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SAĞLIKLI VE ĠSHALLĠ KEDĠ VE KÖPEKLERDEN 

CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE ĠZOLASYONU, ELDE EDĠLEN 

ĠZOLATLARIN ANTĠBAKTERĠYEL DUYARLILIKLARI VE 

GENOMĠK KARAKTERĠZASYONLARI 

Doğancan YARIM 

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

 Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dalı  

Doktora Tezi, ġubat 2025  

DanıĢman: Prof. Dr. Seçil ABAY 

ÖZET 

Bu çalıĢmada, sağlıklı ve ishalli kedi ve köpeklerden Clostridioides difficile 

izolasyonu, identifikasyonu, elde edilen izolatların antibakteriyel duyarlılık 

profillerinin belirlenmesi ve genomik karakterizasyonları amaçlandı. Bu amaçla 100 

kedi ve 100 köpekten (50‘Ģer adet sağlıklı, 50‘Ģer adet ishalli) alınan toplam 200 

rektal svap örneği materyal olarak kullanıldı. Rektal svap örneklerinden C. difficile 

izolasyonunda kültür yöntemi, elde edilen izolatların identifikasyonunda moleküler 

yöntem (PCR-Polymerase Chain Reaction) ve antibakteriyel duyarlılıklarının 

belirlenmesinde ise gradiyent diffüzyon yöntemi (E-test) kullanıldı. Elde edilen 

izolatların tüm genom dizi (WGS) analizleri yeni nesil dizileme platformlarından 

Oxford-Nanopore PromethION sisteminde uzun okumalar Ģeklinde gerçekleĢtirildi. 

Biyoinformatik analizler ile izolatların; genomlarında bulunan antibiyotik direnç 

genleri, toksin genleri ve diğer antijenik yapılarını kodlayan genler incelendi. Ayrıca 

izolatların Multi Locus Sequence Typing (MLST) sekans tipleri (ST) belirlendi ve 

açık veri tabanlarında bulunan farklı coğrafi bölgelerden elde edilen insan ve hayvan 

orijinli C. difficile izolatları ile genetik yakınlıklarının saptanması için filogenetik 

analizler gerçekleĢtirildi. Ġncelenen 200 adet rektal svap örneğinin 12 (%6)‘si köpek 

ve yedisi (%3.5) kedi orijinli olmak üzere 19 (%9.5)‘u fenotipik testler ve PCR ile C. 

difficile yönünden pozitif bulundu. WGS analizi sonucunda 19 C. difficile izolatının 

18‘i C. difficile olarak doğrulanırken biri C. innocuum olarak tanımlandı. ÇalıĢma 
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kapsamında elde edilen izolatlar sırasıyla ampisilin, klindamisin, meropenem ve 

metranidazole % 27.7 (5/18), % 33.3 (6/18), % 27.7 (5/18) ve % 11.1 (2/18) oranında 

dirençli saptanırken, izolatların tamamının (%100) vankomisine duyarlı olduğu tespit 

edildi. Ġzolatlarda en sık görülen (15/18, %83.3) direnç geninin metronidazol direnci 

ile iliĢkili nimB olduğu ortaya konuldu. Kedi ve köpek izolatlarında adherans 

(Cwp66 ve Cwp88) ve SlpA genleri sırasıyla %91.6 (11/12) ve %77.8 (14/18) 

oranında belirlenirken, izolatların %45'inin toksijenik olduğu tespit edildi. Ayrıca 

izolatların %22.2 (4/18), %11.1(2/18), %11.1(2/18), %38.8 (7/18), %5.5 (1/18) ve 

%11.1(2/18) oranında sırası ile ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve ST185‘den oluĢan 

toplam 6 MLST‘ne ait olduğu belirlendi. 

ÇalıĢmada elde edilen izolatlarda çeĢitli toksin, virülens, antibiyotik direnç genlerinin 

belirlenmesi ve insanlarda daha önce C. difficile kaynaklı salgınlarda bildirilen 

sekans tiplerine benzer genotiplerin elde edilmiĢ olması, pet hayvanlarının bu bakteri 

açısından bir rezervuar olabileceğini ve dolayısı ile halk sağlığı için problem arz 

edebileceğini düĢündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Clostridioides difficile; Filogenetik analiz; Kedi; Köpek; Tüm 

Genom Dizileme 
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ISOLATION OF CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE FROM 

HEALTHY AND DIARRHEIC CATS AND DOGS, 

ANTIBACTERIAL SUSCEPTIBILITIES AND GENOMIC 

CHARACTERIZATIONS OF THE ISOLATES OBTAINED 

Doğancan YARIM 

Erciyes University, Institute of Health Sciences 

Department of Veterinary Microbiology 

Doctoral Thesis, February 2025 

Supervisor: Prof. Dr. Seçil ABAY 

ABSTRACT 

This study aimed to isolate and identify Clostridioides difficile from healthy and 

diarrheal cats and dogs and determine the antibacterial susceptibility profiles and 

genomic characterization of the isolates obtained. For this purpose, a total of 200 

rectal swab samples taken from 100 cats and 100 dogs (50 healthy, 50 diarrheal) 

were used as material. The culture method was used in the isolation of C. difficile 

from rectal swap samples, the molecular method (PCR-Polymerase Chain Reaction) 

was used in the identification of the isolates obtained, and the gradient diffusion 

method (E-test) was used in the determination of their antibacterial susceptibilities. 

Whole genome sequence (WGS) analyses of the obtained isolates were performed as 

long reads on the Oxford-Nanopore PromethION system, one of the next-generation 

sequencing platforms. Bioinformatic analyses were used to examine antibiotic 

resistance genes, toxin genes, and genes encoding other antigenic structures in the 

genomes of the isolates. In addition, Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

sequence types (ST) of the isolates were determined, and phylogenetic analyses were 

performed to determine their genetic similarities with C. difficile isolates of human 

and animal origin obtained from different geographical regions in open databases. Of 

the 200 rectal swab samples examined, 19 (9.5%) samples, including 12 (6%) of 

dogs and 7 (3.5%) of cat origin, were found positive for C. difficile by phenotypic 

tests and PCR. As a result of WGS analysis, 18 of the 19 C. difficile isolates were 

confirmed as C. difficile, while one was identified as C. innocuum. The isolates 

obtained within the scope of the study were found to be resistant to ampicillin, 
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clindamycin, meropenem, and metronidazole at a rate of 27.7% (5/18), 33.3% (6/18), 

27.7% (5/18) and 11.1% (2/18), respectively, while all isolates (100%) were found to 

be susceptible to vancomycin. The most common resistance gene in the isolates was 

nimB (15/18, 83.3%) associated with metronidazole resistance. While adherence 

(Cwp66 and Cwp88) and SlpA genes were determined at a rate of 91.6% (11/12) and 

77.8% (14/18), respectively, in cat and dog isolates, 45% of the isolates were found 

to be toxigenic. In addition, it was determined that 22.2% (4/18), 11.1% (2/18), 

11.1% (2/18), 38.8% (7/18), 5.5% (1/18) and 11.1% (2/18) of the isolates belonged 

to a total of 6 MLSTs consisting of ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 and ST185, 

respectively. The identification of various toxin, virulence, and antibiotic resistance 

genes in the isolates obtained in the study and the fact that genotypes similar to 

sequence types reported in previous outbreaks caused by C. difficile in humans were 

obtained suggest that pets may be a reservoir for this bacteria and therefore may pose 

a problem for public health. 

Keywords: Clostridioides difficile; Phylogenetic analysis; Cat; Dog; Whole Genome 

Sequencing 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Clostridioides difficile (C. difficile), hem insan ve hayvanların bağırsak 

mikrobiyomunda kommensal olarak hem de çevresel etken Ģeklinde doğada yaygın 

olarak bulunan anaerobik, Gram pozitif, spor oluĢturan, genellikle hareketli, peritrik 

flagellaya sahip, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 µm boyutunda bir basildir (Czepiel ve ark., 

2019). Bakterinin vejetatif formu zorunlu anaerobik olması nedeniyle oksijene karĢı 

duyarlıyken spor formu kurumaya, ısıya, birçok dezenfektana ve fiziksel ajanlara 

karĢı oldukça dayanıklıdır (Paredes-Sabja ve ark., 2014) ve kolonda vejetatif halde, 

kolon dıĢındaki dokularda ise spor formunda bulunmaktadır (Adams ve ark., 2013). 

Bakterinin spor formu; hastane ortamı, personel kıyafetleri ve ekipmanlarında (Rose 

ve ark., 2023), toprak (Lim ve ark., 2020), sel gibi doğal afetler (Lin ve ark., 2015), 

deniz suları ve deniz tortuları (Perumalsamy ve ark., 2019) ve diğer çevresel 

ortamlarda (Beinortas ve ark., 2018; Rodriguez ve ark., 2016; Stull ve ark., 2013); 

tek (Hain-Saunders ve ark., 2023) ve çift tırnaklılar (Bolton ve ark., 2023), köpek, 

kedi ve kanatlılar gibi birçok hayvanın intestinal sistemi ve gaitasında (Mitchell ve 

ark., 2022; Rahimi ve ark., 2015; Esfandiari ve ark., 2014); ayrıca hayvansal 

gıdalarda (Bingöl ve ark., 2020; Atasoy ve Gücükoğlu, 2017; Guran ve Ġlhak, 2015), 

insan ile hayvanların piyojenik enfeksiyonlarında (Mengoli ve ark., 2020) tespit 

edilmektedir. Bununla birlikte, sporların fiziksel etkenlere (çeĢitli dezenfektanlar ve 

ısı) karĢı dayanıklı olması, potejenle mücadeleyi zorlaĢtırmakta ve halk sağlığı için 

ciddi bir tehdit oluĢturmaktadır (Buddle ve ark., 2023; Paredes ve ark., 2014; Sabja 

ve ark., 2014).  
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Clostridioides difficile enfeksiyonlarının patogenezinde, yaygın ve hatalı antibiyotik 

(Albuquerque ve ark., 2021) ve proton pompası inhibitörlerinin (Inghammar ve ark., 

2021) kullanımı temel hazırlayıcı faktörler arasında yer almakta, bağırsak 

mikrobiyotasını bozarak patojenin aĢırı çoğalmasına ve toksin üretimine zemin 

hazırlamaktadır. Ayrıca, hijyen ve enfeksiyon kontrol önlemlerindeki yetersizlikler, 

sporların yayılımına katkıda bulunurken, gastrointestinal cerrahi ve invaziv 

müdahalelerin de hastane kaynaklı C. difficile enfeksiyonlarına yol açtığı 

bilinmektedir (Rose ve ark., 2023). Etken kedi ve köpeklerde ise pseudomembranöz 

kolit ve inatçı ishal gibi klinik semptomlarla kendini göstermektedir. Ġnsanlarda 

salgınlardan izole edilen sekans tiplerinin kedi ve köpeklerden (Redding ve ark., 

2022; Wei ve ark., 2019; Andrés-Lasheras ve ark., 2018; Rabold ve ark., 2018; 

Alvarez-Perez ve ark., 2017; Orden ve ark., 2017; Loo ve ark., 2016) ve perakende 

gıda ürünlerinden (Weese ve ark., 2020; Rabold ve ark., 2018; McCollum ve ark., 

2012) de izole edilmiĢ olması ise etkenin zoonotik karakterde olduğu konusunda 

Ģüphe uyandırmaktadır. Bu durum hastane kaynaklı olduğu bilinen CDE‘nin toplum 

kaynaklı bir enfeksiyona evrildiğini düĢündürmektedir.  

Kedi ve köpeklerden izole edilen C. difficile suĢlarının WGS analizi ile antijenik ve 

genetik yapılarının kapsamlı bir Ģekilde karakterize edilmesi, farklı konak türleri ile 

coğrafi bölgeler arasındaki antijenik varyasyonlarını ortaya koyarak küresel yayılım 

dinamiklerinin detaylı izlenmesine olanak tanımaktadır (Wen ve ark., 2022). Bu 

yaklaĢımla elde edilen moleküler veriler, enfeksiyon kontrol stratejilerinin 

geliĢtirilmesine yönelik bilimsel bir temel oluĢtururken, patojenin moleküler 

epidemiyolojisinin daha kapsamlı anlaĢılmasını sağlamaktadır (Janezic ve ark., 

2019). Mevcut literatür incelendiğinde, Türkiye‘de kedi ve köpeklerden izole edilen 

C. difficile suĢlarının antijenik ve moleküler karakterizasyonuna yönelik son 25 yıl 

içerisinde herhangi bir çalıĢmanın gerçekleĢtirilmediği görülmekte, insan orijinli 

izolatlar üzerinde yapılan çalıĢmalarda ise patojenin antijenik ve moleküler düzeyde 

detaylı karakterizasyonu alanındaki eksiklik dikkat çekmektedir. Uluslararası 

düzeyde ise, ‗‘NCBI GenBank‘‘ veri tabanında kedi kaynaklı C. difficile izolatlarına 

ait WGS verisinin bulunmadığı görülmekte, bu durum önemli bir bilgi boĢluğunu 

iĢaret etmektedir. Bu eksiklikler hem insan hem de evcil hayvan kaynaklı C. difficile 

izolatlarının epidemiyolojik ve genetik profilinin aydınlatılması açısından kritik bir 
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gerekliliği ortaya koymaktadır. Bu doğrultuda, insanlarla aynı yaĢam ortamını 

paylaĢan kedi ve köpeklerden elde edilen C. difficile izolatlarının; prevalansının 

araĢtırılması, antijenik ve moleküler özelliklerinin detaylı bir Ģekilde karakterize 

edilmesi ve antimikrobiyal duyarlılık profillerinin belirlenmesinin halk sağlığı 

açısından kritik bir öneme sahip olduğu düĢünülmektedir. Tez çalıĢması kapsamında; 

sağlıklı ve ishalli kedi ile köpeklerden izole edilen C. difficile suĢlarının WGS 

analizlerinin gerçekleĢtirilmesi, patojenin tüm genom düzeyinde moleküler ve 

antijenik karakterizasyonu ve aynı zamanda fenotipik ve moleküler olarak antibiyotik 

duyarlılık profillerinin kapsamlı bir Ģekilde değerlendirilmesi amaçlanmaktadır.
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Clostridioides difficile‟nin Tarihçesi 

Clostridioides difficile enfeksiyonu‘nun (CDE) tarihçesi, bakterinin ilk 

izolasyonundan öncesine dayanmaktadır. 1892 yılında Amerika‘da bulunan Johns 

Hopkins Hastanesi'nde 22 yaĢında bir kadın skatrize ülser nedeniyle tümör 

rezeksiyonu geçirmiĢ ve ameliyattan 10 gün sonra hafif ishal tablosu geliĢmiĢtir. 

Ġshal tablosu gittikçe ilerlemiĢ ve hasta 5 gün sonra vefat etmiĢtir. Otopsi kayıtlarında 

ince bağırsakta "difteritik kolit" görüldüğü belirtilmiĢtir. Bu olay antibiyotik öncesi 

dönemde meydana gelmiĢ olsa da hastaya ameliyattan önce lokal antiseptik olarak 

borik asit mide irrigasyonu uygulandığı kaydedilmiĢtir (Finney, 1893). CDE, 

1928‘de penisilinin keĢfiyle (Fleming, 1929) ortaya çıkan ‗‗antibiyotik dönemi‘‘nin 

ilk yan etkilerindendir (Gaynes, 2017). Bu dönem yoğun antibiyotik kullanımına 

bağlı pseudomembranöz kolit (PMK) vakalarında artıĢ görülmüĢ, ancak hastalığın 

etiyolojisi ortaya koyulamamıĢtır (Hamre ve ark., 1943). Ġlerleyen yıllarda hastalık 

tablosunun Staphylococcus aureus kaynaklı olduğu düĢünülse de etkenin etiyolojisi 

hakkında çalıĢmalar sürmüĢtür (Antibiotics, 1953; Green ve ark., 1974). 

1935 yılında Hall ve O'Toole, sağlıklı yeni doğan bebeklerin bağırsak kanalından 

izole edilen, zor üreyen, zorunlu anaerobik, Gram-pozitif, spor oluĢturan, sitotoksin 

üreten bir çomak olan Bacillus difficilis'i ilk kez tanımlamıĢlardır (Hall ve O'Toole, 

1935). Bunun üzerine uzun yıllar boyunca C. difficile PMK ile iliĢkilendirilememiĢ 

ve bebeklerin bağırsak mikrobiyomunun bir parçası olarak görülmüĢtür. O yıllarda 

bebeklerin bağırsak mikrobiyomunun bir parçası olması dıĢında organizma hakkında 

çok az Ģey bilinmekteydi (Snyder ve ark., 1940). Sonraki yıllarda yapılan 

çalıĢmalarda etken topraktan (Kim ve ark., 1960), kanatlı ve memeli hayvanların 

bağırsak mikrobiyotasından (McBee ve ark., 1981, Hafiz ve ark., 1976) da izole 

edilmiĢtir. 
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Antibiyotik kullanımına bağlı kolit tablosundan sorumlu organizmayı keĢfetmeye 

yönelik araĢtırmalar 1970'li yıllarda artıĢ göstermiĢtir. Tedesco ve ark. 1974 yılında 

geniĢ spektrumlu antibiyotik kullanımını PMK ile iliĢkilendirmiĢler, ancak etkeni 

izole edememiĢlerdir. George ve ark. 1978‘de yapmıĢ oldukları çalıĢmada, C. 

difficile‘nin insan ve hayvanlarda PMK‘den sorumlu etken olduğunu ortaya 

koymuĢlardır (George ve ark., 1978). Keighley ve ark. 1978'in sonlarında, 

vankomisin‘in toksjenik C. difficile'yi kolondan elimine ettiğini ve PMK‘lı hastalarda 

hızlı klinik iyileĢme ile iliĢkili olduğunu ortaya koymuĢlardır (Keighley ve ark. 

1978). Sonraki yıl yapılan bir çalıĢmada PMK ‗lı hastaların dıĢkılarında Clostridium 

sordelii toksin antiserumları tarafından nötralize edilebilen bir toksin tespit edilmiĢ 

ve etken vankomisine yanıt verdiği için enfeksiyonun bakteriyel olduğu 

düĢünülmüĢtür (Wiley ve Berlett, 1979). Ancak hastalarda C. sordelli izole 

edilemediğinden, antibiyotikle iliĢkili PMK tablosunda primer etkenin C. difficile 

olduğunu, toksin ürettiğini ve halk sağlığı için ciddi bir tehdit oluĢturabileceğini 

ortaya koymuĢlardır (ġekil 2.1). 

 

ġekil 2.1. C. difficile‘nin tarihçesi 
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Etkenin ismi uzun süre Clostridium difficile olarak kaldıktan sonra Yutin ve 

Galperin, 2013 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada C. difficile‘nin yeni isminin 

"Peptoclostridium difficile" olarak değiĢtirilmesini önermiĢlerdir. Ancak bu durum 

Lawson ve ark.‘nın 2016 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmada eleĢtirilmiĢtir. Bu 

eleĢtirinin sebebi ise bakteri adına literatürde ve halk sağlığı kuruluĢlarında çok fazla 

kısaltma bulunması ve bakterinin cins isminin baĢ harfinde meydana gelecek 

değiĢimin çok fazla karıĢıklığa neden olacağının düĢünülmesidir. Lawson ve ark. 

(2016) yaptıkları çalıĢma sonucu ‗‘Clostridioides‘‘ adını vermiĢ oldukları yeni bir 

cins tanımlamıĢ ve Clostridioides difficile ile bu bakteriye yakın bir tür olan 

Clostridioides mangenotii'yi bu cinse dahil etmiĢlerdir. Bu yeni cinsin adının sonuna 

sadece "-oides" eklemiĢlerdir. Tür adı ise üreme Ģartlarından kaynaklı ‗‘zor‘‘ 

anlamına gelen ‗‘difficile‘‘ olarak bırakılmıĢtır (Lawson ve ark., 2016; Oren ve 

Rupnik, 2018). Günümüzde Clostridioides cinsine bağlı geçerli olarak yayınlanan tek 

tür ‗‘ Clostridioides difficile’’dir, Clostridioides perfiringens geçerli olarak kabul 

edilmemiĢ, C. mangenotii ise ‗’Metaclostridioides’’ isimli yeni bir cins oluĢturularak 

o cinse dâhil edilmiĢtir (Parte ve ark., 2020; Bello ve ark., 2024). 

O zamandan beri, hastanelerde C. difficile enfeksiyonunu belgeleyen raporların sayısı 

artmıĢ ve etken, 90'lı yılların patojeni haline gelmiĢtir (Riley ve ark. 1998). 2000'li 

yılların baĢında, Avrupa ve Kuzey Amerika'da CDE insidansında, Ģiddetinde ve ölüm 

oranında, hipervirülent suĢ olan RT027'nin ortaya çıkmasıyla iliĢkili bir artıĢ 

bildirilmiĢtir (Kuijper ve ark. 2008). Enfeksiyöz hastalıkların tedavisinde yaygın ve 

gereksiz antibiyotik kullanımı ile C. difficile enfeksiyonu, dünya çapında 

hastanelerde ve diğer sağlık kuruluĢlarında endemik hale gelmiĢtir (Mitchell ve ark., 

2022; Rose ve ark., 2022; Lim ve ark., 2020; Curcio ve ark., 2019; Rodriguez ve 

ark., 2014; Hensgens ve ark., 2012; Barbut ve ark., 2009). Son yıllarda yapılan 

çalıĢmalar; Kanada (Xia ve ark., 2019), Asya (Borren ve ark., 2017), Amerika ve 

Avrupa‘da (CDC Reports., 2020) enfeksiyonun prevalansının hızla arttığını ortaya 

koymaktadır. 

2.2. C. difficile’nin Taksonomisi 

C. difficile, sporlu, hareketli, peritrik flagelları olan, kapsülsüz, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 μm 

boyutlarında Gram pozitif bir bakteridir (Lawson ve ark., 2016). Bu tür, ‗’Bacteria’’ 

âleminde yer alır. Türler, Firmicutes Ģubesine, Clostridia sınıfına, Clostridiales 
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takımına ve Peptostreptococcaceae familyasına dâhil edilirler (Tablo 2.1.). 16S 

rRNA gen dizilimine göre türler, Peptostreptococcaceae ailesinde, Clostridia'nın XI 

numaralı kümesinde yer almaktadır (Lawson ve ark., 2016; Collins ve ark. 1994; 

ġekil 2.2). Clostridioides türleri, karbonhidratları fermentasyon yoluyla metabolize 

eder. Fermentasyon sonucunda baĢlıca asetik asit, laktik asit, bütirik asit gibi organik 

asitler oluĢur. Bu türler, proteolitik enzimlere sahiptir ve amino asitlerin de 

fermentasyonunu gerçekleĢtirirler. Ayrıca, glukozu fermente ederek gaz (hidrojen ve 

karbondioksit) üretirler. Guanin+Sitozin (G+C) oranı genellikle %21 ile %30 

arasında değiĢmektedir ve bu oran, Clostridium türleriyle uyumludur. Bello ve ark. 

2024‘te Peptostreptococcaceae ailesini ve bu ailenin ana cinslerini, filogenetik 

analizler ve takson-spesifik moleküler belirteçlere dayanarak yeniden sınıflandırmayı 

amaçlamadığı çalıĢmada, Clostridioides mangenotii'nin, ‗‘Metaclostridioides’’ 

olarak yeni bir cinse aktarıldığını bildirmiĢlerdir (Parte ve ark., 2020; Bello ve ark., 

2024). 

Tablo 2.1. C. difficile‘nin taksonomisi 

Bilimsel sınıflandırma 

Alem Bacteria 

ġube Firmicutes 

Sınıf Clostridia 

Takım Clostridiales 

Aile Peptostreptococcaceae 

Cins Clostridioides 

Tür Clostridioides (C.) difficile 
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ġekil 2.2. Peptostreptococcaceae familyasına ait üyelerin filogenetik pozisyonlarını 

gösteren, 16S rRNA gen dizisi verilerine dayalı filogenetik ağaç (Lawson ve ark., 2016). 
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2.3. C. difficile’nin Kültür Özellikleri 

Bakterinin üreyebilmesi için oksijensiz (anaerobik) bir ortam gereklidir ve bakteri, 

%10 CO2 (karbondioksit), %10 hidrojen ve %80 nitrojene ihtiyaç duyar. C. difficile, 

25-45°C arasında da büyüyebilmesine rağmen, optimal büyümeyi 30-37°C ve 7-7.2 

pH aralığında gösterir (Mitchell ve ark., 2022). Etkenin izolasyonu için kan, yumurta 

sarısı, serum, K1 vitamini ve hemin ile zenginleĢtirilmiĢ besiyerleri kullanılır. 

%0.2‘lik Kreozol, lizozim veya sodyum taurokolat üremesi istenmeyen Gram pozitif 

ve gram negatif bakterilerin geliĢimini engelleyerek C. difficile'nin seçici 

izolasyonuna olanak tanır. Sikloserin, norfloksasin sefoksitin, moksalaktam C. 

difficile'nin besiyerinde baskın hale gelmesini sağlayan antimikrobiyal ajanlardır 

(Shivaperumal ve ark., 2022). Fruktoz, C. difficile tarafından fermente edilebilen bir 

karbon kaynağı olarak besiyerine eklenir (Wren, 2010). Bu fermentasyon süreci, asit 

üretimi ile sonuçlanır ve besiyerinde pH değiĢikliklerine neden olur. Fruktoz, 

özellikle fenol kırmızısı gibi bir pH indikatörü ile birlikte kullanıldığında fruktozun 

fermentasyonu sonucu oluĢan asit, fenol kırmızısının rengini sarıya çevirerek C. 

difficile kolonilerinin sarı renkte görünmesini sağlar (Wren, 2010).  

