibiyotiklere alternatif olarak
probiyotikler, intestinal mikrobiyal flora transferi ve immunoterapi gibi tedavi yontemleri
de kullanilmaktadir. Probiyotiklerin kullanilmasinin kolon florasinin dengesini saglayarak
C. difficile enfeksiyonunun onlenmesindeve tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Fekal
transplantasyon da, yine kolon florasini tamir etmek amaciyla saglikli vericilerden alinarak
uygulanmaktadir. C. difficile kolonizasyonunda immun yanit onemli oldugundan
intravendz immunoglobulinler tedavi amaglh olarak hastalara uygulanabilmektedir (72).
Fekal transplantasyon; uygulamada belirli bir standardizasyon olmamasina ragmen

tekrarlayan C. difficile enfeksiyonu ve psédomembrandz enterokolit tedavisinde oldukca
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etkin ve giivenilir olarak goriilmektedir. Diger tedavi rejimlerine oranla oldukga da diisiik

maliyetlidir (73).

Tibbi tedavi basarisiz kaldiginda, bagirsak perforasyonu gelisen veya gelismek
tizere olan siddetli koliti olan hastalarda, toksik megakolon gelisen hastalarda OSliimii
onlemek i¢in acil cerrahi nadiren de olsa gerekebilir (35). Bazi merkezlerde yapilan
calismalarda C. difficile kokenlerinin metronidazol ve vankomisine duyarli olduklari
gosterilmistir (74, 75). Ancak son yillarda C. difficile enfeksiyonutedavisinde kullanilan
metronidazol ve vankomisin’e karst klinik yanitsizliklar ve direngli kokenlerin varlig
bildirilmistir (76, 77). Diger antibiyotiklere direngiilkelere gore farklilik gostermekle
beraber degisik oranlarda bildirilmistir. En fazladiren¢ klindamisin-eritromisin grubunda

goriilmekte veyillar i¢inde giderek artmaktadir (62, 78, 79).
2.3.7. Relaps

C. difficile ishalinin ilk epizodu basariyla tedavi edilen hastalarin yaklasik %15-
25’inde relaps gelisir. Relaps, genellikle vankomisin veya metronidazol tedavisinin
kesilmesinden sonraki ortalama bir hafta i¢cinde ishalin ve diger semptomlarin tekrar
goriilmesiyle ortaya cikar. Relapslarin ¢ogu 10 giinliik antibiyotik tedavisine yanit verir
fakat hastalarin %3-5’inde altidan fazla relaps olur (35). Relaps olgulari, ilk izolat veya
farkl1 izolat ile olusabilmektedir (49).

2.3.8. Korunma

C. difficile, 6nemli nozokomiyal bir patojendir (35). Yash hastalar ve uzunsiire
hastane ortaminda kalanlarda risk daha yiiksektir (80). C. difficile enfeksiyonuna bagl
ishalin gelisiminin Onlenmesi amaci ile bagirsak florasinin bozulmasina sebep olan
antibiyotiklerin kullanimimin kisitlanmasi, yatan bir hastada C. difficile saptandigi zaman
capraz enfeksiyonu dnlemek amaci ile enfeksiyon kontrol dnlemlerine uyumun artirilmast
gereklidir. Hastanelerde C. difficile kaynakli ishal olgularinda yayilma, temas izolasyonu

Onerileri, uygun ¢evre temizligi ve el yikamaya uyum ile 6nlenebilmektedir (6).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Calisma Ornegi

TcdA pozitif C. difficile 06012 susu, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (Ankara)’ndan

temin edilmistir.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuar Malzemeleri

e Buzdolab:

e Derin dondurucu

e Etiiv (Memmert UE 600 )

e Otoklav (Hirayama HA-300 M4)

e Hassas terazi (Dikornsan Elektronik San. Tic. LTD)
e Vortex (Velp Scientifica Classic)

o Santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 200 R)

e Distile su cihazi

e Tek kanalli otomatik pipetler (Thermo Scientific )

e Jar (Becton Dickinson)

e Bunsen beki

e pHmetre cihazi (HANNA Instruments H12211)

e Mikrodalga firin

e Termal dongii cihazi (BIO-RAD T100™)

e Elektroforez tanki ve cihazi (Thermo EC330 Electrophoretic gel system)
e UV goriintiileyicisi (Vilber Lourmant)

e %S5 koyun kanli agar (Becton Dickinson)

e BHI broth (Lab M)
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TSA (Lab M)