C. difficile‘nin izolasyonu ve identifikasyonu için en yaygın kullanılan besiyerleri; 

Cycloserine-Cefoksitin Fructose Agar (CCFA), Brazier‘s Anaerobic Agar (BRA), 

Clostridioides difficile Moksalactam Norfloksacin Agar (CDMN) ‗dır (AlataĢ ve 

ark., 2018). BRA‘da bulunan sikloserin, sefoksitin ve amfoterisin B besiyerine 

selektivite kazandıran antimikrobiyal ve antifungal ajanlardır. Bu besiyerinde, C. 

difficile kolonileri genellikle gri-beyaz renkte olup, düzensiz kenarlara sahiptir ve 

karakteristik bir koku yayarlar. C. difficile, p-hidroksifenilasetik asiti (trirozini), p-

kresole fermente edebildiğinden dolayı sıklıkla ―at ve fil gübresi‘ ‘veya ―ahır 

kokusunu andıran kendine has bir kokuya sahiptir (Curry, 2017, Hafiz ve Oakley, 

1976). CDMN ise, C. difficile‘nin izolasyonunda en sık kullanılan besiyerlerinden 

biridir. Moksalaktam ve norfloksasin gibi antibiyotikler içeren bu besiyerinde C. 

difficile kolonileri sarı renkte-gri renkte ve Ģekilsiz kenarlara sahip düzensiz koloniler 

oluĢturur (Lister ve ark., 2014). CCFA, içerdiği sikloserin ve sefoksitin aynı Ģekilde 

selektif olup C. difficile kolonileri bu besiyerinde gri koloniler oluĢturur. At kanlı 

CDMN broth ve Thioglycollate Broth ise C. difficile ön izolasyonu ve 

zenginleĢtirilmesi için kullanımı uygun sıvı besiyerleridir. C. difficile, obligat 
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anaerob bir bakteri olduğu için genellikle sıvı besiyerlerinin dibinde tortu oluĢturarak 

ürer (Imwattana ve ark., 2023). C. difficile, katı besiyerlerinde ise 37°C'de anaerobik 

koĢullarda 48 saat inkübe edildiğinde, hafif kabarık, kenarları düzensiz ve 1-3 mm 

çapında koloniler oluĢturur. Etken, genel amaçlı besiyerlerinde spor oluĢturabilir; 

ancak besiyerine %0.2 oranında sodyum taurokolat eklenmesi spor oluĢumunu 

hızlandırır (Lister ve ark., 2014). C. difficile'nin izolasyonunda besiyerlerine alkol ve 

ısı Ģoku uygulanması, izolasyon oranını artırır. Bu teknik, diğer mikroorganizmaların 

büyümesini inhibe ederken, C. difficile'nin daha iyi geliĢmesini sağlar. Hemin ve 

vitamin K1 eklenen Brucella kanlı agarda üreme gösteren kolonilerin 18 saat süren 

inkübasyonu sonucunda ultraviyole (UV) ıĢık altında donuk yeĢil floresans renk 

verdiği görülür (Govani ve ark., 2015). C. difficile‘nin kesin teĢhisi için günümüzde 

toksin varlığını inceleyen testlerin kullanımı yaygınlaĢmıĢtır (Krůtová ve ark., 2015; 

Carroll ve ark., 2020; Tablo 2.2.). 

Tablo 2.2. Clostridioides difficile kültür ve genel özellikleri 

Özellik  Veri 

 

 

Genel 

Özellikler 

Gram boyama Gram pozitif 

Hareket Hareketli 

Flagella tipi Peritrik 

Boyut 0.5-1.9 µm geniĢlik 

3.0-1.9 µm uzunluk 

 

 

Spor özellikleri 

ġekil ve konum Oval, subterminal (nadiren 

terminal) ve hücreyi ĢiĢiren tarzda 

Spor üretimini 

destekleyen kimyasallar 

Safra tuzları (kolat, taurokolat) 

Glisin, histidin 

 

 

 

 

Koloni 

özellikleri 

Morfoloji Dairesel, pütürlü kenarlı, rizoid 

koloni 

Boyut 2-5 mm 

Renk Opak, grimsi, beyazımsı, mat-

parlak yüzeyli, Sarı floresan. 

Hemoliz Non-hemolitik, 

Spesifik koku At ahırı benzeri karakteristik koku 

 

Büyüme 

Derecesi 

Optimum 30-37 °C 

Büyüme aralığı 25-45 °C 

PH Minimum: 5 

Optimal: 7-7.2 

Su aktivitesi 0.969 (minimum) 

Atmosfer 

ihtiyacı 

%10 karbondioksit, %10 hidrojen ve %80 nitrojen bulunan 

anaerobik ortam 
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2.4. C. difficile‟nin Biyokimyasal Özellikleri 

Clostridioides difficile‘nin izolasyonunda biyokimyasal aktivitesi önem arz 

etmektedir. Etken Glikoz, mannoz, fruktoz, mannitol ve genellikle ksilozu fermente 

edebilir; (AlataĢ ve ark., 2018) indol, nitrat, oksidaz, katalaz, oksijenaz ve üreaz, 

lesitinaz ve lipaz aktiviteleri göstermez (Rineh ve ark., 2014). C. difficile, laktoz ve 

niĢastayı hidrolize edemez, ancak jelatin ve eskülin‘i hidrolize edebilir 

(Shivaperumal ve ark., 2022; Nitzan ve ark., 2013). Triptofan‘dan indol üretmez ve 

hidrojen sülfür (H₂ S) oluĢturmaz (Vedantam ve ark., 2012). C. difficile‘nin 

metabolik ürünleri; valerik asit, formik asit, izobütirik asit, izovalerik asit, izokaproik 

asit, propiyonik asit, asetik asit, bütirik asit ve laktik asitdir (Imwattana ve ark., 

2023). Sellebiyoz, salisin, ksiloz, sorbitol ve trehaloz gibi substratlara karĢı etkileri 

ise farklılık göstermektedir (AlataĢ ve ark., 2018). C. difficile, amigdalin, arabinoz, 

galaktoz, glikojen, inositol, inülin, maltoz, melibiyoz, rafinoz, ramnoz, riboz, laktoz 

ve sükroz gibi karbonhidratlar üzerinde etkili değildir. Bununla birlikte, mellibiyoz 

ve melesitozu asidik ürünler oluĢturarak fermente edebilme yeteneğine sahiptir 

(AlataĢ ve ark., 2018). 

2.5. C. difficile‟nin Genomik Yapısı 

C. difficile; sahip olduğu genom büyüklüğü (4.1- 4.5 Mbp), az sayıda korunaklı 

bölge ve transpozon, bakteriyofajlar gibi yüksek düzeyde esneklik içeren genetik 

elementlerinden dolayı varyasyonlara oldukça açık bir bakteridir (Redding ve ark., 

2022). C. difficile'de genlerin yalnızca %16-32'sinin korunduğu ortaya koyulmuĢtur. 

(Janvilisri ve ark., 2009; Stabler ve ark., 2006). Bu durum, etkenin adaptasyonunu ve 

antimikrobiyallere direnç potansiyelini güçlendirmektedir. C. difficile, sirküler 

yapıda bir kromozama sahiptir ve bazı suĢlarında sirküler bir de plazmid bulunur 

(Sebaihia ve ark. 2006). Genom boyutlarındaki farklılıklar C. difficile‘nin toplam 

genomunun %11'ini oluĢturan konjugatif transpozonlar ve bakteriyofajlar ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. (Brouwer ve ark., 2013; Dingle ve ark., 2011). Bu unsurların çoğu 

antibiyotik direnç genleri ve diğer virülansla iliĢkili genler taĢır ve bu da C. 

difficile‘nin virülans faktörlerindeki varyasyonlara ve salgına sebep olan sekans 

tiplerinin ortaya çıkmasına katkıda bulunur (He ve ark., 2020; Sebaihia ve ark., 

2006). Plazmidleri ise yaklaĢık olarak 7800 bp‘dan oluĢur. C. difficile‘nin 
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genomunda %29.06, plazmidinde ise %27.9 G+C içeriği bulunur (Sebaihia ve ark., 

2006; Tablo 2.3.).  

 

Tablo 2.3. C. difficile 630 tip suĢunun genomik özellikleri (Sebaihia ve ark., 2006) 

Özellik Kromozom Plazmid 

Genom boyutu (bp) 4,290,252 7,881 

Gen kodlayan bölgeler (CDS) 3,776 11 

G+C oranı (%) 29.06 27.9 

Ortalama gen boyutu (bp) 943 563 

Kodlama boyutu 0.87 1.39 

Pseudogenler 32 0 

rRNA operonları 11 0 

tRNA sayısı 87 0 

Sabit RNA sayısı 54 0 

 

2.6. C. difficile‟nin Epigenomik Yapısı 

Epigenom, bir organizmanın genomundaki DNA dizisini değiĢtirmeden gen ifadesini 

düzenleyen tüm kimyasal değiĢiklikleri ifade eder. Epigenetik düzenlemeler, 

hücrelerin genetik bilgiyi nasıl kullandığını belirler ve gen ifadesinde kalıcı veya 

geçici değiĢiklikler yaratabilir. Epigenom; adaptasyon, hücre farklılaĢması, antijenik 

elementlerin ortaya çıkıĢı ve çevresel faktörlere yanıt gibi süreçlerde kritik bir rol 

oynar. C. difficile, çoğunluğu 6 mA tipine ait olmak üzere Ģimdiye kadar bildirilen 17 

yüksek kaliteli metilasyon motifi ile oldukça çeĢitli bir epigenoma sahiptir. Bu 

motiflerden biri olan CAAAA'daki metilasyonun, C. difficile enfeksiyonunun 

bulaĢmasında önemli bir adım olan sporulasyonun yanı sıra hücre uzunluğu, biyofilm 

oluĢumu ve konak kolonizasyonunu etkilediği gösterilmiĢtir (Redding ve ark., 2022). 

300 izolat üzerinde C. difficile‘nin epigenomu hakkında yapılan kapsamlı bir 

çalıĢmada; CamA adlı 6mA metiltransferazın (MTase) tüm izolatların genomunda 

korunduğunu ve bu genin inaktivasyonunun sporulasyon defektine yol açarak hayatta 

kalma yeteneğini etkilediğini göstermiĢtır. (Oliveira ve ark., 2020) 
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2.7. C. difficile‟nin Antijenik Özellikleri  

2.7.1 C. difficile‟nin Toksinleri 

Tcd Toksin Ailesi 

C. difficile‘nin toksinleri ve bu toksinlerin konağın bağırsak epiteli üzerindeki etkileri 

hastalığı önemli bir halk sağlığı patojeni yapan yegâne faktörüdür (Voth ve ark., 

2005). C. difficile‘nin suĢlarının %75‘i toksijenik etkilidir (Kılıç, 2013). C. difficile 

enfeksiyonlarında enfeksiyonun patogenezini etkileyen en önemli iki toksin 

enterotoksin niteliğindeki TcdA (Toksin A) ve sitotoksin niteliğindeki TcdB (Toksin 

B)‘ dir (Sailhamer ve ark., 2019). Bu toksinler, oluĢturdukları hastalık tablosuna ek 

olarak, C. difficile enfeksiyonlarının tanısı için birincil belirteçlerdir ve hastaların 

dıĢkılarında antikor bazlı ve sitotoksisite analizleri ile tespit edilirler. Etkenin, ilk kez 

izole edildiği dönemlerde bile toksin ürettiği bilinmekteydi. O dönem yapılan bir 

çalıĢma organizmanın kültüründen elde dilen filtratların tavĢanlardaki lethal 

etkilerini ortaya koymuĢtur (Green ve ark., 1974). CDE ilk ortaya konulduğunda, 

TcdA ve TcdB toksinlerinin etki mekanizmaları birbirinden bağımsız olarak 

tanımlanmıĢ ve genetik yakınlıklarından dolayı karıĢtırılmıĢtır (Tan ve ark., 2001). 

Daha sonra TcdA'nın baĢlıca virülans faktörü olduğu ve TcdB'nin hücre kültüründe 

yapılan çalıĢmalarda güçlü bir sitotoksin olmasına rağmen, kolon mukozasında 

hastalık tablosu oluĢturmak için TcdA 'ya ihtiyaç duyduğu düĢünülmüĢtür 

(Danielsson ve ark., 1972; Govind ve ark., 2006). Deney hayvanlarında yapılan 

çalıĢmalar, TcdA uygulamasının, sıvı birikimi, inflamasyon ve hücre hasarı gibi 

psödomembranöz kolit tablosunda ortaya çıkan nekropsi bulgularını ortaya 

koymuĢlardır (Czepiel ve ark., 2019; Sebaihia ve ark 2006). Bununla birlikte, TcdB 

içermeyen suĢ ile enfekte olan hamsterler, TcdA içermeyen suĢlar ile enfekte olanlara 

göre birkaç gün daha uzun süre hayatta kalmıĢtır (Tenover ve ark., 2011). Bu durum 

da TcdA‘nın daha letal olduğunu ortaya koymaktadır. Ancak öte yandan yapılan 

analizlerde, C. difficile'nin TcdA- TcdB+ suĢlarının da zaman zaman klinik 

izolatlardan tanımlanmakta ve bazı durumlarda yaygın psödomembranöz kolite 

neden olduğu ortaya koyulmuĢtur (Dupuy, 2023). 

Toksijenik C. difficile suĢları, beĢ gen içeren 19,6 kb'lık bir patojenite lokusu 

(PaLoc) taĢır: TcdR, TcdE, TcdA, TcdB ve TcdC. TcdA ve TcdB. Bu lokusun genleri 
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A ve B toksinlerinin kodlanmasından sorumludurlar. TcdR geni, TcdA ve TcdB'nin 

transkripsiyonunu yönlendiren alternatif bir sigma faktörü kodlar, TcdC ise TcdR'ye 

antagonist çalıĢır (Goudarzi, 2014). TcdD geni, TcdB'nin kodlanmasında rol alır ve 

her iki toksin geniyle koordineli olarak eksprese edilir. Yapılan bir çalıĢma 

TcdD’nin, TcdA ve TcdB'nin ekspresyonunu artırdığını göstermiĢtir (Wang ve ark., 

2021). TcdD ekspresyonu durağan fazda önemli ölçüde artar ve çevresel koĢullara 

duyarlıdır. (Govind ve ark., 2006). Bu nedenle, TcdD, TcdA ve TcdB ekspresyonunun 

önemli bir pozitif düzenleyicisidir. TcdE'yi kodlayan gen, TcdB ve TcdA arasında yer 

alır ve por proteinleriyle homoloji gösterir, bu nedenle C. difficile hücre duvarının 

geçirgenliğinin arttırılması yoluyla TcdA ve TcdB'nin salınımını kolaylaĢtırdığı 

ortaya koyulmuĢtur (Govind ve ark., 2006). TcdE geni, A ve B toksinlerinin bakteri 

hücresinden salınmasını kolaylaĢtırdığı öne sürülen holin benzeri bir proteini kodlar, 

çünkü bu toksinler sinyal peptidlerine sahip değildir (Wang ve ark., 2021).  

TcdA yaklaĢık 8133 bp‘den oluĢurken TcdB ise yaklaĢık 7098 bp uzunluğundadır. 

Hem TcdA hem de TcdB düĢük G + C (<%28) içeriğine sahiptirler, bu C. diffcile 

genomunun G + C içeriğine (~%29) benzerdir ve toksinler yüksek derecede genetik 

yakınlık gösterir (%66). Ġki toksin geni, bu lokus üzerinde yaklaĢık 1350 nükleotidlik 

bir ara dizi ile yakın bir Ģekilde yerleĢmiĢtir ve aynı yönde transkripsiyona uğrarlar 

(Dupuy, 2023; Sebaihia ve ark 2006). TcdA ve TcdB'nin proksimal konumu ve iki 

protein arasındaki yüksek dizi ve iĢlevsel homolojileri göz önüne alındığında, iki 

genin aynı genetik kökenden (duplikasyon ile) ortaya çıkmıĢ olabileceği öne 

sürülmüĢtür (Sebaihia ve ark 2006). Ayrıca, her iki toksinin de özdeĢ substratları 

modifiye etmek için oldukça korunmuĢ bir N-terminal alanı kullanması, TcdA ve 

TcdB'nin biyokimyasal aktivitesindeki benzerlik, gen duplikasyonu kavramını 

destekler. TcdA ve TcdB arasındaki ana homoloji bölgeleri, iki toksinin enzimatik ve 

reseptör bağlayıcı alanlarına denk gelmektedir (Brouwer ve ark., 2013). TcdA ve 

TcdB'nin N-terminal alanları %74 homoloji gösterir ve bu homoloji, bu iki toksinin 

benzer substrat özgüllüğü için bir temel sağlar. TcdA ve TcdB'nin C-terminalleri, 

birleĢik tekrarlayan oligopeptitler (CROP'lar) olarak adlandırılan bir dizi kısa, 

homolog bölgeden oluĢur (Stabler ve ark., 2006). 

Toksin seviyeleri ile psödomembranöz kolit geliĢimi ve ishalin süresi arasında 

doğrudan bir iliĢki vardır (Kılıç, 2013; Yang ve ark.,2015). Hastalığa karĢı 
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korunmada TcdA'ya karĢı geliĢtirilen immunglobulin G'nin önemli bir rol oynadığı 

gözlemlenmiĢ, bu toksine karĢı oluĢan antikor tepkisinin hastalığa karĢı yeterli 

koruma sağladığı tespit edilmiĢtir. Hem TcdA hem de TcdB, Rho (RhoA, B, C), Rac 

ve Cdc42 izoformlarını hedef alarak aktin yoğunlaĢmasına, hücrelerin 

yuvarlanmasına, zar çıkıntılarının oluĢmasına ve nihayetinde apoptoz ile hücre 

ölümüne yol açar. TcdA ve TcdB'nin hastalık sürecindeki rolü, Rho'nun odak yapıĢma 

bölgelerinde stres liflerinin yerleĢimini düzenlemesiyle iliĢkilidir (Voth ve Ballard, 

2005). Her iki toksinin etki mekanizması, Rho proteinlerinin glikolizasyon tarafından 

inaktive edilmesi sonucu aktin filamentlerinin depolimerizasyonuna, hücre 

iskeletinde bozulmaya, hücre yuvarlaklaĢmasına ve hücre ölümüne neden olur. TcdB 

ile tedavi edilen bağırsak boğumlarında doku hasarı veya sıvı salgılanması görülmez 

ancak in vitro hücre dizileri için sitotoksiktir (Farooq ve ark., 2015).  

CDT (Binary) toksini 

C. difficile suĢlarının %17 ila %23'ü, Clostridial toksinler ailesine ait ek bir toksin 

olan CDT üretir (Dupuy, 2023; Gerding ve ark., 2014; Sebaihia ve ark 2006). CDT, 

C. perfringens‘in iota toksinine benzerlik gösteren aktin spesifik bir 

ADPribosiltransferazdır (Pruitt ve Lacy, 2012). Bu toksinler Clostridial glukolize 

edici toksinler olarak adlandırılan (LCGT) ailesinin bir parçasıdır (Bella ve ark., 

2016). Binary toksin suĢlarının hayvanlarda prevalansının daha fazla oldugu 

bildirilmektedir (Sebaihia ve ark 2006). CDT’yi kodlayan CDTloc, CDTa ve CDTb 

ve düzenleyici bir protein olan CdtR‘den oluĢan 6,2 kb'lik bir bölgeden oluĢmaktadır 

(Martínez-Meléndez ve ark., 2022; ġekil 2.3). Binary toksinin polipeptid yapıdaki 

CDTa (47.9 kDa) ve CDTb (98.8 kDa) seklinde iki komponentten oluĢtugu 

bilinmektedir (Pruitt ve Lacy, 2012). Bu toksin aktin hücre iskeletinin 

depolimerizasyonu, bakteri adezyonu ve kolonizasyonu aĢamasında görevlidir ve 

hedef hücreye lipolizi uyaran bir membran reseptörü ile girebildiği gözlenmiĢtir ve 

ST1 ve ST11 gibi salgın dizi tiplerindeki yaygınlığı, Ģiddetli CDE'yi teĢvik 

edebileceğini düĢündürmektedir (Cowardin ve ark., 2018). RT 027 ve RT 078 gibi 

hipervirülan C. difficile ribotiplerinde de, CDT varlığı ortaya koyulmuĢtur (Pruitt ve 

Lacy, 2012). Yapılan bir çalıĢmada pürifiye edilmiĢ CDT'‘nin kolon epitel hücre 

hatlarına uygulanması, mikrotübül oluĢumunu arttırmıĢ ve bu mikrotübüllerin C. 

difficile‘nin kolonizasyonunu artırdığı ortaya koyulmuĢtur (Cowardin ve ark., 2016). 
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Bununla birlikte, ikili toksinin hastalık patogenezine yönelik önemi belirsizliğini 

korumaktadır. Bir diğer çalıĢma ise toksijenik olmayan (TcdA-, TcdB-), ancak CDT 

eksprese eden C. difficile izolatlarından elde edilen süpernatantların tavĢan deney 

hayvanı modelinde PMK‘ye neden olduğunu ortaya koymuĢtur (Bella ve ark., 2016).  

 

ġekil 2.3. C. difficile suĢlarında PaLoc ve CdtLoc bölgelerinin Ģematik organizasyonu 

(Mathur ve ark., 2015).  

A: 19,6 kb uzunluğundaki C. difficile PaLoc'unun Ģematik organizasyonu. B: C. difficile‘nin 

pseudogen içeren 4,2 kb uzunluğundaki binary toksin lokusu (CdtLoc). C: C. difficile‘nin 

pseudogen içermeyen, eksprese edilmiĢ ikili toksin lokusu. 

 

2.7.2 C. difficile Adhezinleri 

C. difficile'nin adezyonunda etkili Cwp (Cell Wall Protein) protein ailesi, SlpA (S-

Layer Protein A) ve flagella gibi yüzey yapıları, bakterinin konak dokularına 

tutunmasında, enfeksiyonun baĢlatmasında ve immün sistemden kaçmasında kritik 

rol oynar. Bu yapılar, bakterinin virülansını ve kolonizasyon yeteneğini artırırken, 

bağıĢıklık sistemi ile etkileĢimde bulunarak hastalığın patogenezini Ģekillendirir. 

Özellikle flagella, hareketlilik sağlamanın ötesinde, mukozaya yapıĢmada ve 

kolonizasyonun baĢlangıcında önemli görevler üstlenir. C. difficile adhezinlerinin 

farklı hücre hatlarında (Vero, Hela, Hep-2, Caco-2, HT-29) bakterinin enfeksiyon 
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sürecinde kritik bir rol oynadığı bilinmektedir. Bununla beraber adhezinler, 

bakterinin çevresindeki konak dokularla etkileĢim kurarak kolonizasyonun 

baĢlangıcını da sağlar. C. difficile'nin adhezinleri aracılığı ile bağlandığı baĢlıca 

konak proteinleri arasında ekstraselüler matriks (ECM) proteinleri olan fibronektin, 

vitronektin, kollajenler ve fibrinojen bulunur. ECM proteinlerine bağlanma, 

bakterinin bağıĢıklık sisteminden kaçmasına ve dokulara derinlemesine tutunmasına 

yardımcı olur (Janoir, 2016).  

Cwp Ailesi 

Cwp proteinleri glikoprotein yapısında olup, hücre duvarının dıĢ kısmında bulunarak 

etkinliklerini gösterirler. Ayrıca, bu proteinler bakterinin çevresel stres koĢullarına 

karĢı direncini artırmakta ve konağa yapıĢmasını sağlamaktadır. Cwp proteinlerinin 

bakterideki regülasyonu Cwp ve SlpA gen aileleri tarafından kontrol edilmektedir. 

Bunlar, genellikle glikozilasyon ve fosforilasyon gibi post-translasyonel 

modifikasyonlara uğrayarak fonksiyonlarını kazanır. Moleküler olarak, tekrarlayan 

amino asit motifleri içerirler ve bakterinin hücre yüzeyine yerleĢirler. Özellikle 

Cwp84 ve Cwp66, proteolitik aktiviteye sahip olup, bakterinin dıĢ yüzeyinde 

bulunan diğer proteinleri iĢlemek ve aktif hale getirmek, bakterinin konağa 

yapıĢmasını ve bu süreçte hücre duvarını yeniden Ģekillendirmesini sağlamak gibi 

iĢlevlere sahiplerdir. C. difficile'nin antibiyotik direnci kazanması ve immun yanıt 

oluĢturabilmesinin nedenlerinden biri bu proteinler olarak bilinmektedir (Kirk ve 

ark., 2017). 

SlpA  

SlpA, bakterinin yüzeyinin büyük bir kısmını oluĢturarak hücreye mekanik ve 

kimyasal koruma sağlayan S-layer kompleksinin en önemli komponentidir ve C. 

difficile'nin yüzeyinde bulunan parakristalin yapıyı oluĢturan önemli bir proteindir. 

SlpA, yapısal kararlılığını sağlamak için Cwp84 proteazı tarafından kesilerek düĢük 

moleküler ağırlıklı Slp-LMW ve yüksek moleküler ağırlıklı Slp-HMW olmak üzere 

iki alt birime ayrılır ve sonrasında kovalent olmayan bir Ģekilde yeniden bir araya 

gelir. Slp-HMW bölgesi, diğer yüzey proteinlerine bağlanma ve hücre duvarı ile 

etkileĢim kurma özelliklerine sahipken LMW alt birimi, yüzey tabakasının yapısal 

bütünlüğünü korur ve düzenleyici iĢlevler üstlenir. Ayrıca, SlpA'nın konak bağıĢıklık 
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sistemi tarafından Toll-like receptor 4 (TLR4) aracılığıyla tanındığı ve bu sayede 

immün yanıtın aktive edildiği gösterilmiĢtir (Bradshaw ve ark., 2020). 

Flagella  

Flagella, C. difficile'nin motilitesinde ve konak mukozasına yapıĢmasında görev alır. 