TSB (Lab M)

Becton Dickinson Gaz pack

EDTA (BioShop)

Tris-HCI (BioShop)

Borik asit (BioShop)

Agaroz (BioShop)

Loading Dye (New England BioLabs)

10X TBE tampon (Tris, EDTA, Borik asit)

L DNA (Fermentas)

Pstl-HF (New England BioLabs)

NE Buffer4 (New England BioLabs)

Safe View (abm)

0, 2 ml ve 1, 5 mI’lik ependorflar

Mavi ve sari filtreli pipet uglar1 (1000, 200 ul) (DNaz-RNaz free)
Beyaz filtreli pipet uglar1 (2 pl) (DNaz-RNaz free)
TcdA, forward ve reverse primerleri (Macrogen)
10X Ex Tag buffer (TaKaRa)

ExTaq polymerase (TaKaRa)

MgCl; (25mM) (abm)

dNTP (L0mM)mix (abm)

10XBamHI buffer (Fermentas)

BamHI enzyme (Fermentas)

10X T4 DNA Ligase buffer (Fermentas)

T4 DNA Ligase enzyme (Fermentas)
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e EcoRI enzyme (New England BioLabs)

e Is1 blogu (Gen-Probe)

e Pudrasiz eldiven

e Tek kullanimlik plastik steril 6zeler

e BIO-RAD InstaGene Matrix

e Gene MATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURy)
e Su banyosu (Lauda)

e Elektroporasyon kiiveti (Sigma)

e Elektroporator (BIO-RAD)
3.2. Yontemler
3.2.1. Clostridium difficile Susunun Canlandirilmasi

Liyofilize olarak temin edilen sus Brain Heart Infusion (BHI) broth ile rehidrate
edildi. Hemen %5 koyun kanli agar’a pasaj yapilip jar’a konup Gaz Pak ile anaerob ortam
saglandi. 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. 48 saat sonra lireyen bakteri kolonisinden pasaj

yapildi.

Sekil 11. Anaerop inkiibasyon (¢alismamizdan)
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Sekil 12.Clostridium difficile’nin %5 koyun kanli agar’daki goriiniimii (¢alismamizdan)
3.2.2. Total DNA Ekstraksiyonu
BIO-RAD InstaGene matrix ile DNA ekstraksiyonu

C. difficile kolonisinden 6ze ile bes-sekiz tane alinip ependorfun igindeki 1 mililitre
(ml) steril distile sudahomojen hale getirildi. 13000 revolution per minute (rpm: dakikadaki
devir sayisi)’de 22°C’de 1ldakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine
200 mikrolitre (ul) BIORAD InstaGene matrix eklenip homojen hale getirildi.56°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Yiiksek devirde 10 saniye vortekslenip 1s1 blogunda 95°C’de sekiz
dakika bekletildi. Tekrar yiiksek devirde 10 saniye vortekslendi ve 13000 rpm’de 22°C’de
3dakika santrifiij edildi. Stipernatanttan 2 ul PCR i¢in DNA olarak kullanildi.

Kaynatma yontemi ile DNA ekstraksiyonu

C. difficile kolonilerinden 6ze ile alimip 1ml steril distile suda homojen hale
getirildi. 13000 rpm’de 22°C’de 3 dakika Santrifiijden sonra pellet 100 pl distile suda
homojen hale getirildi ve 95C’de 15 dakika bekletildi. Santrifiijden sonra siipernatant PCR
icin DNA olarak kullanildi.
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3.2.3. Toksin A Geninin PCR ile Cogaltilmasi
Kullanilan primerler:
TXAF(BamH]I): 5>-AAAGGATCCTGTGGTTATAGAAGTGGATTTA-3’
TXAR(BamHI): 5>-TAATTTCTTAGTAGCACAGGGGTACCTT-3’

Reaksiyon (50ul) :

10X ExTaqbuffer : 5 ul

MgCl; (256mM): 4 ul

dNTP mix (10mM): 1 pl

Primer Forward (100pmol): 0, 4 ul
Primer Reverse (100pmol): 0, 4 ul
ExTagpolymerase: 0, 6 ul

dH,0: 38, 6 ul

100 pl’lik miks hazirlandi. 50 pl reaksiyon miksinden 0, 2 ml’lik iki ependorfa
kondu. Ependorfun birine total DNA’dan 2 pl eklendi, digerine negatif kontrol olarak
DNA eklenmedi.