Özellikle fare modellerinde yapılan çalıĢmalarda, flagella içermeyen suĢların, 

flagella taĢıyan suĢlara göre mukozaya daha az yapıĢtığı gösterilmiĢtir. Bununla 

birlikte, bakterinin mukus tabakasından geçerek derin dokulara ulaĢmasına olanak 

tanır. Flagella üretimi, F3, F2 ve F1 operonlarında organize edilmiĢ genler tarafından 

kontrol edilir. FliA sigma faktörü, flagellanın temel proteinlerinden biri olan FliC ve 

FliD gibi genlerin ekspresyonlarını düzenler. FliP geni, flagellanın temel yapıtaĢı 

olan flagellin proteinini kodlar ve flagellanın hareket kapasitesini sağlar. FliD ise 

flagellanın uç kısmında bulunan bir kapak proteini olarak görev yapar. Flagellanın C. 

difficile virulansı için kritik öneme sahip olduğu bilinmektedir ancak RT 078 gibi 

bazı salgın suĢlarının flagella genlerine sahip olmadan da enfeksiyon oluĢturduğu 

bildirilmektedir (Janoir, 2016). Tablo 2.4.‘de C. difficile’ye ait adhezinlerin 

fonksiyonları özetlenmiĢtir.  

Tablo 2.4. C. difficile adhezinlerinin fonksiyonları (Janoir, 2016). 

 

Adhezin Fonksiyon 

SlpA Bağırsak mukozasına, Caco-2 hücrelerine ve ECM proteinlerine 

bağlanma; TLR4 ile etkileĢim 

Cwp84 
SlpA'nın olgunlaĢması; ECM proteinlerinin parçalanması 

Cwp66 
Konakçı mukoza hücrelerine bağlanma 

CwpV 
Faj direnci 

Fbp68 Fibronektin adhezyonu 

CbpA Kollajene bağlanma 

 

2.8. Ġnsan ve Hayvanlarda C. difficile Enfeksiyonlarının Fizyopatolojisi 

C. difficile‘ye bağlı enfeksiyon tablosunun belirtileri, antibiyotik tedavisi gören 

hastalarda hafif ishalden ülseratif kolite kadar değiĢir. Hastalık yalnızca kalın 

bağırsakta görülür ve ayırt edici mikroskobik ve makroskobik lezyonlar gösterir. 
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TcdA ve TcdB epitel sıkı bağlantılarını bozar ve epitel hücre ölümünü baĢlatır, 

böylece kolon epiteline doğrudan zarar verir. Bunun yanında, toksinler kolon epitel 

hücrelerini proinflamatuar sitokinler ve nötrofil kemotaktik maddeleri salgılamaya 

teĢvik eder, bu da nötrofillerin submukozaya infiltrasyonu, dolayısı ile akut 

inflamatuar yanıta yol açar (Kelly ve Kyne, 2011; Voth ve Ballard, 2005). BozulmuĢ 

bağırsak bariyer bütünlüğü, damar geçirgenliğinin artmasına neden olur ve filtrat 

salgılanmasını teĢvik eder. Koruyucu bir bariyerin kaybı ayrıca toksinlerin ve/veya 

bakterilerin lamina propriaya girmesine izin verir ve bu da enterit tablosunda artıĢa 

sebebiyet verir. Mukozal bağıĢıklık sisteminin proinflamatuar mediatörlere uzun süre 

maruz kalması doku hasarını arttırır ve prognozu ciddileĢtirir (Yu ve ark., 2017). 

Epitel bariyerinin bozulması, lümene nötrofil infiltrasyonu ile yoğun bir inflamatuar 

yanıt ve iliĢkili doku hasarının, ciddi CDE vakalarında gözlenen psödomembran 

oluĢumuna katkıda bulunduğu da düĢünülmektedir (Sun ve Hirota 2015; Voth ve 

Ballard 2005).  

TcdA ve TcdB, konak hücrelerini sırası ile reseptör bağlanması ve endositoz, gözenek 

oluĢumu ve GTD (N-terminal glukoziltransferaz alanı) ve APD'nin (otoproses alanı) 

endosomal membran boyunca taĢınması, GTD'nin sitozole otomatik iĢlenmesi ve 

salınması ve konak GTPazlarının (Guanozin trifosfataz) (RhoA, Rac1 ve Cdc42) 

glukozilasyonu ile enfekte eder. Psödomembranöz kolit sırasında TcdA ve TcdB 

toksinleri epitel bariyerlerinin sıkı bağlantılarını bozar. TcdA ve TcdB‘nin 

hastalıktaki rolü, Rho‘nun fokal adezyon bölgelerinde Rho proteinlerini 

etkisizleĢtirerek stres liflerinin lokalizasyonunu bozması ile baĢlar. Bu da GTPazların 

sıkı bağlantılarının korunmasında önemlidir. RhoA, odaksal yapıĢmaların ve aktin 

stres liflerinin birleĢmesini sağlarken, Rac1 ve Cdc42 sırasıyla aktin açısından zengin 

yüzey çıkıntıları olan lamellipodia ve filopodia oluĢumunu sağlar (Etienne-Mesmin 

ve ark., 2018; Nobes ve Hall 1995). Ek olarak, Rho ve GTPazlar epitel hücre 

morfolojisi ve polaritesinin kurulması için önemlidir. Sonuç olarak, GTPaz'ın TcdA 

ve TcdB tarafından inaktivasyonu hücrede iskelet yapının kaybına, odaksal 

yapıĢmaların parçalanmasına ve sıkı bağlantıların bozulmasına neden olur (Etienne-

Mesmin ve ark., 2018).  

Glikozilasyona bağlı sitopatik etkinin hastalık tablosunda önemli bir rol oynadığı 

düĢünülmektedir. Toksin kaynaklı sıkı bağlantıların bozulması bariyer 
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fonksiyonunun bozulmasına, bağırsak geçirgenliğinin artmasına ve inflamasyona 

neden olur. TcdA ve TcdB tarafından GTPaz inaktivasyonu hücrenin metabolik 

aktivitelerini de de etkiler. TcdA ve TcdB tarafından invazyona uğrama, hücre 

döngüsünün G1 fazı boyunca ilerleme için gerekli olan siklin D1'in ekspresyonunda 

azalma ile iliĢkilendirilmiĢtir ve bu durum G1-S yetmezliğine neden olur. Bu duruma 

ek olarak, Rac1'in mitotik kinaz Aurora A ve siklin B/siklin bağımlı kinaz (Cdk) I 

kompleksinin aktivasyonunu, efektör proteini PAK (p21 aktiveli kinaz) aracılığıyla 

teĢvik ettiği gösterilmiĢtir (Mattana ve ark. 2022). Sonuç olarak, C. difficile toksinleri 

tarafından Rac1'in inaktivasyonu, G2 fazında Aurora A ve CyclinB/Cdk1 

kompleksinin aktivasyonunu geciktirir ve gecikmiĢ G2-M geçiĢine neden olur. Son 

olarak, bu toksinler tarafından RhoA inaktivasyonu, kasılma halkası oluĢumunu ve 

ardından sitokinezisi inhibe ederek binükleer hücrelerin oluĢumuna neden olur. Bu 

nedenle, toksinler hücre döngüsünün çeĢitli aĢamalarını düzenleyen GTPazları 

inaktive ederek konak hücre çoğalmasına müdahale edebilir (Pruss ve ark., 2021). 

TcdA ve TcdB enterotoksik ve sitotoksik nitelikte oldukları için memeli bağırsak 

hücre iskeletinde meydana getirdiği değiĢiklikler dıĢında, immun sistem 

aktivasyonuna sebep olarak da hastalık tablosu oluĢtururlar. TcdA yalnızca 

enterositleri etkilemekle kalmaz, aynı zamanda makrofaj ve mast hücrelerini aktive 

ederek nötrofillerin harekete geçmesine sebep olur. Bu süreç, mukoza hasarı, fokal 

mikro apseler ve psödomembran oluĢumuna neden olur. Bu sırada PGE2, lökotrien 

B4, lökotrien C4, PAF, IL-1, IL-8, tümör nekroz faktörü (TNF) ve histamin gibi 

maddeler salınır. Bu nedenlerle TcdA, protein açısından zengin bir dıĢkılamaya yol 

açar (Farooq ve ark., 2015). Buna ek olarak; Aktin hücre iskeletinin bozulması ve 

bağırsak epitelinde bulunan tight junction gibi bağlantıların bozulmasına ve 

sonucunda sıvı birikmesiyle birlikte kalın bağırsakta yoğun harabiyet ve 

iltihaplanmaya neden olduğu ortaya koyulmuĢtur (Etienne-Mesmin ve ark., 2018). 

TcdA ve TcdB‘nin bağlanmıĢ olduğu reseptörler bazolateral yüzeyde bulunduğunda 

enterositlerin apikal yüzeyine bağlandığı bilinmektedir. Tablo 2.5.‘de C. difficile 

patogenezi hakkında bilgi verilmiĢtir. 
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Tablo 2.5. C. difficile enfeksiyonunun patogenezi 

 

2.9. C. difficile‟nin Sahip Olduğu Antibiyotik Direnç Mekanizmaları 

C. difficile, çok çeĢitli mekanizmalarla antibiyotiklere karĢı direnç geliĢtirmiĢtir. 

Bunun yanında, biyofilm ve spor formasyonları gibi doğal direnç mekanizmaları, 

etkenin antibiyotik kullanımında hayatta kalmasına ve enfeksiyon oluĢturabilmesine 

yol açar. Çok sayıda gen ve bu genlerin mutasyonları, bu direnç mekanizmalarının 

aracılarını kodlar. C. difficile, genomunda barındırdığı transpozon, profaj, plazmid 

gibi mobil elementler sayesinde, antibiyotik direnç genlerini aktarabilir. Ayrıca, yatay 

gen transferinin yanı sıra, C. difficile suĢlarının sahip oldukları epigenomik esneklik, 

suĢların antibiyotiklere karĢı daha hızlı direnç oluĢturabilmesini sağlamaktadır 

(Sebaihia ve ark. 2006). C. difficile'deki MLSB (makrolid-linkozamid-streptogramin 

B) direnç geni ailesinin Tn5398, Tn5398, Tn6194 ve Tn6215 gibi transpozonlar 

aracılığı ile aktarılması, etkenin en sık kullanılan antibiyotik gruplarına karĢı direnç 

mekanizması oluĢturmasını sağlamaktadır. Transpozonlar ayrıca 23S rRNA 

AĢama Açıklama 

Kolonizasyon C. difficile, antibiyotik kullanımı veya diğer faktörlerle 

bozulmuĢ bağırsak mikrobiyotasına yerleĢir ve replike olur. 

Spor formunda dirençli olduğu için mide asidini geçer ve 

kalın bağırsakta vejetatif formuna dönüĢür. 

Toksin Salınımı Toksin A (TcdA) ve Toksin B (TcdB) salınır. 

Toksin A (TcdA) Enterositlere bağlanarak hücrelere girer, Bağırsak epitel 

hücreleri arasındaki sıkı bağlantıları bozarak geçirgenliği 

artırır, aktin filamentlerini değiĢtirir, hücre ölümüne yol 

açarak mukoza hasarı ve inflamasyonu tetikler, proteinden 

zengin eksudatın bağırsak lümenine sızmasına yol açar. 

Toksin B (TcdB) TcdA‘nın yol açtığı hasarı artırarak Hücre iskeleti düzenini 

bozar, Rho GTPaz'ları inaktive ederek aktin filamentlerini 

parçalayıp hücre ölümüne yol açar.  

Enflamatuar 

Yanıt 

Makrofaj ve mast hücrelerinin aktivasyonu, nötrofil 

mobilizasyonu ve sitokin salınımı (IL-1, IL-8, TNF vb.) ile 

inflamasyon artar. Mukozada hasar, fokal mikro apseler ve 

psödomembran oluĢumu gerçekleĢir. 

Hücre Hasarı ve 

Apoptoz 

Rho proteinlerinin inaktivasyonu ile aktin iskeleti bozulur, 

hücre yuvarlanması ve apoptoz meydana gelir. 

Mukoza Bariyeri 

Bozulması 

Mukoza hasarı ve psödomembran oluĢumu, bağırsak lümenine 

protein açısından zengin eksudatın sızmasına neden olur. 

Ġshal Tablosu Hafif ishalden, psödomembranöz kolit, toksik megakolon, 

sepsis ve ölüm gibi ciddi CDE komplikasyonları meydana 

gelir. 
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metilazını kodlayan ve klindamisin ve eritromisin dahil olmak üzere MLSB 

antibiyotik ailesine karĢı direnci indükleyen ermB geninin transferini de sağlayabilir. 

Konjugasyon yoluyla gen transferi de C. difficile resistomuna büyük katkılarda 

bulunmaktadır. Tn5398 ve Tn6215 transpozonları, konjugasyon yoluyla C. difficile 

genomuna entegre olmaktadır. Bu elementlerin aynı ortamda bulunan C. difficile'den 

S. aureus'a ve B. subtilis'e transfer edilebildiği ortaya koyulmuĢtur (Wasels ve ark., 

2014). Profajlar da C. difficile resistomunun oldukça önemli bir bölümünü oluĢturur. 

Örneğin phiC2 profajının metronidazol direnci ile ilgili genleri aktardığı 

bilinmektedir. Metronidazole karĢı C. difficile‘nin geliĢtirdiği diğer direnç 

mekanızmaları ise nitroredüktaz aktivitesi ve DNA onarımıdır (Wickramage ve ark., 

2021). C. difficile'nin direnç mekanizması ve direnç mekanizmasının regülasyonu 

Tablo 2.6‘da verilmiĢtir (Tablo 2.6.). 

 

Tablo 2. 6. C. difficile'nin direnç mekanizması ve direnç mekanizmasının regülasyonu 

Antibiyotik  Direnç Mekanizması  Direnç Mekanizmasının 

Regülasyonu  

Vankomisin Peptidoglikan prekürsörlerinde 

vankomisin bağlanma 

bölgesinin değiĢimi. 

VanG-CD operon 

enzimlerindeki mutasyonlar. 

Metronidazol Efflux pompası ile bakterinin 

dıĢarı çıkarılması ve demir 

aktivitesinin düĢürülmesi. 

Stres koĢulları altında glyC 

geninin ekspresyonunda 

meydana gelen değiĢimler. 

Fidaksomisin RNA polimeraz alt biriminde 

meydana gelen mutasyonlar 

RpoB bölgesinde meydana 

gelen genetik değiĢim 

mekanizml. 

Rifamisin Mutasyonlar sayesinde 

antibiyotiğin bağlandığı 

reseptörün ortadan 

kaldırılması. 

RpoB'nin RRDR'sindeki 

meydana gelen mutasyonlar. 

Klindamisin 23S rRNA'nın antibiyotiğin 

bağlandığı bölgesinin 

metilasyon ile değiĢtirilmesi 

Erm(B) geninin transpozon 

aracılığı ile taĢınması  

Sefalosporinler  B-laktamaz enzimleri ile ilaç 

inaktivasyonu ve efflux 

pompası  

CDD1-CDD2 gibi SNP‘ler ve 

profajlar aracılığı ile taĢınan 

CD2068 geni  

Florokinolonlar Ġlaç hedef bölgesinin 

değiĢtirilmesi ve eflux 

pompası 

gyrA ve/veya gyrB SNP tipleri 

tarafından kontrol edilir 

Tetrasiklinler Ġlacın ribozoma bağlanmasının 

ribozomal koruyucu proteinler 

üretimiyle önlenmesi 

Tet(M), Tet(W) ve Tet(44) 

konjugatif genleri.  
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2.10. C. difficile Direnç Durumu 

Günümüzde CDE tedavisinde kullanılan en etkili ajanların vankomisin ve 

fidaksomisin olduğu bilinmektedir. Son zamanlarda bu antibiyotiklere de direnç 

geliĢtiren suĢların ortaya koyulması, CDE tedavisinde seçeneklerin azalmasına sebep 

olmaktadır. Kuzey Amerika'da CDE tedavisinde rutin olarak florokinolonların 

kullanılması, florokinolona dirençli RT027 suĢlarının ortaya çıkmasına sebep 

olmuĢtur (Tenover ve ark., 2012). Doğu Avrupa'da, moksifloksasin, metronidazol, 

eritromisin, klindamisin, imipenem ve rifampisin gibi birçok antibiyotiğe dirençli RT 

027 RT 001, RT 017, RT 018 ve RT 078 kaynaklı salgınlar bildirilmiĢtir (Peng ve 

ark., 2018). Son 15 yılda Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'dan elde edilen C. difficile 

izolatlarının antimikrobiyal direnci üzerine yapılan çalıĢmalar, izolatların 

moksifloksasin direnç oranlarının %2 ile %87 arasında, klindamisin direnç 

oranlarının %15 ile %97 arasında değiĢtiğini göstermiĢtir (Sholeh ve ark., 2020). 

Amerika BirleĢik Devletleri'nde yapılan retrospektif bir çalıĢmada, ribotip 027 

suĢlarının yaklaĢık %98'i moksifloksasine dirençli bulunmuĢtur (Wieczorkiewicz ve 

ark., 2015). Hollanda'da izole edilen ribotip 078 suĢlarının siprofloksasin, 

eritromisin, imipenem ve moksifloksasine direnç gösterdiği ortaya koyulmuĢtur 

(Keessen ve ark., 2014; Spigaglia ve ark., 2016). Çin'de ise insanlardan izole edilen 

C. difficile izolatlarının %15.6‘sının metronidazole dirençli olduğu ortaya 

koyulmuĢtur. (Jin ve ark., 2017) Ġsrail'de C. difficile'nin moleküler epidemiyolojisi 

üzerine yapılan ulusal bir araĢtırmada, test edilen suĢların yaklaĢık %18.3'ünün 

metronidazole dirençli olduğu belirtilmiĢtir (Adler ve ark., 2015).  

2.11. C. difficile’nin Ġnsan ve Hayvanlarda Epidemiyolojisi 

Son yıllarda CDE, Amerika BirleĢik Devletleri (ABD), Kanada, çoğu Avrupa ülkesi 

ve ülkemizde önemli bir sağlık sorunu haline gelmiĢtir (Curcio ve ark., 2019). 

Bakteri kolonda, sağlıklı yetiĢkinlerde %2-3, yenidoğanlarda ise %40-60 oranında 

metabolik inaktif spor formunda bulunabilmektedir. Ġnsanlar bu bakteriyi veya 

sporlarını diğer asemptomatik taĢıyıcılardan veya sporların doğada yayılımı sonucu 

çevreden almak sureti ile enfekte olabilirler (Michael ve ark., 2016). Yeni doğanlarda 

etkenin yüksek taĢıyıcılık oranları (%15-75) bildirilmektedir (Drall ve ark., 2019). 

Neonatal dönemde kolonizasyon görülmesine ve bakterinin toksin üretmesine 

rağmen, genellikle bu durum asemptomatik olarak seyreder. Yenidoğanlar ve 
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bebeklerde bu direncin tam nedeni bilinmemekle birlikte, bunun sebebinin 

bebeklerin eritrosit membranındaki toksin reseptörlerinin henüz tam geliĢmemiĢ 

olmasına bağlı olduğu düĢünülmektedir (Lees ve ark., 2016). Reseptörler yaĢla 

birlikte geliĢir ve bu nedenle üç yaĢından itibaren çocuklarda duyarlılığın arttığı 

gözlemlenir. Anne sütünün bu süreçteki etkisi tam olarak anlaĢılmamıĢ olsa da mama 

ile beslenen bebeklerde süt ile beslenenlere kıyasla belirgin bir enfeksiyon artıĢı 

saptanmamıĢtır (Drall ve ark., 2019). C. difficile ile düzenli olarak temas eden kiĢiler 

(hemĢireler, bakıcılar, tarım iĢçileri ve veteriner hekimler) bu bakteriyi sporlar 

aracılığıyla spor salonlarına, iĢ yerlerine ve evlerine taĢıyabilir. Etkenin daha sık 

görüldüğü hayvan grupları arasında ise veteriner kliniklerindeki hospitalizasyon 

ünitelerinde tedavi gören köpekler (%19-22) (Clooten ve ark., 2008), veteriner 

kliniklerinde günlük tedaviye gelip giden köpekler (%14-33) (Hussain ve ark., 2015; 

Usui ve ark., 2016) ve kızak köpekleri (%58) (McKenzie ve ark., 2010) yer 

almaktadır. C. difficile bulaĢması açısından bildirilen risk faktörleri arasında insan 

sağlık tesisleriyle iç dıĢ olma, çocuk grupları ile birlikte yaĢama (Lefebvre ve ark., 

2009), immünosupresif veya antimikrobiyal ajanlarla uzun süreli tedaviye maruz 

kalma (Hussain ve ark., 2015; Clooten ve ark., 2008) gösterilmektedir. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar CDE epidemiyolojisinin dramatik olarak değiĢtiğini, 

hastalığın insidansı ile birlikte Ģiddetinin de arttığını göstermektedir (CDC Reports., 

2020). Kanada‘da 4 yılda CDE insidansının her 100.000 kiĢide 35.6‘dan 156.3‘e 

çıktığı bildirilmiĢtir (Xia ve ark., 2019). C. difficile, aynı Ģekilde Asya‘da da günde 

10.000 hastada, %8.9 mortalite oranı ile ön plana çıkmaktadır (Borren ve ark., 2017). 

Tüm dünyada önemli bir sağlık sorunu olan antibiyotik ile iliĢkili ishal olgularının 

%15-30‘undan sorumlu tutulan C. difficile, 1980‘den sonra, ABD‘de en önemli 

hastane kaynaklı (nosokomiyal) ishal etkeni olarak açıklanmıĢ, 2000‘lerden sonra ise 

tedaviye dirençli ve tekrarlama oranı yüksek C. difficile ribotiplerindeki artıĢ ortaya 

koyulmuĢtur (Borren ve ark., 2017). Günümüzde etken AB'de yılda 120.000'den 

fazla enfeksiyondan sorumludur ve hastane kaynaklı ishalin önde gelen nedenidir 

(Gerding ve ark., 2018). Önemli bir nozokomiyal patojen olmasının yanı sıra, son 

zamanlardaki toplum kaynaklı CDE‘nin travmatik Ģekilde arttığını ortaya koymuĢtur. 

Genellikle daha az Ģiddetli olmakla birlikte, toplum kökenli CDE tüm vakaların 

tahminen %20-27'sinden sorumludur (Buddle ve ark., 2023). Ülkemizde de 
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insanlarda C. difficile enfeksiyonları ile ilgili son yıllarda çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢ, 

ishal olgularından C. difficile izole edilmiĢtir (Sayın ve ark., 2020; Ülger ve ark., 

2014; Ayarcı ve ark., 2011). 

Etken, spor formundayken mide asidi de dahil olmak üzere kimyasal ve fiziksel 

dezenfektanlara dirençli iken, vejetatif formda ısı, alkol, eter, gastrik asit, 

antibiyotikler, antibakteriyel sabun, alkol bazlı el dezenfektanı gibi maddelere karĢı 

oldukça hassastır (Dilnessa ve ark., 2022). Öte yandan, bakterinin spor formuna karĢı 

etkili dezenfektanlar da ortaya koyulmuĢtur. Alkalen gluteraldehit, sodyum hipoklorit 

ve iyot bileĢikleri sporların inaktivasyonuna sebep olabilmektedir (Maestri ve ark., 

2022). Etanol ve oksijenle temas eden vejetatif formların öldüğü gözlemlenmiĢtir. 

Antibiyotikler, C. difficile‘nin vejetatif formlarını öldürür ama spor formları 

antibiyotiklere dirençlidir (Stein, 2012). C. difficile sporları normal mide 

koĢullarında hayatta kalabilir ancak vejetatif hücreler asit nedeniyle hayatta kalamaz. 

Vejetatif hücreler, pH> 5 olan tüm ortamları tolere edebilir (Martinez ve ark., 2022). 

Clostridioides difficile epidemiyolojisi, özellikle insanlar ve hayvanlar arasında 

giderek daha fazla önem kazanan bir konu haline gelmiĢtir. Hayvanlar, özellikle evcil 

kediler ve köpekler, C. difficile için potansiyel rezervuarlar olarak kabul 

edilmektedir. Ġnsanlarda olduğu gibi, hayvanlarda da C. difficile enfeksiyonları, 

antibiyotik kullanımı, bağıĢıklık sistemi bozuklukları ve gastrointestinal 

rahatsızlıklarla iliĢkilidir (Maestri ve ark., 2022). C. difficile, sağlıklı hayvanlarda da 

taĢıyıcı olarak bulunabilir, bu da bakteri ile temas halindeki insanlar için enfeksiyon 

riski oluĢturabilir. Hayvanlarda genellikle C. difficile‘in asimptomatik taĢıyıcıları 

daha yaygınken, ishal gibi klinik semptomlar da görülebilir (Wesse 2020). 

Hayvanlardan insanlara bulaĢ, özellikle evcil hayvanlarla yakın temasta bulunan 

bireyler için mümkündür, bu nedenle zoonotik bir patojen olarak C. difficile‘in halk 

sağlığı üzerindeki etkisi önemlidir. Yapılan araĢtırmalar, hayvanlardan elde edilen C. 

difficile izolatlarının, insanlardaki klinik suĢlarla genetik olarak benzerlik 

gösterdiğini ve antibiyotik direnç genlerinin taĢınabileceğini ortaya koymuĢtur. Bu 

durum, hayvanların C. difficile enfeksiyonlarının yayılmasındaki rolünü ve 

potansiyel zoonotik riski vurgulamaktadır (Hain-Saunders ve ark., 2022). 



26 

 

2.12. Ġnsanlarda C. difficile‟nin Neden Olduğu Hastalıklar 

Ġnsanlarda C. difficile enfeksiyonları, çok çeĢitli belirtilerle kendini gösterebilir. Bu 

belirtiler, asemptomatik taĢıyıcılıktan, yaĢamı tehdit edebilen toksik megakolona 

kadar geniĢ bir klinik spektrumda yer alır. Hafif ishal vakalarından, Ģiddetli 

pseudomembranöz kolit ve çoklu organ yetmezliği gibi ciddi komplikasyonlara kadar 

uzanan bu tablo, özellikle yaĢlılar, bağıĢıklık sistemi zayıf bireyler ve antibiyotik 

kullanımı sonrası bağırsak mikrobiyotası bozulmuĢ hastalarda daha sık 

görülmektedir. (Sinnathamby ve ark., 2023). 

2.12.1. C. difficile ile ĠliĢkili Kolit (CDAC) 

CDAC, genellikle C. difficile'ye bağlı ishalde görülen semptomlara benzer belirtilerle 

ortaya çıkar. Ancak bu durum, ek olarak ateĢ ve beyaz kan hücrelerinde belirgin bir 

artıĢ (lökositoz, 15 x 10
9
/L) ile karakterizedir. Fiziksel muayenede en sık karĢılaĢılan 

bulgu, karın bölgesinde hassasiyetin artmasıdır. Hastalarda ciddi derecede sıvı kaybı 

(dehidrasyon) yaĢanır ve dıĢkıda gizli kan testi pozitiftir. Kolonoskopik inceleme 

sırasında, bağırsak mukozasında kızarıklık (eritematöz mukoza), dokuların 

kırılganlığı ve temasla kolayca kanama gibi karakteristik değiĢiklikler göze çarpar 

(Baker ve ark., 2020). 

2.12.2. Psödomembranöz Kolit 

C. difficile enfeksiyonunun ilerlemiĢ bir formu olan psödomembranöz kolit, bağırsak 

duvarında psödomembran adı verilen kalın, seröz plakların oluĢmasıyla 

karakterizedir ve ishal semptomunun görülmesinin ardından 4 ila 10 gün arasında 

görülmeye baĢlar. Bu durum, bağırsak mukozasının ciddi hasar görmesine neden olur 

ve inflamasyonla birlikte Ģiddetli karın ağrısı, kanlı ishal ve ateĢ gibi belirtilerle 

kendini gösterir. TcdA ve TcdB toksinleri, bağırsak hücrelerine doğrudan zarar 

vererek hastalığın oluĢmasına yol açar. Psödomembranöz kolit, agresif olarak ortadan 

kaldırılmadığı sürece hipoalbüminemi, gizli kolonik kanama ve bağırsak membran 

geçirgenliğinin artması ile oluĢan ishal sonucu sıvı ve elektrolit kaybına bağlı ölüm 

tablosu görülebilir. (Clifford ve ark., 2017). 

2.12.3. Ülseratif Kolit (FCDC) 

Ülseratift C. difficile koliti (FCDC), nadir rastlanan bir kolit çeĢidi olup hastaların 

%3-8‘inde ortaya çıkar (Adams ve Mercer, 2007; Weese., 2020.). Bu durum özellikle 
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yaĢlılarda, kemoterapi nedeniyle bağıĢıklık sistemi zayıflamıĢ bireylerde, konjestif 

kalp yetmezliği olanlarda, böbrek yetmezliği bulunanlarda, transplantasyon veya 

cerrahi operasyon geçirmiĢ kiĢilerde ve yüksek antibiyotik direnci olan hastalarda 

daha yaygın olarak gözlemlenir (Girotra ve ark., 2012). 

2.12.4. Toksik Megakolon 

C. difficile enfeksiyonunun en ciddi komplikasyonlarından biri toksik megakolondur. 

Toksik megakolon, kolonun geniĢlemesi ve bağırsak peristaltik hareketinin 

durmasıyla sonuçlanır. Bu durumda, bağırsak içeriği boĢaltılamaz ve bu da bağırsak 

duvarının delinmesine (perforasyon) ve ciddi enfeksiyon tablosu ve sepsise yol 

açabilir. Toksik megakolon, karın bölgesinde aĢırı ĢiĢkinlik, Ģiddetli karın ağrısı, ateĢ 

ve ciddi dehidrasyon gibi belirtilerle kendini gösterir. Bu durum, cerrahi müdahale 

gerektirir ve acil bir tıbbi durum olarak değerlendirilmelidir (Khanna ve ark.,2012). 

2.12.5. Ġshal 

C. difficile, antibiyotikle iliĢkili ishalin en yaygın nedenidir. Antibiyotiklerin 

kullanımı, bağırsaktaki doğal mikrobiyal dengeyi bozarak C. difficile‘nin kontrolsüz 

replikasyonuna ve toksin üretmesine yol açar. Bu toksinler, bağırsak mukozasına 

zarar vererek sıvı salgısını artırır ve ishalin geliĢmesine neden olur. C. difficile 

enfeksiyonuna bağlı ishal hafiften Ģiddetliye kadar değiĢebilir. Hafif vakalar 

genellikle kendiliğinden düzelirken, Ģiddetli vakalar tedavi gerektirebilir 

(Bagdasarian ve ark.,2015). 

2.12.6. Sepsis 

C. difficile enfeksiyonu ilerlediğinde ve tedavi edilmediğinde, TcdA ve TcdB 

toksinlerinin kana karıĢması sonucu sepsis geliĢir. Sepsis, vücudun enfeksiyona karĢı 

aĢırı tepkisi sonucu organ yetmezliği ve düĢük tansiyon gibi hayati tehlike arz eden 

komplikasyonlarla kendini gösterir. C. difficile‘ye bağlı sepsis, bağırsak duvarının 

perforasyonu ve buna bağlı bakterinin kan dolaĢımına geçmesi sonucu oluĢur 

(Nelson ve ark., 2017). 

2.12.7. Rekürrent Enfeksiyonlar: 

C. difficile enfeksiyonları, tedavi sonrasında tekrarlama eğilimindedir. Ġlk enfeksiyon 

tedavi edildikten sonra bile bağırsakta kalan sporlar nedeniyle enfeksiyon tekrar 

edebilir. Tekrarlayan enfeksiyonlar genellikle daha Ģiddetli olabilir ve tedavisi daha 
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zordur. Tekrarlayan CDE, tedavisinde günümüzde fekal mikrobiyota 

transplantasyonu (FMT) gibi tedavi yöntemleri kullanılmaktadır (Furuya-Kanamori 

ve ark., 2015; Sinnathamby ve ark.,2023). 

2.12.8. Asemptomatik TaĢıyıcılık 

Etkenin yenidoğan mikrobiyomunun bir parçası olduğu bilinmektedir (Hall ve 

O'Toole, 1935; Snyder ve ark., 1937). Yenidoğanların yaklaĢık %40'ında veya daha 

fazlasında ve yetiĢkinlerin %2-3'ünde C. difficile taĢıyıcılığı mevcuttur ve antibiyotik 

tedavisi görmüĢ yetiĢkinlerde bu oran %25'e kadar yükselebilmektedir. 

Asemptomatik taĢıyıcılar, enfeksiyona neden olan patojeni barındıran ancak hastalık 

belirtileri sergilemeyen kiĢilerdir (Terveer ve ark., 2017). Bu tür taĢıyıcılık, bireyin 

bağıĢıklık durumu, patojenin özellikleri ve çevresel faktörler gibi unsurlara bağlı 

olarak değiĢiklik gösterebilir. C. difficile taĢıyan asemptomatik bireyler, bu bakterinin 

yayılmasında potansiyel bir kaynak olarak kabul edilmektedir ve bu bireylerden elde 

edilen suĢların genellikle toksijenik olduğu belirlenmiĢtir (Furuya-Kanamori ve ark., 

2015). Asemptomatik taĢıyıcılara, antimikrobiyal tedavi yöntemleri bakteri sporlarını 

yok edemediğinden ve bu durumun bireyleri C. difficile enfeksiyonuna daha duyarlı 

hale getirebileceği düĢünüdüğünden tedavi önerilmemektedir (Silva ve ark., 2017). 

2.13. C. difficile‟nin Hayvanlarda Neden Olduğu Hastalıklar 

C. difficile, genellikle genç hayvanlarda duodenumda ve jejenumun proksimalinde 

görülen pseudomembranöz kolit tablosuyla karakterize asemptomatik 

kolonizasyondan inatçı ishal tablosuna kadar değiĢebilen klinik semptomla 

seyretmektedir (Weese., 2020). 

Atlarda etken perakut hemorajik enterokolit, toksemi, ishal ve kolik Ģeklinde kendini 

gösterir (Weese., 2020). C. difficile atlarda patojenik olarak belirtilmiĢ olsa da, 

bağırsak mikrobiyomunda enfeksiyon oluĢturmadan kommensal olarak da görüldüğü 

bildirilmiĢtir (Hain-Saunders ve ark., 2022). Etken sağlıklı taylarda %0-29, 

antibiyotikle tedavi edilen taylarda %44, sağlıklı atlarda %0-7.6 (Weese ve ark., 

2010; Medina-Torres ve ark., 2011) ve tedavi gören atlarda %4.9-8.4 (Kecerova ve 

ark., 2019) oranlarında görülmektedir. 001, 012, 014, 017 ve 027 gibi insanlarda 

enfeksiyon oluĢturduğu bildirilen ribogruplara atlarda da rastlandığı bildirilmiĢtir 

(Weese., 2020). 
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Domuzlarda ise etken daha çok yeni doğanlarda tiflokolit ve mezokolonik ödem 

Ģeklinde kendini gösterirken antibiyotik kullanımına bağlı olmadan da hastalık 

oluĢturabilir. Bununla beraber insanlarda hastalık oluĢturduğu bilinen sekans 

tiplerinin domuzlardan da izole edildiği bildirilmiĢtir (Arruda ve ark., 2013). 

Hastalık buzağılarda diyare ile seyrederken, inekler ve düvelerin hastalıktan daha az 

etkilendikleri bildirilmiĢtir. Diyet  değiĢikliği, mastitis, buzağı sayısı ve 

antimikrobiyal maruziyet gibi çiftlik yönetimi ve sağlık durumu faktörleri, C. 

difficile bulaĢması riskinde artıĢ ile iliĢkilendirilmiĢtir (Magistrali ve ark., 2015). 

Yine aynı Ģekilde 033, 001, 014/020 ve 027 gibi özellikle insanlardan izole edilen 

ribogruplar ineklerde de bildirilmiĢtir (Knight ve ark., 2016). 

Köpeklerde etken genellikle akut hemorajik ishalden sorumlu olup uzun süreli 

antibiyotik tedavisinin bir yan etkisi olarak ortaya çıkabilmektedir (Weese., 2020). 

Köpeklerde, C. difficile'ye bağlı görülen ishal tablosunda etkenin primer mi yoksa 

sekonder ajan mı olduğu yönündeki araĢtırmalar sürmektedir (Alvarez-Perez ve ark., 

2017). 

Kedilerde de köpeklere benzer bir tablo söz konusudur. Kedilerde C. difficile ile ishal 

arasında bir iliĢki olduğuna dair çalıĢma oldukça azdır. Bilinen klinik semptomlar 

köpeklerde olduğu gibi kedilerde de hemorajik ishal ile sınırlıdır. Ayrıca yapılan 

çalıĢmalar kedi ve köpeklerde hem sağlıklı hem hasta hayvanların dıĢkısında etkenin 

varlığını ortaya koymuĢtur (Álvarez-Pérez ve ark., 2017; Thanissery ve ark., 2020; 

Silva ve ark., 2020). Ġshalli ve sağlıklı kedilerden elde edilen C. difficile suĢlarının 

ribogruplandırılması ile ilgili verileri sınırlıdır, ancak yapılan çalıĢmalar köpeklerde 

ve kedilerde benzer Ģekilde 010, 106 ve 014/020 gibi yaygın insan ribotiplerinin 

sıklıkla bulunduğunu ortaya koymuĢtur (McKenzie ve ark., 2010; Hussain ve ark., 

2015). 

2.14. Gıdalarda C. difficile Varlığı  

Toplum kaynaklı C. difficile vakalarındaki artıĢ ve perakende gıdalarda C. difficile 

varlığını gösteren çalıĢmalar (Marsh, 2013), C. difficile‘nin gıda kaynaklı olduğu 

düĢüncesini desteklemektedir. C. difficile'nin doğrudan gıda kaynaklı enfeksiyonlara 

neden olduğunu bildiren bir çalıĢma ortaya konulmamasına rağmen çiftlik hayvanları 

ve gıdalarda görülmesi, sporlarla kontamine olmuĢ gıdaların C. difficile 
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enfeksiyonlarının yayılmasında bir araç olabileceği düĢüncesini desteklemektedir 

(Candel-Pérez ve ark., 2019; Bauer ve Kuijper, 2015). Clostridial kökenli bazı 

etkenlerin (C. perfringens ve C. botulinum) fekal-oral yolla bulaĢması ve ciddi gıda 

enfeksiyonlarına sebebiyet vermesi, C. difficile'nin de gıda aracılığıyla bulaĢabileceği 

teorisini güçlendirmektedir (Warriner ve ark., 2017). C. difficile ile ilgili bir rapor, bu 

organizmanın tatlı su, deniz suyu, atık su gibi çeĢitli su kaynakları, toprak ve doğal 

çevrede yaygın olarak bulunduğunu göstermektedir (Candel-Pérez ve ark., 2019). 

Deniz ürünlerinde, özellikle midyelerde, filtrasyon yoluyla beslenme ve patojenleri 

yoğunlaĢtırma süreçleri nedeniyle C. difficile sporları ile kontamine oldukları tespit 

edilmiĢtir (Candel-Pérez ve ark., 2019; Eckert ve ark., 2013). Yapılan bir çalıĢmada 

etken, su ürünleri, deniz canlıları ve balıklardan % 4.8 oranında (Esfandiari ve ark., 

2014) izole edilirken, bir diğer çalıĢmada da köftelik kıyma ve toprak örneklerinde 

sırasıyla % 3 ve % 22 oranlarında (Rahimi ve ark., 2015) tespit edilmiĢtir Atık 

suların tarımsal sulamada kullanılması, ruminant dıĢkılarının gübre olarak kullanımı 

ve kontamine suların gıdaların yıkanmasında kullanılması, özellikle sebze ve 

meyveler için bir kontaminasyon kaynağı olmaktadır (Candel-Pérez ve ark., 2019). 

Kontamine dıĢkılarda bu bakterinin çeĢitli koĢullarda hayatta kaldığı pek çok 

çalıĢmada gösterilmiĢtir (Dharmasena ve ark., 2018; Usui ve ark., 2017; Weese ve 

ark., 2000). Kontaminasyon açısından oldukça müsait olan mezbahalarda tüketime 

açık etlerin kesim ve iç organların çıkarılması aĢamasında bağırsak içeriğinin 

dökülmesi mezbaha ortamında spor birikimine ve karkasların kontaminasyonuna 

neden olabilir. Mezbahanelerde yapılan çalıĢmalar, bu bilgiyi destekler niteliktedir 

(Abay ve ark., 2022; Candel-Pérez ve ark., 2019; Hampikyan ve ark., 2018; 

Rodriguez ve ark., 2013; Keessen ve ark., 2011; Weese ve ark., 2011).  

2.15. C. difficile‟nin teĢhisi 

C. difficile teĢhisi, doğru tedavi ve enfeksiyon kontrolü için hayati öneme sahiptir. 

Farklı teĢhis yöntemlerinin kullanımı, enfeksiyonun tanımlanmasında ve 

yönetiminde büyük bir rol oynar. Bu yöntemlerin her biri, klinik pratikte farklı 

avantajlar sunar ve uygun test seçimi, hastanın durumu, laboratuvar olanakları ve 

testlerin performans özelliklerine bağlı olarak yapılmalıdır (Housman ve ark., 2016). 

24 saat içinde baĢlamıĢ olan Ģekilsiz dıĢkısı olan bireyler, C. difficile testi için tercih 

edilen hedef grubudur. Bebeklerde toksijenik C. difficile‘nin yüksek oranda 
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asemptomatik taĢıyıcılığı nedeniyle, yenidoğanlar veya ≤12 aylık diyareli bebeklerde 

bu testin rutin olarak uygulanması önerilmemektedir. Ayrıca, C. difficile toksin kiti, 

diğer enfeksiyöz ya da non- enfeksiyöz nedenler ele alınmadan 1-2 yaĢındaki ishalli 

çocuklarda rutin olarak yapılmamalıdır. 2 yaĢ ve üzerindeki çocuklarda ise, uzun 

süreli veya kötüleĢen ishal ile birlikte risk faktörleri veya ilgili maruziyetleri bulunan 

hastalar için C. difficile testi önerilmektedir. Epidemiyolojik çalıĢmalar dıĢında, aynı 

ishal epizodunda tekrar test (7 gün içinde) ve asemptomatik bireylerde dıĢkı testi 

yapılmamalıdır (Perry ve ark; 2017). 

C. difficile enfeksiyonunun laboratuvar tanısında çeĢitli yaklaĢımlar kullanılabilir; 

ancak en uygun standart laboratuvar testi henüz belirlenmemiĢtir. C. difficile‘nin 

laboratuvar tanısı, mikroorganizmanın kendisini hedefleyen kültür ve glutamat 

dehidrogenaz (GDH) antijen testi, dıĢkıda C. difficile toksinlerinin varlığını tespit 

eden sitotoksisite nötralizasyon testi (CCNA), enzim immünoanalizleri (EIA‘lar) ve 

toksin genlerini hedefleyen moleküler yöntemler gibi birçok teĢhis yöntemi ile 

yapılmaktadır. C. difficile‘yi teĢhis etmek için hastanelerde genellikle iki veya üç 

aĢamalı bir algoritma kullanılır; pozitif bir ilk test, bir veya iki doğrulama testi veya 

referans yöntemle doğrulanır. TcdB sitotoksin tespiti, standart tanı yöntemi olarak 

savunulmaktadır. Ancak, optimal sonuçlar için hem kültür hem de toksin tespiti 

yapılması gerekmektedir. (Carroll ve ark., 2020). Ancak bu testler, laboratuvar 

testlerine ek olarak kullanılmadıkça yeterli duyarlılık ve özgüllük sağlamamaktadır. 

En uygun bakteriyolojik tanı için, sıvı dıĢkı materyali marazi madde olarak 

kullanılmalıdır. Sitotoksin aktivitesinin hızla kaybolması nedeniyle, testler hızlı bir 

Ģekilde yapılmalı, yalnızca taze örnekler iĢlenmeli ve bunlar 4°C veya altında 

saklanmalıdır (Stamper ve ark., 2009). Hızlı C. difficile tanısının yapılması, 

hastalığın ilerlemesini engellemek ve nozokomiyal vakaların sıklığını azaltmak için 

zamanında ve etkili enfeksiyon kontrol önlemleri açısından büyük önem taĢır. 

2.15.1. Bakteriyolojik TeĢhis  

Kültür, dıĢkının anaerobik ortama inokülasyonunu ve inkübasyondan sonra Ģüpheli 

kolonilerin belirlenmesini ve ardından C. difficile tipik koloni özelliği gösteren 

kolonilere toksin testi yapılmasını gerektirir. Tüm süreç 7 güne kadar sürebilir ve bu 

nedenle bu yöntem klinik bir laboratuvarda birincil tanı yaklaĢımı olarak kullanılmak 

için zor ve yavaĢtır. Ancak, C. difficile'nin tespiti için çok hassas bir yöntemdir. Öte 
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yandan salgın araĢtırmaları için izolatların izole edilmesi, antibiyotik direncinin 

araĢtırılması ve diğer testlerin değerlendirilmesi için referans yöntem olarak 

kullanılmaktadır (Swindells ve ark., 2010). Kültür metodu için bilim dünyasında 

farklı düĢünceler vardır. CCFA, yaygın olarak kullanılan bir besiyeridir ve üreyen 

koloniler, ultraviyole ıĢık altında incelendiğinde grimsi veya sarı yeĢil görünür ve 

karakteristik at harası, gübre kokusu yaymaktadır. ChromID C. difficile agar, 48 saat 

inkübe edilirse %100'e kadar duyarlılıkla siyah koloniler oluĢturur. Bir çalıĢmada, 

ChromID C. difficile agar ve CCFA sodyum taurokolat, yumurta sarısı veya koyun 

kanı, tripton soya agar ile zenginleĢtirildiğinde daha fazla sensitivite sağlamıĢtır 

(Edwards ve ark., 2013). Geleneksel yöntemler, Ģüpheli dıĢkı materyalinde bulunan 

ve elimine edilmek istenen organizmaları en aza indirmek için "ısı Ģoku" veya "alkol 

Ģoku" metotları uygular ve ardından seçici sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar veya bu 

maddeleri ihtiva eden bir besiyerine inokülasyon yapar. Daha yakın tarihli 

çalıĢmalar, taurokolat, antibiyotikler, karbonhidratlar ve lizozim içeren bir 

zenginleĢtirme besiyerinin (örneğin, taurokolat ve lizozim içeren sikloserin mannitol 

besiyeri (CCMB-TAL) inokülasyonunun, ısı veya alkol ön iĢlemine gerek kalmadan 

C. difficile'nin üremesini artırdığını göstermiĢtir (Carroll ve ark., 2020). Ayrıca, 

zenginleĢtirme teknikleriyle veya bunlar olmadan kromojenik agar besiyerinin 

kullanılmasının da hızlı ve hassas sonuçlar ürettiği gösterilmiĢtir (Housman ve arek., 

2016; Perry ve ark., 2017. Ekim; genellikle 37°C‘de, anaerobik koĢullarda 48-72 saat 

boyunca gerçekleĢtirilmektedir (AlataĢ ve Güner, 2018).  

2.15.2. Serolojik TeĢhis  

Hücre Kültürü Sitotoksisite Nötralizasyon Testleri (CCCNA) 

Hücre kültürü sitotoksisite nötralizasyon testleri, C. difficile'nin pseudomembranöz 

koliti tetikleyen toksinlerini tespit etmek için geliĢtirilmiĢtir. Bu test, dıĢkı 

örneklerinin bir hücre kültürü monolayer'ine inokülasyonunu ve sitopatogenik 

etkilerin gözlemlenmesini içerir. Hücrelerin yuvarlanması ve çıkıntılarla karakterize 

edilen sitopatogenik etki, toksinlerin varlığını doğrulamak için nötralize edilmelidir. 

CCCNA, toksin B'nin tespiti için hassas bir yöntem olmasına rağmen, klinik 

hassasiyeti %90'ın altındadır ve laboratuvar desteği gerektirdiği için popülaritesi 

azalmıĢtır (Carroll ve ark., 2020). 

Toksin Enzim Ġmmünoanalizleri (EIAs) 
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C. difficile'nin toksin A ve B‘yi tespit eden hızlı testlerdir. ÇeĢitli formatlarda mevcut 

olan bu testler, genellikle toksinlerin varlığını hızlıca belirlemek için kullanılır, ancak 

sensitivite ve değiĢkenlik sorunları yaĢayabilir. Daha yeni dijital ELISA testleri, 

toksinlerin daha hassas ve doğru tespitini sağlayarak, bu yöntemlerin sınırlamalarını 

aĢmaktadır. Dijital ELISA, femtolitre boyutunda kuyucuklarda tek molekül 

algılaması yaparak yüksek sensitivite sunar (Banz ve ark., 2018). 

Glutamat Dehidrojenaz (GDH) Testleri 

GDH ise C. difficile‘nin tüm suĢlarında bulunan bir metabolik enzimi hedefler ve 

genellikle birincil tarama adımı olarak kullanılır. GDH testleri düĢük maliyetli ve 

yüksek negatif prediktif değere sahiptir, ancak bazı çalıĢmalar, sensitivitenin ribotipe 

bağlı olarak değiĢtiğini göstermiĢtir. GDH testleri genellikle toksin EIAs veya 

nükleik asit testleri ile kombine edilerek çok aĢamalı algoritmalarda kullanılır. Bu 

yöntemler, C. difficile‘nin doğru ve etkili Ģekilde teĢhis edilmesini sağlar, ancak 

testlerin dikkatli seçilmesi ve uygulanması, doğru sonuçların elde edilmesi için kritik 

öneme sahiptir (Hart ve ark., 2014). 

2.15.3. Moleküler TeĢhis  

MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 

Mass Spectrometry) 

MALDI-TOF; biyomoleküller, polimerler ve bakteriler gibi moleküllerin iyonlaĢma 

zamanlarını inceleyerek bakterilerin identifikasyonunda da kullanılabilen bir kütle 

spektrometresi tekniğidir. MALDI-TOF MS, örneklerin iyonlaĢtırılması ve iyonların 

kütle/yük oranına göre ayrılarak analiz edilmesi prensibine dayanan ileri bir kütle 

spektrometri yöntemidir. MALDI aĢamasında, lazer yardımıyla matris aracılığıyla 

iyonlaĢma gerçekleĢtirilirken, TOF aĢamasında iyonlar hızlandırılarak kütlelerine 

bağlı dedektöre ulaĢma süreleri ölçülerek kütle spektrumu oluĢturulur. Proteinlerin 

moleküler ağırlıklarını ve yapılarını belirlemek için Proteomiks çalıĢmalarında, 

bakteri, mantar, virüs gibi mikroorganizmaların protein parmak izleri analiz edilerek  

mikrobiyal identifikasyonda, polimerlerin moleküler kütle dağılımlarını ve yapılarını 

analiz ederek polimer kimyası alanında, ilaç moleküllerinin yapılarının belirleyerek, 

farmasötik ve biyoteknoloji alanlarında kullanılır. Bu yöntem diğer identifikasyon 

yöntemlerine göre hızlı bir sonuç verse de diğer moleküler yöntemlere (PCR-WGS) 

destekleyici olarak kullanılması tavsiye edilmektedir (Ashfaq ve ark., 2022). 
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Nükleik Asit Tabanlı (NAT) Metodlar 

Nükleik asit tespit yöntemleri, C. difficile enfeksiyonunun tanısında önemli bir rol 

oynamaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanlı moleküler testler, 

1990'larda geliĢtirilmiĢ olsa da dıĢkı örneklerinde C. difficile tespiti için gerçek 

zamanlı PCR yöntemi 2008 yılında FDA onayı almıĢtır. ABD'de Ģu anda toksin A 

veya toksin B‘yi tespit eden 15 FDA onaylı moleküler platform mevcuttur. 