Reaksiyon kosullari:

94°C 3dk

94°C  20sn

52°C  30sn 35 siklus
72°C 5dk

72°C  6dk

3.2.4. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR programi tamamlandiktan sonra reaksiyon firliniine 5:1 oraninda yiikleme
tamponu (loading dye) ilave edildi ve hafifce pipetaj yapilarak homojenize hale getirildi.
Elde edilen karisim, markir DNA ile birlikte %1°lik agaroz jelin kuyularina dikkatli bir
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sekilde yiiklendi ve 100 V’da 30 dakika siireyle elektroforeze tabi tutuldu. Pozitif

amplifikasyon goriilen amplikonlar klonlama islemi i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.
3.2.5. pUC19 iceren E. coli DH10B Susundan Plazmid Ekstraksiyonu

E. coli’den pUC19 plazmid DNA’s1 Gene MATRIX plasmid miniprep DNA

purification kit (EURy)kullanilarak tiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda elde edildi.

3.2.6. PCR ile Cogaltilan TcdA Geni Amplikonlarinin ve pUC19 Vektoriiniin
Restriksiyonu

Apol
EcoRI
Banll
Eco53kI
Sacl
Acc65l
Kpnl
Aval
Smal

., Xmal
BamHI

Mcs Q Xbal
LacR binding site ﬁfﬁé“
Plac Sall
BspMI
puUC19 o
gstl
phl
2686 bps Hindlll
pMB1 ori

Sekil 13. pUC19 plasmidinin yapis1 (81)

Restriksiyon kesim yerleri i¢eren ve PCR ile ¢ogaltilmis tcdAgeni amplikonunu,
pUC19 vektorii igerisine klonlamak amaciyla BamHI enzimi ile restriksiyonlar1 yapildi.

Plazmidrestriksiyonun daplazmidin tekrar kapanmamasi igin alkalin fosfataz kullanildi.
Restriksiyon reaksiyonu (20 pl):
Amplikon ig¢in;
10 ul Amplikon
2 ul 10XBamHI buffer

1 ul BamHI enzyme

7 ul dH20
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pUC19 i¢in;

10 pl Amplikon

2 ul 10XBamHI buffer
1 ul BamHI enzyme

1 ul Alkalin fosfataz

7 ul dH20

Hazirlanan restriksiyon reaksiyonlar1 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonras1 5’er pl ile elektroforez yapildi.
3.2.7. Restriksiyon Uriinlerinin Presipitasyonu

Kalan 15 pl kesilen DNA veya plazmide 85 pl distile su eklendi.100 ul Fenol:
Kloroform: Izoamilalkol eklenip karistirilarak 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust
fazlar yeni bir ependorfa alinarak (yaklasik 200 pl) 20 pul 3 M Na Asetat (pH:5, 2)
eklenerek karigtiritldi (DNA ve plazmid bu asamada birlestirildi.). 600 pl %95-100 ethanol
eklenerek karigtirildi. 20 dk. -20°C’de bekletildi. 20-30 dk 14000 rpm’de 4°C’de santrifiij
edildi. Ust siv1 atilarak iizerine 600 pl %70’lik ethanol eklendi ve 14000 rpm’de 5 dk
4°C’de santrifiij edildi. Ustteki siv1 atilarak pellet kuruduktan sonra 17 pl steril distile suda

¢ozildii.
3.2.8. Restriksiyon Uriinlerinin Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu:

17 wl Plazmid-+amplikon karisimi

1 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra gece boyunca buzdolabinda

2 ul 10X T4 DNA Ligase buffer i bekletildi

1 ul T4 DNA Ligase enzyme

Ligasyon sonrasi presipitasyon islemi tekrarlandi.