NAT‘ların analitik hassasiyeti, sitotoksin testlerinden 10 ila 100 kat daha yüksek 

olmasına rağmen, maliyetleri genellikle daha yüksektir. Bazı laboratuvarlar, 

NAT‘ları üç aĢamalı algoritmalara dahil ederek maliyetleri azaltmayı baĢarmıĢtır. Bu 

algoritmalarda, dıĢkı önce GDH ve toksinleri tespit eden bir kombinasyon testi ile 

değerlendirilir. GDH ve toksin testleri uyumlu ise sonuçlar raporlanır. GDH pozitif 

ve toksin negatifse, numuneler NAT testine yönlendirilir (Prosty ve ark., 2024). 

Bartsch ve ark.‘ın yaptığı ekonomik ve sağlık yararlarını karĢılaĢtıran çalıĢmada, 

GDH/toksin testi ve NAT kombinasyonun, en hızlı tedavi ve en düĢük maliyetli 

seçenek olarak raporlanmıĢtır (Bartsch ve ark., 2015). Daha yakın tarihlerde yapılan 

bir çalıĢma, laboratuvarların EIA'dan PCR testine geçiĢinin, negatif sonuçlar için 

tedavi süresini azaltarak maliyetleri dengelediğini göstermiĢtir. NAT pozitif, toksin 

negatif hastalar arasında hastalık Ģiddeti veya mortalite açısından fark 

gözlemlenmemiĢtir (Carroll ve ark., 2017). 

2.16. C. difficile Genotiplendirme Metodları 

Clostridioides difficile, nosokomiyal enfeksiyonların arasında en yüksek prevalansa 

sahip olan etkenlerden biridir. C. difficile’nin genotiplendirilmesi, bakterinin genetik 

profilini belirleyerek enfeksiyonların izlenmesini ve kontrolünü sağlamak için 

kullanılan çeĢitli yöntemleri içerir. Bu metotlar genetik varyasyonları tespit etmede, 

epidemiyolojik araĢtırmalarda ve tedavi stratejilerinin geliĢtirilmesinde kritik öneme 

sahiptir (Mendo-Lopez ve ark., 2024). 

2.16.1. Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), bakterinin DNA'sının belirli genetik 

bölgelerini amplifiye ederek genotiplendirmeyi hedefler. Toksin genleri (A ve B 

toksin genleri) veya ribotip belirleme için kullanılan spesifik gen bölgeleri PCR ile 

amplifiye edilir. Bu yöntemin avantajı yüksek hassasiyeti ve spesifikliğidir. Klasik 



35 

 

PCR'ye ek olarak, Real-Time PCR (qPCR) gibi geliĢmiĢ PCR yöntemleri de C. 

difficile genotiplendirmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. qPCR, amplifikasyon 

süreci sırasında DNA'nın miktarını ölçerek, enfeksiyonun derecesi hakkında bilgi 

sağlayabilir. Bu teknik, C. difficile suĢlarının daha hızlı ve hassas bir Ģekilde 

tanımlanmasına olanak tanır (Prosty ve ark., 2024). 

2.16.2. PCR Ribotipleme 

PCR ribotipleme, C. difficile‘in genetik çeĢitliliğini ve dizilimlerini belirlemek için 

kullanılan bir tekniktir. Bu yöntem, bakterinin rRNA bölgelerini hedef alır ve bu gen 

bölgelerinin kısıtlı değiĢkenliği sayesinde farklı suĢları ayırt edebilir. PCR 

ribotipleme, PCR ve jel elektroforez kombinasyonu ile gerçekleĢtirilir ve bakteriyel 

suĢların epidemiyolojik izlenmesinde kullanılır. Kapiller jel elektroforezi (CE), 

geleneksel slab jel elektroforezinin geliĢmiĢ bir formudur. Bu teknik, DNA 

fragmanlarının bir elektrik alanı altında bir kapiller tüp içerisindeki polimer jel 

matriksi boyunca hareket ettirilmesi esasına dayanır. DNA'nın negatif yüklü fosfat 

omurgası, pozitif yüklü bir anoda doğru çekilir. DNA parçaları, boyutlarına göre 

farklı hızlarda hareket eder; küçük fragmanlar jelde daha hızlı ilerlerken, büyük 

fragmanlar daha yavaĢ ilerler. Bu ayrıĢma süreci, DNA fragmanlarının boyutlarına 

dayalı olarak ayırt edilmesini sağlar (Bogiel ve ark., 2024). C. difficile suĢlarının 

izlenmesi ve epidemiyolojik araĢtırmalarında CE, farklı suĢların hızlı ve hassas bir 

Ģekilde ayrıĢtırılmasını sağlar. Özellikle salgın durumlarında, hastane veya sağlık  

kurumlarında farklı suĢların kaynağının izlenmesi için önemli bir araçtır. CE, 

salgınları izlemek, yeni suĢları tanımlamak ve hastalığın yayılmasını kontrol altına 

almak için değerli veriler sunar. Bununla birlikte CE'nin bazı sınırlamaları da vardır. 

Örneğin, kapiller tüp içerisindeki polimer matriksinin kalitesi, analiz sonuçlarını 

etkileyebilir. Ayrıca, bu teknoloji diğer genotiplendirme yöntemlerine kıyasla daha 

pahalıdır ve özel ekipmanların bakımı, deneyimli personel gerektirir (Bogiel ve ark., 

2024). 

2.16.3. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

MLST, C. difficile'nin farklı genetik profillerini belirlemek için kullanılan bir 

yöntemdir. Bu yöntem, bakterinin çeĢitli korunan gen bölgelerinin (housekeeping 

genler) dizilimlerini analiz eder. Her bir genin belirli bir dizilim kombinasyonu, 

bakteriyi belirli bir genotipe atar. MLST, yüksek derecede ayrıntılı genetik bilgi 
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sağlayarak, epidemiyolojik araĢtırmalar ve enfeksiyon kaynağının tespitinde 

kullanılır (Dingle ve ark., 2018). 

2.16.4. Tüm genom dizi analizi (WGS) 

Tüm genom dizi analizi, C. difficile genomunu yüksek çözünürlükle inceleyerek, 

mikroorganizmanın genetik yapısını, virülans faktörlerini, antibiyotik direnç 

genlerini ve çeĢitli moleküler belirteçleri detaylı bir Ģekilde ortaya koymaktadır (Wen 

ve ark., 2022). Geleneksel yöntemler, sınırlı sayıda genetik bölgeyi analiz ederek 

sonuç verirken, WGS tüm genomu tarayarak daha kapsamlı ve kesin sonuçlar sunar. 

C. difficile tespitinde WGS‘nin kullanımı, sadece klinik mikrobiyoloji anlamında 

değil, aynı zamanda halk sağlığı açısından da büyük önem arz etmektedir. 

(Mellmann ve ark., 2017). Bu yöntem, özellikle C. difficile'nin genetik çeĢitliliğini, 

klonal yayılımını ve genetik varyasyonlarını anlamada büyük bir avantaj sağlar (Eyre 

ve ark., 2013).  

Enfeksiyon kontrolü ve halk sağlığı stratejilerinin geliĢtirilmesi için bu yöntemlerin 

kombinasyonu genellikle tercih edilir, çünkü her biri farklı özellikler ve avantajlar 

sunar. Bu tür genetik analizler, C. difficile‘nin izlenmesinde ve kontrolünde kritik bir 

rol oynar. 

2.16.5. Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Analizi: 

SNP analizi, C. difficile‘nin genetik varyasyonlarını incelemek için kullanılan bir 

baĢka yöntemdir. Bu teknik, WGS‘yi müteakiben, gen dizilimi içindeki tek bir 

nükleotid değiĢimini (SNP) tespit eder ve bu değiĢimlerin bakterinin genetik 

profilindeki rolünü değerlendirir. SNP analizi, özellikle genetik çeĢitliliği ve direnç 

genlerini araĢtırmada etkili bir yöntemdir (Hulme ve ark., 2024). 

2.17. C. difficile Enfeksiyonlarında Tedavi  

2.17.1. Ġnsanlarda C. difficile Enfeksiyonlarında Tedavi  

CDE geçiren hastaların çoğunda, genellikle daha önce antibiyotik kullanımı 

kaydedilmiĢtir. Tedavi planlanırken, eğer hastada ciddi bir sistemik rahatsızlık 

bulunmuyorsa, antibiyotik tedavisine son verilmesi önerilir. Toksik megakolon 

riskine neden olabileceği için antimotilite ilaçlar kullanılmamalıdır. Bu riski 

azaltmak amacıyla, antiperistaltik etkisi olan opioidler‘den kaçınılmalıdır. Tedavi 

sürecinde ağız yoluyla sıvı verilerek hastanın yeterli düzeyde rehidrate edilmesi 
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büyük önem taĢır (McDonald ve ark., 2018). Tedavide sıklıkla tercih edilen 

antibiyotikler metronidazol, vankomisin ve fidaksomisin olup, tekrarlayan CDE 

vakalarında ise fekal transplantasyon daha uygun bulunmaktadır. Eğer kolon 

perforasyonu, sistemik inflamasyon ya da antibiyotik tedavisine rağmen klinik 

durumda kötüleĢme söz konusuysa, kolon lavajı ile birlikte total abdominal 

kolektomi veya diverting loop ileostomi gibi cerrahi yaklaĢımlar önerilmektedir. 

CDE, hem yatarak hem de ayakta tedavi gören hastalarda yaygın bir ishal nedenidir. 

Son yıllarda, CDE tedavi yöntemlerinde önemli değiĢiklikler olmuĢtur. En dikkat 

çekici olanlar, CDE'nin ilk epizodunda metronidazol yerine fidaksomisin ve 

bezlotoksumab eklenmesi ile mikrobiyal replasman tedavileridir (Normington ve 

ark., 2024). 

Metronidazol güncel tedavi protokollerine göre birinci basamak tedavi olarak 

önerilmemektedir. Oral vankomisin ve fidaksomisin artık hem Ģiddetli hem de 

Ģiddetli olmayan ilk CDE atakları için birinci basamak seçenekler olarak 

desteklenmektedir. Bu değiĢiklik, her iki seçeneğin de semptomların çözülmesini ve 

tedaviden bir ay sonra kalıcı çözümü garantilediğine dair kanıtlardan 

kaynaklanmaktadır. Metronidazol yalnızca hastaların oral vankomisin veya 

fidaksomisin kullanamadığı veya tedavi edilemediği Ģiddetli olmayan ilk ataklar için 

önerilmektedir. Nörotoksisite riski nedeniyle tekrarlanan veya uzun süreli tedavi 

kürlerinden kaçınılmalıdır. Ülseratif CDE'li hastalara, intravenöz (IV) metronidazol 

ile birlikte günde 4 kez 500 mg vankomisin verilmelidir. Tekrarlayan CDE için 

metronidazol kullanılmamalıdır. Metronidazol ilk tedavi için kullanıldıysa, hastalara 

oral vankomisin verilmelidir. Vankomisin ilk tedavi olarak kullanıldıysa, 

fidaksomisin kullanılabilir. Ġkinci veya sonraki tekrarlarda hastalar oral vankomisin, 

fidaksomisin veya fekal transplantasyon ile tedavi edilebilir. CDE tedavisinin 

önerilen tedavi süresinin ötesine uzatılması veya sürekli antibiyotik tedavisi 

gerektiren bir hasta için ampirik olarak antibiyotik kullanılması hastalığın nüks 

ihtimalini arttırmaktadır (McDonald ve ark., 2017; Normington ve ark., 2024). 

2.17.1. Vankomisin 

Vankomisin, bakteri hücre duvarının d-alanil-d-alanin kısmına bağlanarak 

glikopeptid polimerizasyonunu bloke ederek bakteriyel hücre duvarı sentezini inhibe 
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eden bir glikopeptiddir. Vankomisin, CDE tedavisi için oral yoldan uygulanır ve 

kolonda daha yüksek konsantrasyonlara ulaĢmak için minimal düzeyde sistemik 

olarak emilir. Oral vankomisinin yan etkileri arasında karın ağrısı, disgeuzi, mide 

bulantısı, baĢ ağrısı, ĢiĢkinlik ve periferik ödem bulunur (Jarrad ve ark., 2015). 

2.17.1. Fidaksomisin 

Fidaksomisin (Dificid), in vitro C. difficile'ye karĢı bakterisidal olan ve RNA 

polimerazları tarafından RNA sentezini inhibe eden bir makrolid antibakteriyel 

ilaçtır; Mayıs 2011'de onaylanmıĢtır. On sekiz yaĢ ve üzeri yetiĢkinlerde C difficile 

ile iliĢkili ishalin tedavisi için endikedir. Antimikrobiyal direnci kontrol altında 

tutmak ve fidaksomisinin etkinliğini korumak için fidaksomisin yalnızca C. 

difficile'den kaynaklandığı kanıtlanmıĢ veya Ģiddetle Ģüphelenilen enfeksiyonları 

tedavi etmek için kullanılmalıdır. Önerilen doz, 10 gün boyunca günde iki kez oral 

yoldan 200 mg'dır ve aç veya tok karnına alınmalıdır (McDonald ve ark., 2018). 

2.17.1. Rifaksimin 

Rifaksimin, bakteriyel DNA'ya bağlı RNA polimeraza bağlanarak bakteriyel RNA 

sentezini inhibe eder. Rifaksimin, kılavuzlarda tekrarlayan CDE'li hastalar için 

vankomisin sonrası ek bir tedavi rejimi olarak önerilmektedir. Bildirilen yaygın yan 

etkiler arasında baĢ dönmesi, yorgunluk ve mide bulantısı bulunur (Kitchin ve ark., 

2020) 

2.17.1. Metronidazol 

Metronidazol, DNA ile etkileĢime girerek helezon DNA yapısının kaybına ve tel 

kırılmasına neden olan bir nitroimidazoldür ve bu da duyarlı organizmalarda protein 

sentezinin inhibisyonuna ve bakteri ölümüne yol açar. Oral metronidazol %100 

biyoyararlanımlıdır. Ancak, sistemik emilim nedeniyle enfeksiyon bölgesinde düĢük 

konsantrasyonda ilaç bulunur ve bunun orta ve Ģiddetli CDE vakalarında etkinliğin 

azalmasına katkıda bulunduğu düĢünülmektedir. Bildirilen yan etkiler arasında baĢ 

ağrısı, mide bulantısı, metalik tat, baĢ dönmesi ve karın ağrısı bulunur (McDonald ve 

ark., 2018). 
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2.17.2. Hayvanlarda C. difficile Enfeksiyonlarının Tedavisi 

Hayvanlarda Clostridioides difficile enfeksiyonlarının tedavi yöntemleri, hastalığın 

Ģiddetine, hayvanın türüne ve genel sağlık durumuna göre farklılık gösterir. 

Öncelikle, C. difficile enfeksiyonları genellikle antibiyotik kullanımına bağlı olarak 

geliĢtiği için, enfeksiyonun tedavisinde antibiyotik seçimi dikkatle yapılmalıdır. 

Metronidazol ve vankomisin, insanlarda olduğu gibi hayvanlarda da en yaygın 

kullanılan antibiyotikler arasında yer alır. Bu antibiyotikler, C. difficile’nin neden 

olduğu bağırsak enfeksiyonlarını tedavi etmek için etkilidir, ancak özellikle 

metronidazol uzun süreli kullanımda bağırsak mikrobiyotasını daha fazla 

bozabileceği için dikkatli kullanılmalıdır. Vankomisin ise genellikle oral yolla verilir 

ve bağırsaklarda yerel olarak etki gösterir (Weese, 2020). 

Antibiyotik tedavisine ek olarak, probiyotikler de hayvanlarda C. difficile 

enfeksiyonlarının tedavisinde giderek daha fazla önem kazanmaktadır. Probiyotikler, 

bağırsak mikrobiyotasını dengelemeye yardımcı olur ve faydalı bakterilerin 

büyümesini teĢvik eder, bu da patojen bakterilerin yerleĢmesini zorlaĢtırır. Özellikle 

Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi probiyotik suĢların kullanımı, enfeksiyonun 

Ģiddetini azaltır ve bağırsak mikrobiyotasının normale dönmesine katkıda 

bulunabilir. Bu probiyotikler, genellikle besin takviyesi olarak veya doğrudan 

bağırsak mikrobiyotasını destekleyen ürünler Ģeklinde verilir. Yapılan çalıĢmalar, 

domuzlardan izole edilen C. difficile suslarından korunmada hayvan yemine dahil 

olan tiamulin, virginiamisin ve tilosinin profilaktik veya terapide faydalı 

olabilecegini vurgulamaktadır (Songer ve Anderson, 2006). Destekleyici tedaviler de 

hayvanlarda C. difficile enfeksiyonlarının yönetiminde önemli yer tutar. Ġshal 

nedeniyle sıvı kaybı yaĢayan hayvanlarda sıvı terapisi hayati önem taĢır. Ayrıca, 

diyetin sindirimi kolay ve besin açısından zengin olması, iyileĢme sürecini 

hızlandırabilir (Silva ve ark., 2013). 

2.18. C. difficile Korunma Yöntemleri 

Hatalı antibiyotik kullanımı, bağırsak mikrobiyotasının dengesini bozarak C. 

difficile‘in hızla üremesine zemin hazırlar. Bu da antibiyotik kullanımını C. difficile 

enfeksiyonlarının en önemli risk faktörlerinden biri yapar. Bu nedenle, antibiyotik 

kullanımının sınırlanması ve sadece gerektiğinde, uygun doz ve sürede verilmesi 

enfeksiyon riskini azaltmada kritik rol oynar. Sağlık çalıĢanlarının bu konuda 
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bilinçlendirilmesi ve dikkatli antibiyotik yönetimi, C. difficile enfeksiyonlarının 

önlenmesine katkı sağlar (McDonald ve ark., 2018). Bakterinin vejetatif formu 

zorunlu anaerobik olması nedeniyle oksijene karĢı duyarlıyken spor formu 

kurumaya, ısıya, birçok dezenfektana ve fiziksel ajanlara karĢı oldukça dayanıklıdır 

(Sabja ve ark., 2014). C. difficile, kolonda vejetatif halde, kolon dıĢarısındaki 

dokularda ise spor formunda bulunmaktadır (Adams ve ark.,2013). Etkenin sporları 

çevre ve ortam yüzeylerine oldukça dayanıklı olup, bu ortamlarda canlılıklarını 

uzun süre sürdürebilmektedir (Buddle ve ark., 2023). Bakterinin vejetatif formu, 

oda ısısında kuru yüzeylerde 15 dakika canlı kalırken, nemli yüzeylerde ise 6 saat 

canlı kalabilir (Adams ve ark., 2013). Bakterinin spor formu; hastane ortamı, (Rose 

ve ark., 2022) toprak, (Lim ve ark., 2020) doğal su kaynakları, (Lin ve ark., 2015) 

kum ve deniz tortuları, (Perumalsamy ve ark., 2019) tek ve çift tırnaklılar, köpek, 

kedi ve kanatlı gibi birçok hayvanın intestinal sistemi ve gaitasında 

bulunabilmektedir (Mitchell ve ark., 2022). Bunların yanı sıra etken, et ürünlerinde, 

sebzelerde, insan ve hayvanların piyojenik enfeksiyonlarında da tespit edilmektedir 

(Mengoli ve ark., 2022). Bakteri sporlarının çevre ortam yüzeylerinde, hastane 

personel kıyafetleri ve ekipmanlarında bulunması ve dezenfektanlara, ısı gibi 

fiziksel ajanlara karĢı dayanıklı olması nedeniyle mücadelesi zordur (Paredes-Sabja 

ve ark., 2014). 

Bakterinin sporları, özellikle hasta bakımı sırasında yüzeylere bulaĢabilir ve diğer 

hastalara veya sağlık çalıĢanlarına yayılabilir. Bu nedenle, el hijyeni uygulamaları, 

C. difficile‘den korunmada en temel önlemlerden biridir. Alkol bazlı el 

dezenfektanları C. difficile sporlarına karĢı etkili olmadığından, sabun ve su ile 

ellerin yıkanması önerilir. Ayrıca, hasta odalarının ve çevresel yüzeylerin uygun 

dezenfektanlarla (örneğin, sodyum hipoklorit) düzenli olarak temizlenmesi 

gerekmektedir (Guh ve Kutty, 2018). C. difficile enfeksiyonu olan hastaların izole 

edilmesi, enfeksiyonun yayılmasını önlemek için önemlidir. Bu hastalar, mümkünse 

tek kiĢilik odalarda tutulmalı ve bu odalara giren herkesin koruyucu giysi, eldiven 

ve maske gibi bariyer önlemleri alması sağlanmalıdır. Ġzolasyon önlemleri, hastanın 

tedavisi boyunca ve semptomların sona ermesinden en az 48 saat sonrasına kadar 

devam ettirilmelidir (Debast ve ark., 2014).  



 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Gereç 

3.1.1 Örneklerin Toplanması 

ÇalıĢma kapsamında Mart-Temmuz 2023 tarihleri arasında Kayseri ili Ģehir 

merkezinde faaliyet gösteren 5 özel veteriner kliniği her hafta ziyaret edilerek hotel 

veya hospitalizasyon hizmeti alan 50‘Ģer adet sağlıklı kedi ve köpek, 50‘Ģer adet 

ishalli kedi ve köpek olmak üzere toplam 200 hayvana ait rektal svap örneği toplandı 

ve C. difficile izolasyonu amacıyla materyal olarak kullanıldı.  

Kedi ve köpeklerden toplanan rektal svap örnekleri, stuart besiyerine konularak 

soğuk zincir altında en kısa süre içerisinde mikrobiyoloji laboratuvarına getirildi. 

Getirildikten hemen sonra örnekler, bekletilmeden analizlere baĢlandı. ÇalıĢmada C. 

difficile yönünden incelenen örnekler ve iĢletmelere göre dağılımı Tablo 3.1.‘de 

verilmiĢtir. 

3.1.2. Güç Analizi 

ÇalıĢmada etki büyüklüğü d= 0.3 (Cohen kriterlerine göre medium), α =0.05 ve 

testin gücü 0.80 alınarak gerekli olan minimum örnek sayısı 133 olarak belirlendi 

(Faul ve ark., 2007). 
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Tablo 3.1. Çalısmada C. difficile yönünden incelenen örneklerin sayısı ve iĢletmelere göre 

dağılımı 

ĠĢletme Hayvan Türü Toplanan svap sayısı 

Klinik A 
Kedi 20 

Köpek 20 

Klinik B  
Kedi 20 

Köpek 20 

Klinik C 
Kedi 20 

Köpek 20 

Klinik D 
Kedi 20 

Köpek 20 

Klinik E 
Kedi 20 

Köpek 20 

 

3.1.3. Clostridioides difficile Ġzolasyon ve Ġdentifikasyonunda Kullanılan 

Besiyerleri ve Kimyasallar 

C. difficile‘nin izolasyonu ve identifikasyonunda kullanılan besiyerleri aĢağıda 

verilmiĢtir: 

Ön zenginleĢtirme Besiyeri (Clostridioides difficile Moxolactam-Norfloxacin 

ilaveli Brain Heart Infusion Broth, CDMN Broth) 

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid CM1135, BirleĢik Krallık) 

Ġçindekiler Miktar g/L 

Brain infusion solids 12.5 

Beef heart infusion solids 5.0 

Proteose peptone 10.0 

Glucose 2.0 

Sodium chloride 5.0 

Disodium phosphate 2.5 

pH 7.4 ± 0.2 

Sodium Taurocholate Hydrate 96% (Alfa aesar A18346, ABD) 

Formülasyonu: C26H44NNaO7S•xH2O  

Formül Ağırlığı: 537.73(anhy)  

Optikal Rotasyonu: +23.0° (su içerisinde c=3)  
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Defibrine at kanı 

Bu amaçla manuel hazırlanan cam boncuklu steril bir kan alma seti kullanıldı. Bu set 

ile sağlıklı atların vena jugularis‘inden alınan kan hafifçe çalkalanarak cam 

boncuklar yardımıyla defibrine edildi. Kısa sürede laboratuvara ulaĢtırılan defibrine 

at kanı, steril koĢullarda steril falkon tüplere aktarılıp kullanılana kadar 4°C‘de 

saklandı. 

Clostridium difficile Moxalactam-Norfloxacin (CDMN) Selective Supplement 

(Oxoid SR0173, BirleĢik Krallık) 

Ġçindekiler Miktar mg/vial 

Cysteine hydrochloride 250.0 mg 

Norfloxacin 6.0 mg 

Moxalactam 16.0 mg 

Her bir vial 500 ml besiyeri için kullanılır. 

HazırlanıĢı: 18.5 g Brain heart infusion broth tartılarak 465 ml distile su içinde 

çözüldü. Besiyerinde son konsantrasyonu %0.1 olacak Ģekilde 0.5 g sodyum 

taurocholate hydrate eklenerek homojenize edildi. Hazırlanan broth, 121°C‘de 

otoklavda 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasında, su banyosunda 55°C'ye 

kadar soğutuldu. Daha sonra, 2 ml distile su ile homojenize edilen 1 vial CDMN 

selective supplement ve 35 ml (%7) defibrine at kanı ilave edilip homojenize edildi. 

Kullanılıncaya kadar +4°C‘de muhafaza edildi. 

Blood Agar Base No.2 (LiofilChem 610188, Ġtalya) 

Ġçindekiler Miktar g/L 

Tryptose  15.0 

Soy Peptone  2.5  

Yeast Extract  5.0  

Sodium chloride  5.0  

Agar  12.0  

pH: 7.4 ± 0.2  

HazırlanıĢı: 19.75 g besiyeri tartılarak, 465 ml distile suda çözündürüldü ve 

otoklavda 121 
o
C‘de, 15 dk sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasında, besiyeri ısısının 

düĢürülmesi amacıyla, ısısı 50 
o
C‘ye ayarlanmıĢ olan su banyosuna alındı ve burada 
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1-2 saat kadar bekletildi. Daha sonra, besiyerine 35 ml defibrine at kanı ilave 

edilerek homojenize edildi ve hacmi 20 ml olacak Ģekilde, steril plastik petrilere 

döküldü ve donması beklendi. Besiyerleri katı hale geldikten sonra, petriler ters 

çevrildi ve oda ısısında, UV ıĢığı altında 12-15 saat bekletildi. Hazırlanan %7‟lik at 

kanlı agarlar, kullanılıncaya kadar +4℃‟de muhafaza edildi. 

Brucella Broth (Liofilchem 64026, Italya) 

Ġçindekiler Miktar g/L 

Meat Peptone  10.0  

Tryptone  10.0  

Sodium chloride  5.0  

Yeast Extract 2.0  

Dextrose  1.0  

Sodium Bisulfite  0.1  

pH: 7.0 ± 0.2  

%15‟lik Gliserinli Brucella Broth HazırlanıĢı: 2.8 g besiyeri tartılarak, 85 ml 

distile suda çözdürüldü ve üzerine 15 ml gliserin (Merck 1.04093, Almanya) ilave 

edildikten sonra homojenize edildi ve 2 ml‘lik cryo tüplere (Tarsons T523021, 

Hindistan), 500‘er μl taksim edildi. %15‘lik Brucella Broth içeren Cryo tüpleri, 

otoklavda 121℃‘de, 15 dk sterilize edildi. Hazırlanan %15 gliserinli Brucella 

Broth‘lar, kullanılıncaya kadar +4℃‘de muhafaza edildi. 

C. difficile Toxin A Test (Thermo fisher-TD0970, ABD) 

C. difficile izolatlarının Toxin A varlığının serolojik yöntemle belirlenmesi için ticari 

bir test kiti (Thermo fisher-TD0970, ABD)‘nden yararlanıldı. 

Gram Boyama Seti  

Ticari Gram Boyama Seti (GBL, 5026, Türkiye) kullanıldı. 

Oksidaz Testi  

Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) test kiti kullanıldı.  

Katalaz Testi  
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Hydrogen peroxide (H2O2) (Merck, 117209, Almanya) test kiti kullanıldı. 

HazırlanıĢı: Ticari %30‘ luk hidrojen peroksitten 3 ml alınarak 27 ml distile su ile 

karıĢtırıldı ve %3‘lük H2O2 solüsyonu hazırlandı.  

Anaerobik Ortam Kitleri  

Clostridioides difficile‘nin üretilmesinde anaerob ortamı sağlamak için, anaerobik 

jarlar (Merck, 116387, Almanya) ve anaerobik ortam kitleri (Mitsubishi Gas 

Chemicals, GA500ZE, ABD) kullanıldı.  

3.1.4. Standart SuĢ 

Clostridioides difficile‘nin izolasyonu, elde edilen izolatların fenotipik testler ve 

moleküler yöntemle identifikasyonu aĢamalarında, ATCC 43593, ATCC 9689 ve 

NCTC 11223 Clostridioides difficile standart suĢları kullanıldı.  

3.1.5. Clostridioides difficile Ġzolatlarının Antibiyotik Duyarlılıklarının 

Belirlenmesinde Kullanılan Besiyeri ve Kimyasallar 

Brucella Agar (Merck 18795, Almanya) 

Ġçindekiler Miktar g/L 

Meat Peptone 10.0 

Casein Peptone  10.0 

Yeast Extract  2.0  

D (+)-Glucose 1.0 

Sodium chloride  5.0  

Agar  13.0  

pH: 7.0 ± 0.2  

 

 Gradiyent diffüzyon (E-test) stripleri 

C.difficile izolatlarının MIC değerlerini belirlemek için; Ampisilin (Liofilchem 

92003, Ġtalya), Vankomisin (Liofilchem, 92057, Ġtalya), Klindamisin (Liofilchem, 

92072, Ġtalya), Meropenem (Liofilchem, 92084, Ġtalya) ve Metronidazol (Liofilchem, 

92087, Ġtalya), antibiyotiklerini içeren E-test striplerinden yararlanıldı. 

3.1.6. Moleküler Analizde Kullanılan Kimyasallar  

10X PCR Buffer  

MgCI2 içermeyen, 10X ViBuffer A (Vivantis, RB0201, Malezya) kullanıldı.  
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Deoxynucleotide Trifosfat (dNTP)  

10 mM dNTP Mix (Vivantis, NP2410, Malezya) kullanıldı.  

Magnezyum klorür (MgCI2)  

25 mM MgCI2 (Thermo Scientific, R0971, ABD) kullanıldı.  

Taq DNA Polymerase  

5 U/µl Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific, EP0402, ABD) kullanıldı.  

10X Tris-borate-EDTA (TBE) Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, B52)  

HazırlanıĢı: 50 ml 10XTBE Buffer ve 950 ml distile su karıĢtırılarak, 0.5xTBE 

solüsyonu hazırlandı.  

Agaroz Jel (Fisher Scientific Agarose, BP1356-100, ABD)  

HazırlanıĢı: %1.5‘lik agaroz jel hazırlamak amacıyla, 0.75 g agaroz tartıldı ve 50 ml 

0.5XTBE eklendikten sonra, mikrodalga fırında eritildi. Eritilen jel, ısısı 50°C‘ye 

ayarlanmıĢ olan su banyosuna alındı ve ısısı düĢtükten sonra içerisine 3 μl ethidium 

bromide eklendi ve homojenize edildi. Elektroforez tankına taraklar yerleĢtirildikten 

sonra hazırlanan jel tanka döküldü.  

Ethidium Bromide  

Ticari %1‘lik ethidium bromide boyası (Gerbu, 1341, Almanya) kullanıldı.  

6X Loading Dye  

Ticari 1 ml‘lik 6XLoading Dye (Vivantis, NM0410, Malezya) kullanıldı 

DNA ekstraksiyon kiti  

Elde edilen C. difficile izolatlarından DNA ekstraksiyonu için DNeasy UltraClean 

Microbial Kit (Qiagen 12224-50, ABD) kullanıldı. 

Elde edilen izolatların moleküler analizlerinde kullanılan primerler  

Elde edilen izolatların C. difficile olarak moleküler identifikasyonu, toksin genlerinin 

varlığının belirlenmesi ve izolatların ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi amacıyla 

kullanılan primerler Tablo 3.2.‘de detaylı olarak verilmiĢtir.  
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DNA Ladder  

Ticari GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific SM0321) kullanıldı. 

Tablo 3.2. Moleküler analizlerde kullanılan primer listesi 

Hedef 

Gen 

Primer Sekans (5‟-3‟) Amplikon 

büyüklüğü 

(bp) 

Referans 

 

tpi 

tpi F AAAAGAGCTACTAAGGGTACAACA 
 

230 

 

Lemee ve 

ark., 2004 tpi R CATAATATTTGGCTTACTTCTTAC 

ERIC 

PCR 

1R ATGTAAGCTCCTGGGGTTGATCAC 
 

 

- 

 

Houf ve 

ark., 2002 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Clostridioides spp.‟nin Ġzolasyonu  

ÇalıĢmada, kedi ve köpek rektal svap örneklerinden C. difficile izolasyonu amacıyla 

(Abay ve ark., 2022) tarafından bildirilen yöntem kullanıldı. Örneklerin, C. difficile 

moxalactam-norfloxacin (CDMN) broth içerisinde 37 C‘de, 72 saat, anaerobik 

koĢullarda ön zenginleĢtirme iĢlemi gerçekleĢtirildi. Ġnkubasyon sonrası, elde edilen 

zenginleĢtirme kültürüne alkol Ģok metodu (ġekil 3.1) uygulanarak iĢlem sonrasında 

CDMN agara direkt ekim yapıldı. Ekim yapılan petriler 37 C‘de 72 saat anaerobik 

koĢullarda inkübasyona tabi tutuldu (Rodriguez- Palacios ve ark., 2007). 

Alkol ġok Yöntemi 

ÇalıĢma kapsamında ön zenginleĢtirmeye tabi tutulan tüm örneklerden sporların 

seçimi için alkol Ģok yöntemi uygulandı. Bu iĢlem için, 2 mL buyyon kültürü ve 2 

mL %96 etil alkol karıĢtırıldı ve homojenize edildi. Hazırlanan karıĢım, oda 

sıcaklığında 50-60 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından karıĢım, 8000xg‘de 

10 dakika santrifüje alındı. Santrifüj iĢlemi sonrası üstteki sıvı atılarak, dipte kalan 

tortudan %7 at kanlı CDMN agara seyreltilmiĢ Ģekilde ekim yapıldı. Ekim yapılan 

tüm petriler, 37 °C‘de 72 saat süreyle anaerobik ortamda inkübasyona alındı. CDMN 

agarda üreyen koloniler, Clostridioides spp. açısından değerlendirildi. Özellikle C. 

difficile'ye özgü tipik at harası kokusunu taĢıyan ve beyaz buzlu cam görünümünde 
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düzensiz koloni morfolojisine sahip bakteriler tespit edildi. Clostridioides spp. 

Ģüpheli kolonilerin saf kültürünü elde etmek amacıyla, at kanlı agara pasajlar yapıldı 

ve petriler 37 °C‘de 72 saat anaerobik ortamda inkübe edildi (ġekil 3.1). 

Saf kültürü elde edilen Ģüpheli izolatlar öncelikle fenotipik (Gram boyama, oksidaz, 

katalaz ve hareket testi) testlere tabi tutuldu. Fenotipik testler sonucunda; Gram 

pozitif basil, hareketli, oksidaz ve katalaz testleri negatif olan ve tipik at harası 

kokusu veren koloniler Clostridioides spp. yönünden pozitif olarak değerlendirildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.1. C. difficile izolasyonunda kullanılan alkol Ģok metodu (Rodriguez- Palacios ve 

ark., 2007). 

 

Fenotipik testler ile C. difficile Ģüpheli olarak belirlenen izolatların doğrulanması 

amacıyla C. difficile için spesifik ‗’tpi’’ genine ait primerler (Tablo 3.2.) kullanılarak 

gerçekleĢtirilen PCR yönteminden yararlanıldı (Lemee ve ark., 2004). Kedi ve köpek 

rektal svap örneklerinden gerçekleĢtirilen C. difficile izolasyonu ve identifikasyonuna 

iliĢkin basamaklar ġekil 3.2‘de Ģematize edilmiĢtir.  

 

 

Kedi ve köpek rektal svap örneklerinin CDMN supplementli 

BHI Broth‘da 72 saat 37 °C‘de anaerobik koĢullarda 

inkübasyonu 

Elde edilen sıvı kültürün eĢit hacimde %96‘lık etanol ile 

homojenize edilip oda sıcaklığında 50-60 dakika inkübasyonu 

Elde edilen karıĢımın 8000xg‘de 10 dakika santrifüje tabi 

tutulması 

Üstteki sıvı atılarak, dipte kalan tortudan %7 at kanlı CDMN 

agara seyreltilerek ekim yapılması 
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3.2.2. Elde Edilen Ġzolatların Clostridioides spp. Olarak Tanımlanması 

ġüpheli izolatların Clostridioides spp. olarak tanımlanması amacıyla çeĢitli fenotipik 

(Gram boyama, katalaz, oksidaz ve hareket testleri) ve moleküler (PCR) analizler 

uygulandı (ġekil 3.2.).  

Fenotipik Testler 

Gram Boyama 

Saf kültürlerden bir öze alınarak, lam üzerinde bir damla serum fizyolojik (tuzlu su) 

ile homojenize edildi ve lam üzerine yayıldı. Hazırlanan preparat havada kurutuldu 

ve ardından üç kez bek alevinden geçirildi. Ġlk olarak kristal viyole çözeltisi (GBL 

5026/01) eklenerek 2-3 dakika bekletildi. Boya döküldü ve preparat bol distile su ile 

yıkandı. Sonrasında lugol çözeltisi (GBL 5026/02) eklendi ve 1-2 dakika bekletildi. 

Boya döküldükten sonra preparat tekrar distile su ile yıkandı. Daha sonra, preparat 

üzerine %96‘lık alkol çözeltisi (GBL 5026/03) eklendi ve 30 saniye bekletildi. Son 

olarak, preparat sulu fuksin (GBL 5026/04) ile 30 saniye boyandı ve tekrar distile su 

ile yıkandı. Kurutma kâğıdı kullanılarak kurutulan preparat, immersiyon objektifinde 

incelendi. Gram pozitif ve spor oluĢturan veya oluĢturmayan basiller değerlendirildi 

(Pommerville, 2007). 

Katalaz Testi 

Saf kültürden bir öze dolusu koloni alınıp, lam üzerinde önceden damlatılmıĢ 100 µl 

%3 H2O2 ile karıĢtırıldı. Kısa sürede preparat üzerinde hava kabarcıklarının 

gözlenmemesi durumunda, katalaz testinin sonucu negatif olarak değerlendirildi 

(Pommerville, 2007).  

Oksidaz Testi  

Bu testte Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) kiti kullanıldı. Kâğıt 

oksidaz test Ģeridi üzerine, saf kültürden alınan öze ile sürüldü ve 1-2 dakika 

bekletildi. ġerit üzerinde herhangi bir renk değiĢimi gözlenmemesi halinde, test 

negatif olarak değerlendirildi (Pommerville, 2007). 
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Hareket Muayenesi 

 Steril bir lam üzerine bir damla serum fizyolojik damlatıldı. 72 saatlik katı kültürden 

alınan bir koloni, serum fizyolojik ile homojenize edildi ve lamel kapatılarak 

hazırlanan preparat üzerine immersiyon yağı damlatıldı. Mikroskop altında hareketli 

basiller değerlendirildi. 

3.2.2. Serolojik Testler 

C. difficile Toxin A Testi (Thermo fisher-TD0970, ABD) 

Kit üreticisinin talimatlarında bildirilen yöntemde materyal olarak dıĢkı örnekleri 

kullanılmaktadır. Ancak bu çalıĢmada Toksin A tespiti için dıĢkı örnekleri yerine C. 

difficile izolatlarının BHI broth kültürleri kullanıldı. Test prosedürü kit içeriğinde 

belirtilen basamaklara göre gerçekleĢtirildi. Sonuçların değerlendirilmesinde test 

Ģeridindeki immobilize antikora bağlanarak mavi çift çizgi oluĢturan izolatlar pozitif 

olarak, yalnızca kontrol çizgisi oluĢturan izolatlar ise negatif olarak değerlendirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3.2. C. difficile izolasyon ve identifikasyon Ģeması 
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3.2.3. Ġzolatların Antibakteriyel Duyarlılıklarının Belirlenmesi 

Elde edilen izolatların ampisilin, klindamisin, meropenem, metronidazol ve 

vankomisin gibi antibakteriyel ajanlara duyarlılıklarının belirlenmesi için 

gerçekleĢtirilen gradiyent diffüzyon (E-test) testi Clinical Laboratory Standards 

Institute (CLSI., 2025) tarafından bildirilen yönteme göre gerçekleĢtirildi. Kısaca, C. 

difficile izolatlarının ve Clostridium innocuum izolatının 24 saatlik taze kültüründen 

%0.85‘lik NaCl çözeltisi içerisinde inokulumlar hazırlandı. Ġnokulumların bulanıklığı 

McFarland 1 olacak Ģekilde ayarlandı. Her bir izolat için hazırlanan inokulumlardan 

0.1 ml alınarak 5 μg/L hemin, 1 μg/L K1 vitamini ve %5 defibrinlenmiĢ at kanı ilave 

edilena Brucella agara (Merck, 18795 Almanya) inoküle edildi ve cam drigalski 

çubuğu ile agarın yüzeyine yayıldı. Agarların yüzeyleri kurumaya bırakılarak her bir 

agara bir antibiyotiğe ait E-test stripi olmak üzere agar yüzeyine yerleĢtirildi. Petriler 

37°C‘de 72 saat anaerobik atmosferde inkübasyona tabii tutuldu. Ġnkübasyon 

sonucunda izolatların antibakteriyel duyarlılık sonuçlarının değerlendirilmesinde 

ampisilin, klindamisin, meropenem ve metronidazol için CLSI (CLSI, 2025) ve 

vankomisin için European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST., 2025) tarafından yayınlanan eĢik değerler kullanılmıĢtır. C. difficile 

ATCC 43593 ve S. aureus ATCC 25923 standart suĢları kalite kontrol organizmaları 

olarak kullanılmıĢtır. 

3.2.4. Moleküler Analizler 

Fenotipik testler sonucunda, Gram pozitif basil, hareketli, oksidaz ve katalaz testleri 

negatif olarak değerlendirilen izolatlar Clostridioides spp. Ģüpheli olarak kabul 

edildi. Bu izolatların C. difficile olarak tanımlanması amacıyla triose phosphate 

isomerase (tpi) gen varlığını esas alan PCR yönteminden yararlanıldı. 

DNA Ekstraksiyonu 

Clostridioides spp. Ģüpheli izolatlardan DNA ekstraksiyonu, üretici firmanın 

(DNeasy UltraClean Microbial Kit, Qiagen 12224-50, ABD) talimatlarına göre 

gerçekleĢtirildi. 

C. difficile‟nin Moleküler Yöntem ile Ġdentifikasyonu 

C. difficile‘nin identifikasyonu için Lemee ve ark. (2004) tarafından önerilen tpi 

genine özgü primerler kullanılarak PCR iĢlemi yapıldı. PCR karıĢımı, 25 µl 
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hacminde; 2.5 µl 10×PCR buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM KCl), 0.5 µl 10 mM 

dNTP, 3 µl MgCl2, 0.4 µl FastStart Taq polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Almanya) ve tpiF ve tpiR primerlerini içerecek Ģekilde hazırlandı. Amplifikasyon 

koĢulları, 94°C‘de 10 dakika baĢlangıç denaturasyonu, ardından 94°C‘de 50 saniye 

denaturasyon, 54°C‘de 40 saniye primer bağlanması ve 72°C‘de 50 saniye primer 

uzamasından oluĢan 35 siklus ve 72°C‘de 3 dakika final uzaması olacak Ģekilde 

gerçekleĢtirildi. 

C. difficile Ġzolatlarının Genotiplendirilmesi (ERIC-PCR) 

Genotiplendirme amacıyla Houf ve ark. (2002) tarafından önerilen ERIC-PCR 

analizi kullanıldı. Kullanılan primerler Tablo 3.2.‘de belirtilmiĢtir. PCR karıĢımı, 50 

µl hacminde, 5 µl 10×PCR buffer, 8 mM dNTP, 4 mM MgCl2, her bir primerden 25 

pmol ve 1 µl hedef DNA‘yı içerecek Ģekilde hazırlandı. Amplifikasyon koĢulları, 

94°C‘de 5 dakika ilk denaturasyon, ardından 94°C‘de 1 dakika denaturasyon, 

25°C‘de 1 dakika primer bağlanması ve 72°C‘de 2 dakika primer uzaması Ģeklinde 

40 siklus olarak gerçekleĢtirildi.  

Agaroz Jel Elektroforezis 

Moleküler identifikasyon ve toksin genlerinin analizinde uygulanan PCR sonucunda 

elde edilen amplifikasyon ürünleri, %1.5 agaroz jelde, ERIC-PCR ürünleri ise %2 

agaroz jelde 100V, 500 mA‘de 35 dakika koĢturulduktan sonra jel görüntüleme 

sistemi (Syngene G-F3) ile değerlendirildi. 

Tüm Genom Sekans Analizi 

C. difficile izolatlarından ticari kit yardımı ile çıkarılan DNA‘ların konsantrasyon ve 

saflıkları sırası ile Qubit Fluorometer dsDNA Quantification Assay Kit (Invitrogen 

Q32851, Ġngiltere) ve NanoDrop™ 2000 spektrofotometresi (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, ABD) kullanılarak ölçüldü. Konsantrasyon ve saflık değerleri WGS 

analizi için uygun olarak belirlenen DNA örnekleri kütüphane hazırlığı aĢamasına 

alındı.  

Kütüphane Hazırlama  

Genomik kütüphaneler Oxford-Nanopore PromethION Ligation Sequencing Kit 

(Nanopore-Native Barcoding Kit 24 V14-SQK-NBD114.24, Ġngiltere) kullanılarak 
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üreticinin bildirdiği direktifler doğrultusunda hazırlandı. Kütüphane hazırlığı 

sırasında, DNA‘nın adaptörlerle bağlanması, temizlenmesi ve boyut seçimi yapıldı.  

Genomik Dizileme 

Genomik dizileme iĢlemi, yeni nesil dizileme platformları içerisinde yer alan Oxford 

Nanopore (Oxford-Nanopore PromethION Ġngiltere) sisteminde gerçekleĢtirildi ve 

uzun okumalar R9.4.1 ve R10.4 kimyası kullanılarak elde edildi (ġekil 3.3.). 

Biyoinformatik iĢlem ve analizlerde referans suĢ olarak, C. difficile 630 

(GCA_000932055) kullanıldı. Bu tez kapsamında elde edilen C. difficile izolatlarının 

küresel suĢlarla akrabalık iliĢkilerinin belirlenmesi için National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) Dizi Okuma ArĢivi‘nden alınan C. difficile 

suĢlarına ait genomik veriler kullanıldı. 

3.2.5. Biyoinformatik Analizler 

Elde edilen C. difficile izolatlarının tüm genom dizi analizlerine ait ham verilerin 

kalite kontrolu, kırpılması hizalanması ve sirküler genom modeli oluĢturulması 

iĢlemleri BV-BRC ve Proksee arayüzü kullanılarak gerçekleĢtirildi (Olson ve ark., 

2023; Grant ve ark., 2023). Bu arayüze göre bakteriyel genom montajı 

gerçekleĢtirilmiĢ ve montaj sonrası hata düzeltme iĢlemleri uygulanmıĢtır. De novo 

montaj, elde edilen N50, L50, N90, G+C oranı Genom kapsamı (coverage), Tutarlılık 

ve Kontaminasyon kalite metrikleri göz önüne alınarak Flye V1.17 veya Unicycler 

v0.4.8 yazılımları kullanılarak yürütülmüĢ, ardından minimum kontig uzunluğu 1000 

bp ve minimum kapsama derinliği 5.0 olarak belirlenerek filtreleme yapılmıĢtır.  

Ortalama uzun okuma kapsama derinliği Minimap2 v2.24 ile hesaplanmıĢ ve hata 

düzeltme iĢlemi Racon v1.5.0 kullanılarak iki iterasyon halinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġlk iterasyonda montaj dosyaları ham okumalarla hizalanmıĢ ve Racon ile 

düzeltilmiĢ, ardından aynı süreç ikinci kez uygulanarak nihai olarak düzeltilmiĢ 

montaj dizisi elde edilmiĢtir. Montajın değerlendirilmesi için Prokka ve QUAST 

v5.2.0 yazılımları kullanılarak genom bütünlüğü ve kalite metrikleri analiz edilmiĢtir. 

BirleĢtirmelere dayanarak izolatların SlpA tiplendirilmesi, sekans tipleri ve içerisinde 

yer aldıkları MLST grupları, PubMLST veritabanı kullanılarak saptandı (Jolley ve 

ark., 2018). Çekirdek genom SNP araması, referans olarak C. difficile 630 

kullanılmak sureti ile FreeBayes arayüzünde gerçekleĢtirildi (Marth ve ark.,1999). 
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Çekirdek genom SNP hizalamaları, RAxML (Randomized Axelerated Maximum 

Likelihood) (v 8.2.12) tarafından gerçekleĢtirilen maksimum olabilirlik analizi için 

temel oluĢturdu. ERIC PCR sonuçlarının dendrogram analizinde GelJ programı 

(Heras ve ark., 2015) kullanılarak Dice katsayısına dayalı bir benzerlik matrisi 

hesaplandı ve örnekler %4'lik bir tolerans pozisyon değeri ve kullanılarak UPGMA 

algoritmasına göre kümelendi. WGS tabanlı Filogenetik ağaçlar ise FigTree v1.4.3 

(Rambaut ve ark., 2007) ve MEGA v.11.0.13 (Tamura ve ark., 2021) araçları ile 

gerçekleĢtirildi. Ġzolatların kendi aralarında ve referans tip suĢlar ile genetik 

yakınlıklarını analiz etmek için TYGS (Kolthoff ve ark., 2022) ve NCBI arĢivlerinde 

bulunan C. difficile suĢlarına ait genomik veriler kullanıldı. Antimikrobiyal direnç 

genlerinin tespiti Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) 

kullanılarak varsayılan ayarlar kullanılarak gerçekleĢtirildi (Alcock ve ark., 2023). 

Tez çalıĢmasına dahil edilen C. difficile izolatlarının virülens gen varlığı, elde edilen 

birleĢtirilmiĢ genomun Virulens Factor Database (VFDB) veri tabanına yüklenmesi 

ile analiz edildi (Liu ve ark., 2022). 

 

ġekil 3.3. C. difficile izolatlarına uygulanan WGS iĢlem Ģeması 
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3.2.6. Ġstatiksel Analiz 

Kediler ve köpekler arasında C. difficile pozitifliği açısından istatistiksel farkın ve 

kedi ve köpek rektal swap orijinli C. difficile izolatlarının yer aldıkları MLST sekans 

grupları ve bu izolatlarda saptanan virülens ve antibiyotik direnç genlerinin bulunma 

oranları arasındaki farkın değerlendirilmesi için Pearson Ki-kare test ve Fisher‘ın 

Kesin testi kullanıldı. Belirtilen istatistiksel analizlerin gerçekleĢtirilmesi için Jamovi 

programı (1.6.13 sürümü)‘ndan yararlanıldı. 