3.2.9. Elektrokompetan E. coli DH10B Hiicrelerinin Hazirlanmasi

E. coli DH10B ekilmis plaktan bir koloni alinarak 5 ml Tryptic Soy Broth (TSB)
besiyerine inokiile edilerek 37°C’de gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 50 ml TSB
iceren tiipe, 1 ml gecelik kiiltiirden inokiile edildi. 37°C’de yaklasik 3 saat inkiibe edilerek
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OD600’deki absorbans degeri OD 0,6-0,8 oluncaya kadar inkiibe edildi. Sonraki tiim
islemler soguk zincirde siirdiiriildii. Absorbans1 0, 6-0, 8¢ olan 50 ml bakteri kiiltiiriinii
igeren falkon tiip 5000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Ust siv1 uzaklastirilarak
pellete 10 ml soguk steril distile su eklenerek homojenize edildi ve 5 dk buz igerisinde
bekletildi. 4°C’de 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek iist sivi atild1 ve pellet {izerine
tekrar 10 ml steril soguk distile su eklenerek 4°C’de 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Ust sivi uzaklagtirilarak 10 ml soguk %10 gliserol iceren steril distile sudan
eklenerek karistirildi. 4°C’de 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve st siv1 atildi. Tekrar
tizerine 10 ml soguk %10 gliserol igeren steril distile sudan eklenerek karistirildi ve 4°C’de
5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip iist siv1 atildi. Pellet {izerine %10 gliserol iceren steril
distile sudan eklenerek karigtirildi ve 100 pl’lik boliimlere ayrildi.

3.2.10. Ampisilin-Xgal-IPTG Secici Besiyerinin Hazirlanmasi

Tryptic Soy Agar (TSA)’dan 37 gram tartildi ve 1 litre distile suda eritilip
otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 50-60°C’ye kadar sogutuldu. Petriler igerisine 1
ml steril distile su dagitildi. Bu suyun i¢ine 100 pl IPTG (2mM), 50 ul %2’lik Xgal ve 20
pl 100mg/ml’lik ampisilin soliisyonlart eklendi. Bunun iizerine sivi haldeki 19 ml TSA
dokiiliip hafifce karistirildi.

3.2.11. Elektrotransformasyon

10 pl’lik ligant ile100 pl kompetan hiicre pipet yardimiyla karistirildi. 5 dk buz
icerisinde bekletildi. Kompetan hiicre-ligant karisimi kompetan hiicre kiivetine aktarildi.
Elektroporatorde E. coli programi kullanilarak elektrik soku verildi. Soktan hemen sonra 1
ml TSB eklendi ve ependorf tiipii icerisinde 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
Ampisin-Xgal-IPTG igeren besiyerlerinden birine 50 pl, digerine 200 ul olacak sekilde
yayild.

3.2.12. Plaklarn incelenmesi

Ampisin-Xgal-IPTG igeren plaklarda pUC19 iginde yabanci DNA yoksa koloniler
mavi, insert varsa beyaz renk verirler. Plazmidekstraksiyonu i¢in beyaz kolonilerden 15-

20 koloni segilerek 100 pg/ml ampisilin iceren 2 ml TSB tiiplerine ekildi ve 37°C’de
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inkiibe edildi. Tipte gelisen hiicrelerden daha oOnce belirtildigi sekilde plazmid

ekstraksiyonu yapildi. Plazmidlerin elektroforezi yapilarak plazmid ve insert incelendi.
3.2.13. Amplikonun Restriksiyon ile Dogrulanmasi

Gen bankasindaki sekans analizine gore EcoRI enzimi 4 fragman olusturmaktadir.
Toplam 8133 baz uzunlugundaki amplikon {izerindeki kesim yerleri 2028, 6630 ve 6799
nolu bazlardir. Olusan fragmanlar ise 2028, 4602, 1395 vel69 baz ¢ifti uzunlugundadir.
Cogalan amplikon EcoRI enzimiyle kesildiginde Sekil 14’te goriilen ve yukaridaki

uzunluklarla orantili fragmanlar olusmustur.
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4. BULGULAR

4.1. TcdA Geninin Cogaltilmasi

TcdA geninin ¢ogaltilmasi i¢in tcdA geni pozitif olan C. difficile susundan
InstaGene matriks ve kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildi. Spesifik
primerlerle gen ¢ogaltildi. Sekil 13°te goriildiigi gibi Insta Gene yontemiyle toksin genini
iceren fragman elde edilirken kaynatma yontemiyle nonspesifik bir bant elde edildi.

11501 be

5077 bg
2838 be
1159 be

805 bg

Sekil 14. Spesifik primerlerle tcdA geninin ¢ogaltilmasi. Kullanilan 2 DNA
ekstraksiyonundan Insta Gene matrix (1) ile ekstrakte edilen DNA beklenilen biiytikliikte
fragman c¢ogaltilmasini1 saglarken kaynatma yontemi (2) ile ekstrakte edilen DNAile
nonspesifik bir bant elde edildi. 3 numarali kuyucuk negatif kontrol i¢in kullanildi. Marker
Pstl ile kesilmis lambda faj DNA’s1 (Lambda Pstl).