ÇalıĢmada C. difficile izolatlarının genotiplendirilmesi için kullanılan MLST, ERIC 

PCR ve SlpA ST yöntemlerinin ayrım gücü Simpson'ın çeĢitlilik indeksi (SID) 

hesaplanarak belirlendi. Bu tiplendirme yöntemleri arasındaki uyum ise ayarlanmıĢ 

Rand ve Wallace katsayılarının hesaplanmasıyla saptandı. SID, ayarlanmıĢ Rand ve 

Aralığı (GA) kullanılarak hesaplandı. Simpson'ın çeĢitlilik indeksi (SID), 

genotiplendirme yöntemlerinin izolatlar arasındaki ayrım gücünü göstermektedir. Bu 

indeks aĢağıdaki denklemle hesaplanmıĢtır: 

   =∑  (  − 1)/ ( − 1) 

i: Genotip çeĢidi, ni: i genotipinde yer alan izolat sayısı, N: Tiplendirmede kullanılan 

toplam izolat sayısı.  

AyarlanmıĢ Rand indeksi, iki genotiplendirme yöntemi arasındaki uyumun genel bir 

ölçüsünü sağlarken, Wallace katsayısı daha bilgilendiricidir ve bir yöntemle aynı 

genotipte saptanan suĢun diğer yöntemle de aynı tipte sınıflandırılma olasılığını 

temsil ettiği için net bir yorumlama sağlamaktadır. Bu indeks, online olarak Carriço 

ve ark. (2006) ve Pinto ve ark. (2008) tarafından tarif edildiği Ģekilde hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Ġzolasyon ve Ġdentifikasyon Sonuçları 

ÇalıĢmada incelenen 200 adet (50‘Ģer adet sağlıklı kedi ve köpek, 50‘Ģer adet ishalli 

kedi ve köpek) rektal svab örneğinden 12 (%12)‘si köpek ve 7 (%7)‘si kedi orijinli 

olmak üzere elde edilen toplam 19 (% 9.5) örnek Clostridioides spp. yönünden 

pozitif olarak belirlendi (ġekil 4.1). Bu pozitif örneklerden elde edilen 19 izolat 

fenotipik testler ve tpi PCR ile C. difficile olarak identifiye edildi. Elde edilen 19 C. 

difficile izolatına 1cd‘den -17cd‘ye kadar aralıksız ve 19cd ve 20cd olmak üzere kod 

verildi (Tablo 4.1). Fenotipik testler ve PCR ile identifiye edilen 19 C. difficile 

izolatının tüm genom dizi analizi sonucunda 18‘i C. difficile olarak doğrulanırken 1 

adet kedi orijinli izolat Clostridium innocuum (C. innocuum) olarak doğrulandı. Tüm 

genom dizi analizi sonucunda kedi ve köpek svap örneklerinde toplam C. difficile 

prevalansı %9 (18/200) olarak saptandı. Kedi ve köpek rektal svap örneklerinde C. 

difficile prevalansı sırasıyla %6 (6/100) ve %12 (12/100) olarak belirlendi. Kedi ve 

köpek rektal svap örneklerinde C. difficile varlığı açısından istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark (℃
2
= 2.20 sd=1, p= 0.138) bulunamadı (Tablo 4.2). Bununla birlikte 

analiz edilen örneklerin sağlıklı veya ishalli hayvanlardan alınma durumunun C. 

difficile‘nin izolasyonu açısından istatistiksel bir fark oluĢturmadığı saptandı (℃
2
= 

0.24 sd=1, p=0.621), (Tablo 4.2). Ayrıca, svap örneklerinin alındığı hayvanlarda 

örnek alımı öncesi antibiyotik kullanımının C. difficile izolasyonu açısından 

istatistiksel bir fark oluĢturmadığı da belirlendi (℃
2
= 0.98

 
sd=1 p=0.323), (Tablo 

4.2). 
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ġekil 4. 1.  ÇalıĢma kapsamında elde edilen ‗‗1cd‘‘ kodlu C. difficile izolatının CDMN 

agardaki saf kültürü 

 

Tablo 4. 1. ÇalıĢmada elde edilen C. diffcile izolatlarına verilen kodlar ve izolasyon 

orijinleri 

Ġzolat No Orijin Ġzolat No Orijin 

1cd
 a
 Sağlıklı köpek 11cd Ġshalli kedi 

2cd
 a
 Sağlıklı köpek 12cd Ġshalli kedi 

3cd
 a
 Sağlıklı kedi 13cd

 a
 Sağlıklı kedi 

4cd
 a
 Sağlıklı kedi 14cd

 a
 Sağlıklı kedi 

5cd Sağlıklı köpek 15cd Ġshalli köpek 

6cd
 a
 Ġshalli köpek 16cd Ġshalli köpek 

7cd
 a
 Ġshalli köpek 17cd 

a
 Sağlıklı köpek 

8cd Ġshalli köpek 19cd 
a
 Sağlıklı köpek 

9cd Ġshalli köpek 20cd 
a
 Sağlıklı köpek 

10cd* Sağlıklı kedi  

*: Clostridium innocuum izolatı, -: negatif, +: pozitif  
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 

 Sağlıklı köpek  Ġshallli 

köpek 

 Sağlıklı 

kedi  

 Ġshalli  

kedi 

 



58 

 

Tablo 4. 2. Rektal svap örneklerinin toplandığı kliniklere göre ve C. difficile pozitifliğine 

göre dağılımı 

ĠĢletme Toplanan Örnek Sayısı Pozitif Örnek Sayısı 

Kedi Köpek Kedi Köpek 

H D H D H D H D 

Klinik A 6+3
 a 11a

 14 6 a 1 2
a
 2 2

a
 

Klinik B 6 14 a 8+2
 a
 10 a  1

a
  1 

Klinik C 10+2
 a
 8 7+2

 a
 11 a -  2

a
+2  

Klinik D 11 9 a 6+2
 a
 12 a -  2

a
  

Klinik E 14 6 a 9 10 a +1 1 1
a
  1

a
 

℃
2
ishal durumu= 0.24 sd=1, p=0.621 

℃
2
antibiyotik kullanımı= 0.98

 
sd=1 p=0.323 

H: Sağlıklı, D: Ġshalli,
 a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 

 

4.1.1. Fenotipik Ġdentifikasyon Sonuçları 

ÇalıĢmada incelenen 200 adet kedi ve köpek rektal svap örneğinden elde edilen 

toplam 19 Clostridioides spp. Ģüpheli izolatın tamamının Gram pozitif, hareketli, 

oksidaz ve katalaz negatif olduğu saptandı (Tablo 4.3).  

Serolojik Ġdentifikasyon Sonuçları 

Ġzolatlara uygulanan Toksin (A) antijeninin saptanmasına yönelik serolojik test 

sonucunda; iki kedi orijinli izolatın (2/6, %33.3) ve yedi köpek orijinli izolatın (7/12, 

%58.3) Toksin (A) yönünden pozitif olduğu belirlendi (Tablo 4.3), (ġekil 4.2). 

4.1.2. Moleküler Ġdentifikasyon Sonuçları 

tpi Gen Varlığının AraĢtırılması 

Fenotipik testler ile Clostridioides spp. olarak tanımlanan 19 izolatın tamamı C. 

difficile için spesifik ‗‗tpi’’ geninin amplifiye edildiği tür spesifik PCR yöntemi 

sonucunda 230 bp büyüklüğünde bant verdi ve izolatların tamamı C. difficile olarak 

tanımlandı (ġekil 4.3), (Tablo 4.3). 
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ġekil 4. 2 Toksijenik ve non-toksijenik bazı örneklerin serolojik test sonuçları. K: Kontrol: 

Bu bölgede oluĢan tek çizgi testin çalıĢtığını göstermektedir.; S: Örneğin damlatıldığı bölge; 

P: Bu bölümde oluĢan mavi çizgi pozitif test sonucunu gösterir.; PK: Pozitif kontrol; 8cd, 

9cd, 16cd, 17cd, 19cd ve 20cd: pozitif örnekler; 13cd, 15cd ve 1cd: negatif örnekler 

 

 

 

ġekil 4. 3 Dıskı orijinli C. difficile izolatlarına ait PCR (tpi geni) ürünlerinin agaroz jel 

(%1.5) görüntüsü. M: Marker, P: Pozitif Kontrol ATCC 43593 C. difficile standart susu (230 

bp) N: Negatif Kontrol, steril distile su, 1-20: C. difficile pozitif izolatlar (230 bp). 
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Tablo 4. 3. Elde edilen Clostridioides spp. izolatlarının fenotipik ve moleküler test sonuçları 

Ġzolat 

No 

Fenotipik testler  

PCR 

(tpi geni) 
Gram 

Boyama 
Oksidaz Katalaz Hareket 

Toksin (A) 

Test kiti 

1cd
 a
 + - - + - + 

2cd
 a
 + - - + - + 

3cd
 a
 + - - + + + 

4cd
 a
 + - - + + + 

5cd + - - + + + 

6cd
 a
 + - - + - + 

7cd
 a
 + - - + - + 

8cd + - - + + + 

9cd + - - + + + 

10cd* + - - + - + 

11cd + - - + - + 

12cd + - - + - + 

13cd
 a
 + - - + - + 

14cd
 a
 + - - + - + 

15cd + - - + - + 

16cd + - - + + + 

17cd
 a
 + - - + + + 

19cd
 a
 + - - + + + 

20cd
 a
 + - - + + + 

*: Clostridium innocuum izolatı, -: negatif, +: pozitif  
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar                                    

 

 Sağlıklı köpek  Ġshallli köpek  Sağlıklı kedi   Ġshalli kedi 

 

4.2. Antibiyotik Duyarlılık Test Sonuçları  

Kedi orijinli C. difficile izolatlarının ampisilin ve klindamisine sırası ile %33.3 (2/6) 

ve %50 (3/6) oranında duyarlı olduğu saptanırken her iki antibiyotiğe %50 (3/6) 

oranında dirençli oldukları belirlendi. Bununla birlikte kedi izolatlarının tamamının 

vankomisin, meropenem ve metronidazole duyarlı olduğu belirlenirken, bir kedi 

izolatının (1/6, %16.6) ampisiline orta derece duyarlı olduğu saptandı. Köpek orijinli 

C. difficile izolatlarının tamamının vankomisine karĢı duyarlı olduğu belirlendi. 

Ġzolatların; ampisilin, klindamisin, meropenem ve metranidazole sırasıyla 

%50(6/12), %75(9/12), %58.3 (7/12) ve %83.3 (10/12) oranında duyarlı olduğu 

saptanırken yine sırasıyla %16.6 (2/12), %25 (3/12), %41.6 (5/12) ve %16.6 (2/12) 

oranında da dirençli olduğu belirlendi. Ayrıca izolatlarda ampisiline karĢı %33.3 

(4/12) oranında orta derecede duyarlılık saptandı (Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6), 

(ġekil 4.4, ġekil 4.5). 
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4.2.1. C. difficile Ġzolatlarında Çoklu Antibiyotik Direnci 

ÇalıĢmada elde edilen toplam 18 C. difficile izolatının dört (4/6, %66.6) ‘ü kedi ve 

sekiz (8/12, %66.6)‘i köpek orijinli olmak üzere 12 tanesi test edilen antibiyotikler 

içerisinden en az birine dirençli bulundu. Ġki (2/6, %33.3) kedi orijinli izolat iki farklı 

antibiyotiğe (AMP, CD) karĢı dirençli saptanırken, iki (2/12, %16.6) köpek orijinli 

izolat üç farklı antibiyotiğe (MRP, CD, AMP) karĢı dirençli saptandı (Tablo 4.5), 

ġekil 4.4, ġekil 4.5). 

 

Tablo 4. 4. Kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının antibakteriyel duyarlılık sonuçları 

 

 

 

  

 Tablo 4. 5. C. difficile izolatlarında saptanan çoklu antibiyotik direnci 

Ġzolat adı 
Direnç saptanan antibiyotik 

sayısı 

Antibiyotikler 

14cd
 a
 2 CD, AMP 

4cd
 a
 2 CD, AMP 

2cd
 a
 3 CD, AMP, MRP 

8cd 3 CD, AMP, MRP 

 Sağlıklı  

köpek izolatları  

 Sağlıklı  

kedi izolatları 

 Ġshalli  

köpek izolatları 

AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ: 

Metronidazol. 
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 

 

 

 

 

Antibiyotik 

Grubu 
ANT 

Kedi (N=6) Köpek (N=12) Toplam (N=18) 

S 

(%) 

I 

(%) 

R 

(%) 

S 

(%) 

I 

(%) 

R 

(%) 

S 

(%) 

I 

(%) 

R 

(%) 

Penisilin 
AMP 

2 

(33.3) 

1 

(16.6) 

3 

(50) 

6 

(50) 

4 

(33.3) 

2 

(16.6) 

8 

(44.4) 

5 

(27.7) 

5 

(27.7) 

Linkozamid 
CD 

3 

(50) 
- 

3 

(50) 

9 

(75) 
- 

3 

(25) 

12 

(66.6) 
- 

6 

(33.3) 

Glikopeptid 
VAN

 6 

(100) 
- - 

12 

(100) 
- - 

18 

(100) 
- - 

Karbapenem 
MRP 

6 

(100) 
- - 

7 

(58.3) 
- 

5 

(41.6) 

13 

(72.2) 
- 

5 

(27.7) 

Nitroimidazol 
MTZ 

6 

(100) 
- - 

10 

(83.3) 
- 

2 

(16.6) 

16 

(88.8) 
 

2 

(11.1) 

N: C. difficile izolat sayısı, S: Duyarlı, I: Orta derecede duyarlı, R: Dirençli  

ANT: Antibiyotikler, AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, 

MTZ: Metronidazol 
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A B 

C D 

E 

F 

ġekil 4. 4. C. difficile izolatlarının antibakteriyel duyarlılık test sonuçları. 

A: 2cd, B: 1cd; C: 17cd, D: 16cd; E: 12cd, F: 6cd kodlu izolatların sırasıyla ampisilin, 

klindamisin ve metronidazol antibiyotiklerine karĢı duyarlılık zonları.   
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A B 

C D 

ġekil 4. 5. C. difficile izolatlarının antibakteriyel duyarlılık test sonuçları. 

A: 18cd, B: 8cd; C: 14cd, D: 5cd kodlu izolatların sırasıyla meropenem ve vankomisin 

antibiyotiklerine karĢı duyarlılık zonları. 
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Tablo 4. 6. Kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının E-test sonuçları 

 

 

 

Anti- 

biyotik 

MIC Değeri 

(mg/L) 

MIC değerlerine göre C. difficile izolat sayıları 

S I R Orijin 0.032 0.125 0.16 0.19 0.256 0.38 0.47 0.5 0.64 0.75 0.94 1 1.5 2 3 4 8 12 16 ≥32 

AMPC ≤0.5 1 ≥2 
Kedi - - - - - 1 - 1 - - - 1 2 - - 1 - - - - 

Köpek - - - - - 3 - 3 - - - 4 - - - 2 - - - - 

CDC 2 4 ≥8 
Kedi - - - 1 - - - - - 1 1 - - - - - 3 - - - 

Köpek - 1 1 1 2 2 - 1 1 - - - - - - - 1 2 - - 

VANE ≤2 - ≥2 
Kedi - - 1 - 1 2 - - - 1 - 1 - - - - - - - - 

Köpek - 4 - - - 3 - 4 - 1 - - - - - - - - - - 

MRPC ≤4 8 ≥16 
Kedi - - - - - - - 1 - - - 2 2  1  - - - - 

Köpek - - - - - 1 - - - 1 -  1 2 - 2 - - - 5 

MTZC ≤8 16 ≥32 
Kedi - - - 2 1 - 1 1 -  - - - 1 - - - - - - 

Köpek 2 2 - - 1 2 - 1 - 1 - - - - - - 1 - - 2 

AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ: Metronidazol, E: Değerlendirilmesinde EUCAST 2025‘te bildirilen eĢik değerler kullanılmıĢtır. 
C: CLSI 2025‘te bildirilen eĢik değerler kullanılmıĢtır. MIC: Minimum inhibitör konsantrasyon,  S: Duyarlı, I: Orta derecede duyarlı, R: Dirençli 

 Duyarlı izolatlar  Orta derece duyarlı izolatlar  Dirençli izolatlar 
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4.3. WGS Analiz Sonuçları 

4.3.1. Tüm Genom Dizileme (WGS) Kalite Bulguları 

ÇalıĢmada PCR ile C. difficile olarak tanımlanan 19 adet izolat, FastQC analizine tabi 

tutuldu ve sekans kaliteleri ile ilgili herhangi bir sorun tespit edilmedi. Elde edilen C. 

difficile genomları referans genom C. difficile 630 ile karĢılaĢtırıldığında izolatların 18‘i 

C. difficile olarak belirlenirken 1‘i C. innocuum olarak identifiye edildi. Kontiglerin 

N50 değerleri minimum 256,093, maksimum ise 4.223,882 olarak hesaplandı. L50 

değerleri ise en düĢük 1, en yüksek ise 7 olarak belirlendi. Genom uzunluğu ortalama 

4.272,472 bp olarak belirlenen izolatların elde edilen N50, L50, N90, G+C oranı Genom 

kapsamı (coverage), Tutarlılık ve Kontaminasyon kalite metrikleri göz önüne alınarak 2 

tanesi Flye V1.17 ile ile birleĢtirilirken 16 tanesi Unicycler v0.4.8 ile birleĢtirildi (Tablo 

4.7). 10cd izolatına (C. innocuum) ait genom ise Unicycler v0.4.8 ile birleĢtirildi. 

ÇalıĢmada WGS analizine tabi tutulan 18 C. difficile izolatının tüm genom dizilerinin 

TYGS veritabanında eĢleĢtiği türlere iliĢkin veriler (Tablo 4.8)‘da sunulmuĢ olup ilk 

eĢleĢmelerin farklı C. difficile tip suĢları ile olduğu belirlendi. Bununla beraber 

çalıĢmada izole edilen ve WGS analizine tabi tutulan 18 C. difficile izolatı ile 1 C. 

innocuum izolatı NCBI Genbank veri tabanına kaydedildi ve izolatlara ait BioProject, 

BioSample ve eriĢim numaraları alındı (Tablo 4.8).  

4.3.2. Genom Anotasyon Sonuçları 

Ġzolatların Toksin Genlerinin Belirlenmesi 

Ġzolatların genomları üzerinde sahip oldukları toksin genleri tespit edildi. Sekiz izolatın 

(%44.4) TcdB ve TcdA genlerini birlikte taĢıdığı, bir izolatın ise sadece TcdA genini 

taĢıdığı belirlendi. Öte yandan izolatların hiçbirinde Cdt gen ailesine ait herhangi bir 

gene rastlanmadı. Dokuz (%50) izolatın ise non-toksijenik olduğu belirlendi. Dokuz 

toksijenik izolatdan iki (%22.2) tanesinin kedi, yedi (%77.7) tanesinin köpek orijinli 

olduğu görüldü (Tablo 4.9). 

Ġzolatların Adherans Genlerinin Belirlenmesi 

Ġzolatların, adherans‘da etkili hücre duvarı proteinleri (Cwp 88, Cwp 66), yüzey tabakası 

proteini (SlpA) ve Flagella (fliP)‘larını kodlayan genlerin varlığı saptandı. Analizler 

sonucu; dört (%66.6) kedi ve 11 (91.6) köpek orijinli olmak üzere 15 (%83.3) izolatın 

Cwp 66 ve Cwp 88, 10 (83.3) köpek ve dört kedi (%66.6) orijinli olmak üzere 14 

(%77.7) izolatın ise SlpA gen varlıklarının pozitif olduğu ve bütün izolatların (%100) 
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fliP geni yönünden pozitif olduğu tespit edildi (Tablo 4.9). Elde edilen izolatlardan 

temsili olarak seçilen ‗‗6cd‘‘ izolatının sirküler genom demonstrasyonu ġekil 4.6‘da 

verilmiĢtir. 

 

Ġzolatların Antibiyotik Direnç Genlerinin Belirlenmesi 

C. difficile izolatlarının bazı önemli direnç genleri (nimB, tet(M), ermB, CDD-1, CDD-

2, vanG, vanR, mefH, vanS, vanA, vanT, vanZ-1) ve dirençle iliĢkili olduğu bilinen SNP 

tipleri (C656T, cpIR), incelendi. Kedilerde; iki (%33.3) izolatta gyrA SNP‘si, altı 

(%100) izolatta nimB geni, iki (%33.3) izolatta tet(M) geni, üç (%50) izolatta CDD-1 

geni, iki (%33.3) izolatta CDD-2 geni, dört (%66.7) izolatta vanR geni, iki (%33,3) 

izolatta mefH geni, iki (%33,3) izolatta vanZ-1, dört (%66.7) izolatta vanT, dört (%66.7) 

izolatta vanS tespit edildi, öte yandan ermB, vanA ve vanG genlerine rastlanmadı. 

Köpeklerde ise; üç (%25) izolatta gyrA SNP‘si, dokuz (%75) izolatta nimB geni, dört 

(%33.3) izolatta tet(M) geni, beĢ (%41.6) izolatta ermB geni, beĢ (%41,6) izolatta CDD-

1 geni, altı (%50) izolatta CDD-2 geni, bir (%8.3) izolatta vanG geni, altı (%50) izolatta 

vanR geni, yedi (%58.3) izolatta vanZ-1 geni, beĢ (%58.3) izolatta (%41.6) vanT geni 

bulunurken köpek orijinli izolatlarda mefH geni tespit edilmedi. Öte yandan tüm 

izolatlarda (%100) C656T ve cpIR SNP tipleri gözlemlendi (Tablo 4.9, Tablo 4.10), 

(ġekil 4.4).  
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ġekil 4.6. ‗‘6cd‘‘ kodlu köpek orijinli C. difficile izolatının genom anotasyonundan elde edilen 

verilerin sirküler organizasyonu. En dıĢ halkadan içe doğru sırasıyla; (+3) çerçeve okuma 

bölgeleri (ORF'ler), (+2) çerçeve ORF'ler, (+1) çerçeve ORF'ler, forward yönde gen özellikleri, 

omurga (kontigler), negatif yönde gen özellikleri, (-1) çerçeve ORF'ler, (-2) çerçeve ORF'ler ve 

(-3) çerçeve ORF'ler gösterilmiĢtir. Renk kodları: Mavi, gen kodlayıcı diziler (CDS); Mor, GC 

eğimi (+ve-); YeĢil, pozitif GC eğimi; Kırmızı, antibiyotik direnç genleri (CARD); Gri, GC 

içeriği; Siyah, Phigaro yazılımı ile tanımlanmıĢ olan faj bölgeleri.  
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ġekil 4.7. ‗‘6cd‘‘ kodlu köpek orijinli C. difficile izolatının genom anotasyonu sonucunda elde 

edilen verilerin dairesel gösterimi. Grafik dıĢdan içe doğru; elde edilen kontigleri, forward 

iplikteki CDS'leri, reverse iplikteki CDS'leri, RNA genlerini, bilinen antimikrobiyal direnç 

genlerini, bilinen virülans faktörlerini, GC içeriğini ve değiĢimlerini göstermektedir. 
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Tablo 4. 7. Analiz edilen C. difficile genomlarının sıralama ve kalite verileri. Kontig: DNA dizisinin bir konsensüs bölgesini temsil eden üst üste 

binen okumalar kümesini ifade eder. N50: Genom montaj kalitesini değerlendirmek için kullanılan bir istatistiktir L50: N50 değerini veren kontig 

sırasını ifade eder. 

Ġzolat 

adı 

BirleĢtirme 

Metotu/Versiyon 

Numarası 

Kontig 

Sayısı 

En uzun 

Kontig 

Uzunluğu 

Genom 

Uzunluğu 

(bp) 

N50 Değeri L50 

Değeri  

Genom 

kapsamı 

Tutarlılık 

(%) 

Kontaminasyon 

(%) 

1cd
 a
 Flye V1.17 44 465.708 4.353,375  256.093 7 32.201 99.9 4.60 

2cd
 a
 Flye V1.17 33 754.565 4.263,056  449.627 4 27.548 99.9 4.20 

3cd
 a
 Unicycler v0.4.8 5 1.862,139 4.260,319  1.407,069 2 146.460 99.9 1.0 

4cd
 a
 Unicycler v0.4.8 8 1.843,982 4.278,067  1.281,723 2 145.195 98.7 4.50 

5cd Unicycler v0.4.8 6 2.338,613 4.162,933  2.338,613 1 144.58 99.9 4.00 

6cd
 a
 Unicycler v0.4.8 4 1.507,595 4.255,016  1.168,397 2 140.84 99.9 4.00 

7cd
 a
 Unicycler v0.4.8 1 4.223,882 4.223,882  4.223,882 1 143.90 99.8 1.80 

8cd Unicycler v0.4.8 4 2.147,160 4.199,551  2.147,160 1 141.23 99.9 1.60 

9cd Unicycler v0.4.8 4 2.172,201 4.129,768  2.172,201 1 77.48 99.8 1.60 

10cd* Unicycler v0.4.8 1 4.593,329 4.593,329  4.593,329 1 106.322 97.4 0.7 

11cd Unicycler v0.4.8 6 1.704,751 4.310,047  1.341,628 2  83.81 99.8 1.80 

12cd Unicycler v0.4.8 4 2.070,423 4.360,088  902.593 2 142.16 100.0 2.20 

13cd
 a
 Unicycler v0.4.8 4 1.739,521 4.249,635  1.193,116 2  141.85 99.9 2.20 

14cd
 a
 Unicycler v0.4.8 6 1.225,356 4.266,842  1.131,952 2 143.447 99.9 2.50 

15cd Unicycler v0.4.8 2 4.035,163 4.154,450  4.035,163 1 145.02 100.0 2.20 

16cd Unicycler v0.4.8 23 1.582,966 4.851,448  456.851 3  140.70 99.6 4.00 

17cd
 a
 Unicycler v0.4.8 5 1.686,828 4.172,076  1.035,982 2 142.57 100 2.60 

19cd
 a
 Unicycler v0.4.8 9 1.108,297 4.141,476  578.417 3 143.73 99.7 3.90 

20cd Unicycler v0.4.8 3 2.314,774 4.213,622  2.314,774 1 142.56 100 2.90 
*: PCR ile C. difficile olarak tanımlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen izolat 

 Sağlıklı köpek izolatları              Sağlıklı kedi izolatları  Ġshalli köpek izolatları  Ġshalli kedi izolatları 
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 
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Tablo 4. 8. ÇalıĢmada elde edilen izolatların eriĢim numaraları, en yakın tip suĢlar ve genomik yakınlık dereceleri . 