4.2. TcdA genini iceren Amplikonun EcoR| Enzimi ile Kesilerek Dogrulanmasi

Amplikonun dogrulanmasi ECORI enzimi ile kesilerek yapildi. Kesim sonunda
Sekil 15°te goriildiigii gibi beklenen biiyiikliikle fragmanlar olusmustur. Boylece ¢ogalan

fragmanin toksin geni i¢erdigi dogrulandi.
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Sekil 15. PCR ile ¢ogaltilan tcdA geninin EcoRI restriksiyonu (R) ile dogrulanmasi. Kesim

sonrasinda 4 fragman goriilmektedir. Fragmanlarin beklenen boylar1 4602, 2028, 1395 ve
169 baz ciftidir. Marker Lambda Pstl

4.3. PCR ile Cogaltilan tcdA geni amplikonu ve pUC19 plazmidinin BamHI enzimi ile
Restriksiyonu

tcdA amplikonu

pUC19 plazmidi

Sekil 16. Bam HI kesim yeri eklenmis primerlerle ¢ogaltilan tcdAgeninin (1) ve pUC19
plazmidinin (P) kesimden sonra %1°lik jelde elektroforezi. Marker Lambda Pstl.
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4.4. Plaklarin incelenmesi

Sekil 17. Transformasyondan sonra secici besiyerine ekilen transformantlarin 24 saatlik
inkiibasyondan sonraki goriintiisii. Mavi koloniler insert almayan, beyaz koloniler insert

alan plazmid tasiyan bakterileri gosterir.

4.5. Secilen Kolonilerden Ekstrakte Edilen Plazmidlerinelektroforezi

Sekill8. Beyaz koloniler arasindan segilenlerden yapilan plazmid ekstraksiyonu.

Plazmidler arasinda en biiyiik inserti 9 numarali koloninin plazmidinin tasidig

gortliiyor.Marker Lambda Pstl.
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4.6. En Biiyiik Plazmid Olan 9 Nolu plazmiddeki Insertin Goriintiilenmesi

Beklenen plazmid boyuna en uygun oldugu diisiiniilen 9 nolu plazmid alindi1 ve
BamHI enzimi ile kesildi. Kesimden sonra olusan 2 fragmandan kii¢iik olan1 2,8kb, biiyiik

olani ise yaklasik 8kb civarinda olup beklenen fragman boyutlariyla uyumludur.

tcdA amplikonu

pUC19 plazmidi

M M

Sekil 19. Transformantlardan 9 numarali olanin BamHI enzimi ile kesildikten sonra %1°lik
jeldeki elektroforez sonrasi goriintiimii. Kesimden sonra olusan 2 fragmanin biyiik olani
yaklasik 8 kb‘lik tcdA fragmani, digeri ise yaklasik 2, 7kb olan ise pUC19’dur. Marker
Lambda Pstl.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada C. difficile’nin tcdA geninin klonlanmasi amaglanmustir. C. difficile,
nozokomiyal bir ajan olmasi ve uygun olmayan antibiyotik kullanimlarinin sik goériilmesi
nedeniyle her yil milyonlarca insanin enfekte olmasina yol agmaktadir (67). Hastanede
yatan hastalar arasinda kolonizasyon orani bir-iki haftalik yatis siiresinde %13 iken, dort
haftadan fazla yatis siiresinde %50’ye kadar ¢ikmaktadir (47). Son dénemlerde C. difficile
enfeksiyonlarinin morbidite ve mlortalitesinde {iilkelere ve merkezlere gore degisiklik
gostermekle beraber belirgin bir artis gozlenmektedir. Bu artista, mikroorganizmanin
virulans! ve uygulanan antibiyotik politikas1 dnemli rol oynamaktadir. Ozellikle 2000°li
yillarin ilk yarisinda, diinyanin cesitli ilkelerinden virulanst yiiksek C. difficile
027/NAP1/BI kokenine bagli 6liim orani yiiksek salgimlar bildirilmistir (61). ABD’de
ribotip 027 disinda ribotip 106 ile olusan C. difficile enfeksiyon ve salginlari artan oranda

bildirilmeye baslamistir (49).

Dogru, giivenilir ve hizli tam Ozellikle hastane kaynakli C. difficile
enfeksiyon’larinin kontrol altina alinmasi ve hasta takibi agisindan 6nemlidir (82). Lateks
agliitinasyon testi, basit ve hizli bir test olmasina ragmen duyarlilik ve 6zgiilliigliniin diisiik
olmas1 nedeniyle tercih edilen bir yontem degildir (1, 3). Cogu laboratuvar, duyarlilig
diisiik olmasina ragmen hiicre kiiltiirii sitotoksite testi yerine glutamat dehidrogenaz (GDH)
ve toksinleri tespit eden, hizli ve kolay yapilan enzim temelli immiinolojik yontemleri
tercih etmektedir (82). Son donemlerde yiiksek duyarliliga sahip molekiiler testler,
sitotoksin testi ile karsilastirildiginda hizli olma avantaji nedeniyle yaygin kabul
gormektedirler. Ayrica otomatize olanlar1 ile ¢ok kisa siirede (yaklagik 1-2 saat) sonug
alimmaktadir (83).

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarinin yapay olarak
gerceklestirilmesi esasina dayanan ve istenilen gen veya iriiniiniin ¢ogaltilmasint miimkiin
kilan bir yontemdir (84). Rekombinant DNA teknolojisinin ilk adimi 1972 yilina
dayanmaktadir. Hemophilus influenzae’dan restriksiyon endoniikleaz enzimi ayristirilmis
ve enzim SV40’in DNA’sim1 kesmek i¢in kullanilmistir (85). 1973 yilinda DNA
klonlamasi yapilarak rekombinant DNA olusturulmustur. 1978 yilinda Genentech sirketi
tarafindan human insiilin iretimi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir (86). Gen
klonlamasi ¢aligmalari; gen izolasyonu, gen bankalarinin olusturulmasi, genlerin giivenlik

altina alinarak onlarin yap1 ve fonksiyonlar1 {izerinde arastirmalar yapilmasi, Klonlanan
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genlerin tizerinde mutasyonlar yapilarak fonksiyonel bolgelerin belirlenmesi, DNA dizi
analizlerinin kolaylastirilmasi, DNA asilarinin olusturulmasi ve rekombinant proteinlerin

aciklatilmasi gibi amaglarla yapilmaktadir (87).

Rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen toksik olmayan bu proteinler,
Immunoassay kitlerin kontrol ve kalibrasyonlar1 i¢in dogal toksinlerin yerine ve spesifik
monoklonal antikorlar elde etmek igin kullanilabilir. Yapilan bir ¢alismada C. difficile tcdA
ve tcdB karboksi terminal bolgeleri E. coli ekspresyon sistemi kullanilarak tiretilmis ve

kolaylikla saflastirilmistir (88).

C. difficile tcdA geninin ti¢ parga halinde olusturuldugu bir ¢aligmada ise her bir
parca ardisik olarak komplet gene baglanmis ve pWH1520 vektoriine klonlanmistir. Gen
ekspresyonu icin Bacillus megaterium sistemi kullanilmistir (yaklagik 300 kDa’luk
protein). Toksin A, tiroglobiilin afinite kromatografisi gibi Ni*? tarafindan saflastirilmistir.
Rekombinant toksin A’nin sitotoksitesi ve hiicre disinda glikozil transferaz aktivitesi

gosterilmistir (89).

C. difficile ile ilgili as1 ¢calismalari ise devam etmektedir. C. difficile tcdA geninin
C-terminal reseptor baglayan bolgesinin (A-rRBP) yedi potansiyel oligosakkarit baglanma
bolgesi icerdigi tahmin edilmektedir. C. difficile iligkili hastaliga kars1 as1 adaylarinin tcdA
geninin C-terminal reseptor baglayan bolgesi veya ii¢ pargasini arastirmak igin fare
immiinite ¢alismasi yapilmistir (90).C. difficile tcdA geninin C-terminal reseptor baglayan
bolgesinin (A-rRBP) vero hiicre sitotoksisitesi deneyinde toksin A’y1 nétralize eden
antikor yanitinin meydana geldigi gosterilmistir. Fakat hamster’larda C. difficile
sporlarmin letal dozuna kars1 etkili koruyuculuk tespit edilmemistir. Yapilan ¢alismanin
sonucunda B-rRBD ile formiile edilmis A-rRBP lipid formunun klinik dncesi ¢alismalar ve

gelecekte yapilacak klinik arastirmalara miikemmel bir as1 aday olabilecegini gostermistir
(92).

Bu ¢alismada tcdA pozitif C. difficile’den DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
tcdA gen bolgesi ¢ogaltilmis ve daha sonra pUC19 plazmidine aktarilmistir. pUC19
plazmidinin elektroporasyonu E. coli DH10B kompetan hiicrelerine yapilmis ve C. difficile

tcdA geni, rekombinant toksin sentezi ve ileri ¢alismalar i¢in klonlanmuistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada C. difficile tcdA geni, rekombinant toksin sentezi igin
klonlanmistir. Toksin A’nin rekombinant teknoloji ile sentezlenmesi ve saflastirilmasi daha
ileri calismalar icin kolaylik saglayacaktir. Toksinin saflagtirilmasiyla poliklonal ve
monoklonal antikorlarin eldesi, serum antikor diizeylerinin saptanmasi, enzim aktivitesi

tizerine in Vitro ve in vivo ¢aligsmalar yapilabilmesi miimkiin olacaktir.
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OZET

Son 20 yilda gerek hastane, gerekse toplum kaynakli Clostridium difficile
enfeksiyon insidans ve mortalitesinde belirgin bir artis goriilmektedir. Hastaligin
patogenezinden toksin A (enterotoksin) ve toksin B (sitotoksin) sorumludur. Ayrica son
yillarda hastane salginlarina neden olan binary toksin tanimlanmistir. Bu ¢aligmada C.
difficile toksin A geninin Kklonlanmasi1 ile toksin A elde edilerek tani testlerinde

kullanilabilecek antijen elde edilmesi amaglanmustir.

Calismamizda, Tirkiye Halk Sagligi Kurumu (Ankara)’ndan temin edilen tcdA
pozitif C. difficile 06012 susu kullanilmistir. Gen bankasindan NCBI Reference Sequence:
NC-009089.1 nolu tcdA sekansi baz alinarak spesifik primerler dizayn edilmis ve primerler
sonlarma BamHI restriksiyon enzim yeri eklenerek modifiye edilmistir. C. difficile
susundan DNA saflastirilmis ve PCR yoluyla ExTaq polimeraz enzimi yardimiyla tcdA
genini iceren DNA fragmanigogaltilmistir. Amplikon ve pUC19 plazmidi Bam HI enzimi
ile kesilmis ve ligasyondan sonra E. coli DHI10B susuna elektroporasyon
yoluylaaktarilmistir. Rekombinant plazmidler incelenmis ve tcdA geni igeren plazmid

secilerek ileri arastirmalar i¢in stoklanmustir.

Bu galismada C. difficile tcdA geni rekombinant toksin sentezi i¢in klonlanmustir.
Toksin A’nin rekombinant teknoloji ile sentezlenmesi ve saflastirilmasi daha ileri
caligsmalar i¢in kolaylik saglayacaktir. Toksinin saflastirilmastyla poliklonal ve monoklonal
antikorlarin eldesi, serum antikor diizeylerinin saptanmasi, enzim aktivitesi iizerine in

vitro ve in vivo ¢aligsmalar yapilabilmesi miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium difficile, tcdA, klonlama
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ABSTRACT

In the past twenty years, there has been a significant increase in incidence and
mortality of both hospital acquired and community acquired Clostridium difficile. Toxin A
(enterotoxin) and toxin B (cytotoxin) are responsible for the pathogenesis of the disease.
Moreover, binary toxin, the cause of hospital outbreaks, has recently been identified. The
current study aimed to produce the antigen that can be used in diagnostic tests by cloning

C. difficile toxin A gene.

In our study, tcdA positive strain, C. difficile 06012 obtained from Turkey Public
Health Association (Ankara) was used. Specific primers were designed according to the
reference sequence in Genbank NC-009089.1 and modified by adding Bam HI restriction
site to the end. DNA was isolated from C. difficile strain and by using Extaq polymerase
enzyme, DNA fragment including tcdA gene was amplified. Amplicon and pUC19 plasmid
were digested with BamHI and ligated, than it was used to transform E. coli DH10B strain
by electroporation. Recombinant plasmids were studied and the plasmid that contained

tcdA gene was chosen and stored for further studies.

In this study, C. difficile tcdA gene was cloned for the synthesis of recombinant
toxin. The synthesis and purification of toxin A by recombinant technology will be helpful
for further studies. Using purified toxin production of polyclonal and monoclonal
antibodies and, determining serum antibody levels, conducting studies on in vitro and in

vivo enzyme activity will be possible.

Key words: Clostridium difficile, tcdA, cloning
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