*: Digital DNA-DNA Hybridization. **: PCR ile C. difficile olarak tanımlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen 

izolat 

 

Ġzolat 

adı 

BioProject 

Numarası 
BioSample Numarası EriĢim Numarası En yakın tip suĢ dDDH* 

Benzerlik 

Yüzdesi 

G+C 

içeriği 

farklılık 

yüzdesi 

1cd
 a
 PRJNA1150517 SAMN43287658 JBGOFS000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 93.0 0.9 

2cd
 a
 PRJNA1150532 SAMN43288435 JBGOFT000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 87.9 0.2 

3cd
 a
 PRJNA1142345 SAMN42934612 JBFYDK000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.8 0.26 

4cd
 a
 PRJNA1142419 SAMN42940519 JBFYDL000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.7 0.26 

5cd PRJNA1150549 SAMN43288705 JBGOFU000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 98.6 0.02 

6cd
 a
 PRJNA1150771 SAMN43296498 JBGOPC000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.4 0.32 

7cd
 a
 PRJNA1173519 SAMN44307050 CP172239  Clostridioides difficile DSM 1296 85.1 0.32 

8cd PRJNA1150809 SAMN43297081 JBGOOZ000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.8 0.21 

9cd PRJNA1150812 SAMN43297090 JBGOPA000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.2 0.25 

10cd** PRJNA1174072 SAMN44327364 CP172347 Clostridium innocuum ATCC 14501 78.8 0.5 

11cd PRJNA1150888 SAMN43297198 JBGOPB000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.8 0.47 

12cd PRJNA1150896 SAMN43297301 JBGOPD000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 94.4 0.37 

13cd
 a
 PRJNA1150905 SAMN43297525 JBGOPE000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.4 0.2 

14cd
 a
 PRJNA1150909 SAMN43297545 JBGOPF000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.2 0.23 

15cd PRJNA1150917 SAMN43297667 JBGOPG000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 93.5 0.21 

16cd PRJNA1150920 SAMN43297692 JBGOPH000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 94.3 0.66 

17cd
 a
 PRJNA1150923 SAMN43297758 JBGOPI000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 93.3 0.42 

19cd
 a
 PRJNA1150932 SAMN43297817 JBGOPJ000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.6 0.42 

20cd PRJNA1150937 SAMN43297822 JBGOPK000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 91.5 0.9 

 Sağlıklı köpek izolatları     

         

 Sağlıklı kedi izolatları  Ġshalli köpek izolatları  Ġshalli kedi izolatları 
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 
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Tablo 4. 9. ÇalıĢmada elde edilen köpek ve kedi orijinli C. difficile izolatlarının direnç, adherans ve toksin genleri.  

**: C. difficile izolatlarında WGS analizi ile saptanan ve fenotipik duyarlılık testleri yapılmayan antibiyotiklere ait direnç genleri  

 

Ġzolat adı Direnç geni** Dirençle ilgili SNP Adherens geni Toksin geni 

nimB tet(M) ErmB mefH gyrA C656T cpIR CWP66 CWP88 SlpA fliP TcdA TcdB Cdt 

1cd
 a
 + + + - + + + + + - + - - - 

2cd
 a
 + + + - + + + - - + - - - - 

3cd
 a
 + - - - - + + + + + + + + - 

4cd
 a
 + - - - - + + + + + + + + - 

5cd - - - - - + + + + + + + + - 

6cd
 a
 + + + - - + + + + + + - - - 

7cd
 a
 + + + - - + + + + + + - - - 

8cd + - - - - + + + + + + + + - 

9cd - - - - - + + + + + + + + - 

11cd + - - + - + + - - - - - - - 

12cd + - - + - + + - - - - - - - 

13cd
 a
 + + - - + + + + + + - - - - 

14cd
 a
 + + - - + + + + + + + - - - 

15cd + - - - - + + + + - + - - - 

16cd + - + - + + + + + + - + + - 

17cd
 a
 - - - - - + + + + + - + + - 

19cd
 a
 + - - - - + + + + + - + - - 

20cd + - - - - + + + + + + + + - 

                 Sağlıklı köpek izolatları                              Sağlıklı kedi izolatları  Ġshalli köpek izolatları       Ġshalli kedi izolatları 
a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 
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4.3.3. Fenotipik Direnç ile Antibakteriyel Direnç Gen Varlığının KarĢılaĢtırılması 

ÇalıĢmada elde edilen izolatların tamamının E-test ile vankomisine duyarlı olduğu ve 

vanG, vanA gen varlığı yönünden de negatif olduğu belirlendi. Bununla birlikte kedi 

orijinli duyarlı izolatların dördünde (%66.7) vanR, ikisinde (%33,3) vanZ-1, dördünde 

(%66.7) vanT ve dördünde (%66.7) ise vanS genlerinin varlığı belirlendi. Yine köpek 

orijinli duyarlı izolatların birinde (%8.3) vanG, altısında (%50) vanR, yedisinde (%58.3) 

vanZ-1 ve beĢinde (%41.6) vanT genlerinin varlığı saptandı. Kedi orijinli izolatların 

tamamının fenotipik olarak meropeneme duyarlı olduğu belirlenirken köpek orijinli 

izolatlarda %41.6 oranında direnç saptandı. Ancak izolatların tamamında meropenem 

ile iliĢkili gen varlığı saptanamadı. E-test ile kedi ve köpek orijinli izolatların sırası ile 

%50 ve %25‘inin klindamisine dirençli olduğu saptandı. Bu dirençli izolatların biri (1/3, 

%33.3) köpek orijinli olup erm(B) gen varlığı yönünden pozitif bulunurken, iki (2/3, 

%66.6) kedi ve bir (1/3, %33.3) köpek orijinli dirençli izolatta ise bu gene rastlanmadı. 

Ayrıca, fenotipik olarak klindamisine duyarlı olduğu belirlenen dört (4/8, %50) köpek 

orijinli izolatın erm(B) gen varlığı yönünden pozitif olduğu belirlendi. 

Fenotipik test ile sadece iki (%16.6) köpek orijinli izolatın metronidazole dirençli 

olduğu belirlenirken bu izolatların biri (1/2, %50) nim(B) geni varlığı yönünden pozitif 

bulunurken diğer dirençli izolatın bu genin varlığı yönünden negatif olduğu saptandı. 

Bununla birlikte fenotipik test ile duyarlı olduğu belirlenen izolatların yedisi (7/10, 

%70) köpek ve altısı (6/6, %100) kedi orijinli olmak üzere toplam 13 izolat nim(B) geni 

varlığı yönünden pozitif bulundu. Ġzolatların ampisiline direnci fenotipik test ile 

kedilerde %50 (3/6) köpeklerde %16.6 (2/12) oranında saptandı. Dirençli iki köpek 

izolatının birinde (%50) ve dirençli üç kedi izolatının birinde (%33.3) CDD-1 geni 

negatif ancak CDD-2 geni pozitif olarak saptanmıĢtır. Ayrıca dirençli iki kedi (%66.6) 

ve bir (%50) köpek orijinli izolat CDD-1 geni yönünden pozitif ancak CDD-2 geni 

yönünden negatif olarak belirlendi. Ayrıca, duyarlı olduğu belirlenen köpek orijinli 

izolatlardan biri (%10) sadece CDD-1 geni yönünden, biri (%10) de sadece CDD-2 geni 

yönünden pozitif bulundu. Duyarlı olduğu belirlenen bir köpek orijinli izolatın iki 

(%100) geni de içerdiği ve duyarlı bir kedi (%33) orijinli izolatın ise sadece CDD-2 

geni taĢıdığı tespit edildi. Yapılan istatistik analizleri sonucu izolatların fenotipik ve 

genotipik direnç profilleri arasında anlamlı bir bağlantı bulunamadı (Tablo 4.10; 

p>0.05). 
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Tablo 4. 10. ÇalıĢmada elde edilen izolatların fenotipik ve genotipik duyarlılık profilleri 

Ġzolat 

 

VAN CD MTZ AMP MRP 

F 
Gen 

F 
Gen 

F 
Gen 

F 
Gen F 

vanG vanZ-1 vanT vanR vanS vanA erm(B) C656T nim(B) CDD-1 CDD-2 

1cd
 a
 S - - - - - - S + + S + I - + S 

2cd
 a
 S - + - - - - R + + S + R - + R 

3cd
 a
 S - - + + + - S - + S + S - - S 

4cd
 a
 S - - + + + - R - + S + R + - S 

5cd S - - + + + - S - + R - S + - S 

6cd
 a
 S - + - + - - R + + S + S - - S 

7cd
 a
 S - + - + - - S + + S + S - - S 

8cd S - + + - + - R - + S + R + - R 

9cd S - + + + + - S - + S - I + - R 

10cd* S - - - + - - S - + S - S + + S 

11cd S - - + + + - S - + S + I + - S 

12cd S - - + + + - S - + S + R + - S 

13cd
 a
 S - + - - - - R - + S + S - + S 

14cd
 a
 S - + - - - - R - + S + R - + S 

15cd S - - + - + - S + - S - I - + S 

16cd S - + - - - - S + + S + S + + R 

17cd
 a
 S - + + + + - S - + S - S - + S 

19cd
 a
 S - - + + + - S - + S + I - - R 

20cd S - - + + + - S - + R + S - - S 
                 Sağlıklı köpek izolatları                              Sağlıklı kedi izolatları  Ġshalli köpek izolatları       Ġshalli kedi izolatları 

a
: Antibiyotik uygulanan hayvanlar 

*: PCR ile C. difficile olarak tanımlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen izolat, F: Fenotipik direnç sonucu. 

S: Duyarlı, I: orta derecede duyarlı, R: Dirençli izolat, ÇalıĢmada Meropenem direnci ile ilgili bir gene rastlanmamıĢtır. AMP: Ampisilin, CD: 

Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ: Metronidazol 
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4.4. Ġzolatların Farklı Metodlarla Genotiplendirilmesi 

4.4.1. ERIC-PCR ile Tiplendirme 

ÇalıĢmada elde edilen 18 C. difficile izolatı ve 1 adet C. innocuum izolatının, ERIC-

PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde edilen PCR profilleri UPMGA temelli 

dendrogram ile ağaçlandırıldı. Dendrogram analizi sonucunda elde edilen ERIC 

profilleri ―P‖ seklinde adlandırıldı (ġekil 4.3).  C. difficile izolatlarında 4 farklı 

ERIC-PCR profili (P2, P3, P4, P5) elde edilirken, kedi orijinli C. innocuum izolatının 

C. difficile izolatlarından farklı bir ERIC-PCR profilinde (P1) olduğu saptandı. 

Köpek izolatlarının %50(6/12)‘sinin P2, %50(6/12)‘sinin P5 profilinde yer aldığı 

belirlenirken kedi izolatlarının %33(2/6)‘ünün P3, %33(2/6)‘ ünün P4, 

%33(2/6)‘ünün ise P5 profilinde olduğu saptanmıĢtır (Tablo 4.11, ġekil 4.8).  

4.4.2. MLST ile tiplendirme  

Ġzolatların temizlenen ve birleĢtirilen WGS verilerinin, sekans tipleri (ST) ve MLST 

gruplarının araĢtırılması amacıyla PubMLST veritabanından yararlanılmıĢtır. Bu 

süreçte, MLST gen lokuslarında bulunan 7 genin (adk, atpA, dxr, glyA, recA, sodA ve 

tpi) allelleri, uzunlukları ile baĢlangıç ve bitiĢ pozisyonları ayrıntılı bir Ģekilde 

incelenmiĢtir. Bu kapsamlı analiz, izolatların MLST profillerine iliĢkin detaylı 

bilgiler sağlamıĢtır. Kedilerden izole edilen altı suĢun ikisi (%33.3) ST2, ikisi 

(%33.3) ST35 ve ikisi (%33.3) ST39 olarak tiplendirilmiĢ olup, bu izolatların dördü 

(%66.6) Clade 1 ve ikisi (%33.3) Clade 4 içinde yer almıĢtır. Köpeklerden izole 

edilen 12 izolatın beĢi (%41.6) ST39, ikisi (%25) ST2, ikisi (%16.6) ST185, ikisi 

(%8.3) ST3 ve biri (%8.3) ST55 olarak sınıflandırılmıĢ olup, bu izolatların 5‘i 

(%41.6) Clade 4 ve 7‘si (%58.3) Clade 1‘de yer almıĢtır (Tablo 4.11). 

4.4.3. Ġzolatların SlpA Proteinlerinin Tiplendirilmesi  

Ġzolatların SlpA proteinlerinin tiplendirilmesi ile kedi orijinli C. difficile izolatlarında 

SlpA ST 9 (%33, 2/6), SlpA ST 186 (%33, 2/6) ve SlpA ST 4 (%33, 2/6) olmak üzere 

3 farklı sekans tipi belirlendi. Köpek orijinli C. difficile izolatlarında ise SlpA ST 186 

(%41.6, 5/12), SlpA ST 34 (%8.3, 1/12), SlpA ST 162 (%16.6, 2/12), SlpA ST 14 

(%8.3, 1/12), SlpA ST 9 (%8.3, 1/12) ve SlpA ST 28 (%8.3, 1/12) olmak üzere 6 

farklı SlpA sekans tipi saptandı (Tablo 4.11, ġekil 4.9, ġekil 4.10). 
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ġekil 4.8. ÇalıĢmada elde edilen C. difficile izolatları ve C. innocuum izolatının orijinlerine 

göre ERIC-PCR profilleri ve sekans tipleri  

4.4.4. Genotiplendirme Metodlarının KarĢılaĢtırılması  

ÇalıĢmada elde edilen C. difficile izolatlarının çeĢitli yöntemlerle belirlenen 

genotiplerine iliĢkin bilgiler Tablo 4.11‘de sunulmuĢtur. Bu tablodaki verilere göre 

gerçekleĢtirilen istatistiksel analizler sonucunda; SlpA ST, MLST ST ve ERIC-

PCR‘nin Simpson'ın çeĢitlilik indeksine göre ayrım gücü sırasıyla 0.810, 0.804 ve 

0.706 olarak belirlendi. Ayrıca SlpA ST ve MLST ST; ERIC-PCR ve SlpA ST ve 

ERIC-PCR ve MLST ST SID‘leri arasındaki P değerlerinin üçü de ―P > 0.05‖ olarak 

belirlendi ve istatistiki olarak anlamlı bir fark bulunmadı. Ancak ERIC-PCR‘nin SID 

değeri diğer genotiplendirme yöntemlerine göre düĢük değerde saptanmıĢ olup (0‘a 

yaklaĢtıkça ayrım gücü azalmaktadır.) bu durum yöntemin ayrım gücünün de diğer 

metodlara göre düĢük olduğunu göstermektedir. SlpA ST‘nin MLST ST sonuçlarına 

göre hesaplanan ayarlanmıĢ Rand katsayısı ile saptanan uyumu 0.979 olarak 

belirlenmiĢ olup bu sonuç, yöntemlerin arasındaki yüksek uyumu gösterdi. SlpA ST 

sonuçları MLST‘ye göre karĢılaĢtırıldığında ise Wallace katsayısı 1.000 olarak 

saptanmıĢ olup izolatların aynı SlpA tipi olarak karakterize edilmesi durumunda, bu 

izolatların aynı MLST sekans tipi olarak tanımlanma Ģansının %100 olduğunu 

göstermektedir. Yine, MLST ST sonuçları SlpA ST‘ye göre karĢılaĢtırıldığında ise 

Wallace katsayısı 0.959 olarak belirlendi (bu değer izolatların aynı MLST tipi olarak 

karakterize edilmesi durumunda, bu izolatların aynı SlpA tipi olarak tanımlanma 

Ģansının %95.9 olduğunu göstermektedir (Tablo 4.12). 
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Tablo 4. 11. Ġzolatların sekans tipleri, SlpA ve MLST grupları 

Ġzolat adı ST MLST Clade ERIC-PCR Profili SlpA ST 

1cd
 a
 ST39 4 P5 186 

2cd
 a
 ST39 4 P5 186 

3cd
 a
 ST2 1 P3 9 

4cd
 a
 ST2 1 P3 9 

5cd ST3 1 P2 34 

6cd
 a
 ST39 4 P5 186 

7cd
 a
 ST39 4 P5 186 

8cd ST185 1 P2 162 

9cd ST185 1 P5 162 

11cd ST35 1 P4 4 

12cd ST35 1 P4 4 

13cd
 a
 ST39 4 P5 186 

14cd
 a
 ST39  4 P5 186 

15cd ST3 1 P2 14 

16cd ST39 4 P5 186 

17cd
 a
 ST55 1 P2 28 

19cd
 a
 ST2 1 P2 9 

20cd ST2 1 P2 9 

Sağlıklı köpek 

izolatları 

Sağlıklı kedi 

izolatları 

Ġshalli köpek 

izolatları 

Ġshalli kedi 

izolatları 

a
: Antibiyotik uygulanan 

hayvanlar 

 

 

Tablo 4. 12. SID değeri, AyarlanmıĢ Rand ve Wallace katsayıları kullanılarak tiplendirme 

metodlarının karĢılaĢtırılması 
Tiplendirme 

metodu 

Ġzolat 

sayısı 

SID 

(%95 CI) 

AyarlanmıĢ Rand katsayısı 

(%95 CI) 

Wallace katsayısı 

(%95 CI) 

ERIC-

PCR 

MLST 

ST 

SlpA 

ST 

ERIC-

PCR 

MLST 

ST 

SlpA 

ST 

ERIC-PCR 18* 0.706 

(0.585-

0.827) 

 

 

0.564 

(0.142-

1.000) 

  0.447 

(0.148-

0.746) 

0.424 

(0.130-

0.718) 

MLST ST 18 0.804 

(0.684-

0.924) 

 

 

  0.764 

(0.639-

0.889) 

 0.959 

(0.918-

1.000) 

SlpA ST 18 0.810 

(0.684-

0.937) 

0.543 

(0.099-

1.000) 

0.979 

(0.921-

1.000) 

 0.756 

(0.627-

0.885) 

1.000 

(1.000-

1.000) 

 

SID: Simpson çeĢitlilik indeksi, *: 12 köpek orijinli ve 6 kedi orijinli 
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ġekil 4.9. Köpek orijinli C. difficile izolatlarının MLST sekans tipleri, ERIC PCR profilleri 

ve SlpA sekans tipleri. 

 
 

ġekil 4.10. Kedi orijinli C. difficile izolatlarının MLST sekans tipleri, ERIC PCR profilleri 

ve SlpA sekans tipleri 
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4.5. Filogenetik Analizler 

ÇalıĢmadan elde edilen tüm genom verileri ile topluma açık veri tabanlarında 

bulunan Çekirdek genom SNP hizalamaları, RAxML (Randomized Axelerated 

Maximum Likelihood, V. 8.2.12) arayüzü tarafından gerçekleĢtirilen maksimum 

olabilirlik analizi için temel oluĢturdu, genetik yakınlıklar içeren gruplar MEGA 

(V.11.0.13) programında Ģematize edilerek ağaçlandırıldı (ġekil 4.11, ġekil 4.12; 

ġekil 4.13).  

 

 

ġekil 4. 11. C. difficile izolatları ile farklı demografik bölgelerden elde edilen hayvan orijinli 

izolatların ağaçlandırılmaları. GenBank veri tabanına daha önce kayıtları yapılan izolatların 

accession numaraları, izole edildiği ülkeler ve orijinleri Ģekilde sunulmuĢtur. Bu çalıĢmada 

elde edilen izolatlar koyu renkle ifade edilmiĢtir.  

 

WGS tabanlı filogenetik analizler, kedi kaynaklı ―3cd‖, ―4cd‘‘, ‗‗19cd‘‘ ve ‗‗20cd‘‘ 

kodlu C. difficile izolatlarımızın, ABD kökenli köpek izolatı ―S6‖ ile dikkate değer 

bir filogenetik yakınlık sergilediğini, bunun yanı sıra ―11cd‖ ve ―12 cd‘‘ kodlu 
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izolatımızın Güney Kore‘den izole edilen ―Z1322PCD0039‖ accession numaralı 

köpek kaynaklı C. difficile izolatıyla, ‘5cd‘‘ kodlu izolatımızın da Avustrurya‘da bir 

tavuktan elde edilen ‗‘MAG269‘‘ kodlu C. difficile suĢu ile yakınlığını ortaya 

koymaktadır.

 

ġekil 4.12. Köpek orijinli C. difficile izolatları ile farklı coğrafi bölgelerden elde edilen insan 

orijinli izolatların sirküler Ģekilde ağaçlandırılmaları. GenBank veri tabanına daha önce 

kayıtları yapılan izolatların accession numaraları, izole edildiği ülkeler ve orijinleri grafikte 

sunulmuĢtur. 

 

Köpek orijinli izolatlarımız ile dünyanın diğer bölgelerinden kaydedilmiĢ insan 

orijinli C. difficile iozolatları arasında yapılan analizler ise; 5cd izolatımızın Ġran‘dan 

elde edilen ‗‘FJUG000000000‘‘ kodlu izolat ile, 17cd kodlu izolatımızın 

Slovenya‘dan elde edilen ‗‘OEZC00000000‘‘ kodlu izolat ile, 15cd kodlu 

izolatımızın Ġngiltere‘den FUNI00000000 kodlu izolat ile, 19cd kodlu izolatımızın 
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ise CAADHH00000000 kodlu Hollanda orijinli izolat ile yakınlık gösterdiğini ortaya 

koymaktadır. 

 

ġekil 4. 13. Bazı kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatları ile farklı coğrafi bölgelerden ve 

kaynaklardan elde edilen C. difficile izolatlarının ağaçlandırılmaları. GenBank veri tabanına 

daha önce kayıtları yapılan izolatların accession numaraları, izole edildiği ülkeler ve 

orijinleri Ģekilde sunulmuĢtur. 
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Öte yandan çalıĢma kapsamında elde edilen C. difficile suĢlarına ait majör antijenik 

yapı olarak bilinen SlpA proteinlerinin gen dizilimleri elde edildi, diğer coğrafi 

bölgeler ve konakçılardan elde edilen C. difficile izolatlarının SlpA gen dizileri ile 

filogenetik analize tabi tutularak karĢılaĢtırması yapıldı Kedilerden izole edilen 

‗‗3cd‘‘, ‗‗4cd‘‘ ve köpeklerden izole edilen ‗‗19‘‘ ve ‗‗20cd‘‘ suĢlarının SlpA 

proteinleri, ABD'deki insan kaynaklı QWR62406 izolatı ile Slovenya'da bir köpeğin 

patisinden elde edilen HBH2943129 izolatına genetik olarak oldukça yakındır. 

Benzer Ģekilde, köpeklerden elde edilen ‗‗5cd‘‘ suĢu, Almanya'da insan kaynaklı 

‗‗AVB42170‘‘ izolatının SlpA proteini ile benzerlik gösterirken, ‗‗17cd‘‘ kodlu 

izolatın ise Hindistan‘da köpek dıĢkı svap örneğinden elde edilen ‗‘HEB4999574‘‘ 

suĢlarının SlpA proteinleri ile klonal bir iliĢki içindedir. ‗‗5cd‘‘ kodlu izolatımız, 

Almanya‘da bir insandan elde edilen ‗‗AVB42170‘‘ numaralı izolat ile, ‗‗cd1‘‘, 

‗‗cd2‘‘, ‗‗cd13‘‘, ‗‗cd14‘‘, ‗‗cd6‘‘, ‗‗cd7‘‘ izolatlarımız aynı kümelenmenin içinde ve 

‗‗WP_021402687 kodlu, Güney Kore‘de insandan elde edilen izolata genetik 

yakınlık göstermektedir. Öte yandan ‗‗25_HFG9196321_1‘‘ ve 

‗‗26_HFG9230863_1‘‘ kodlu Fransa‘dan elde edilen izolatlar ise diğerlerinden farklı 

dallarda konumlanmıĢlardır (ġekil 4.14). 
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ġekil 4. 14. C. difficile izolatlarının SlpA proteinini kodlayan gen bölgeleri ile farklı coğrafi bölge ve konakçılardan elde edilen C. difficile izolatlarının 

eĢ lokusları ile ağaçlandırılması.  Bu çalıĢma kapsamında elde edilen izolatlar koyu renkte gösterilmiĢtir. 
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5. TARTIġMA 

Clostridioides difficile (C. difficile), hem insan ve hayvanların bağırsak 

mikrobiyomunda kommensal olarak hem de çevresel etken Ģeklinde doğada yaygın 

olarak bulunan bir basildir. Etken kedi ve köpeklerde pseudomembranöz kolit ve 

inatçı ishal gibi klinik semptomlarla kendini gösterir ve uzun süreli antibiyotik 

tedavisinin bir yan etkisi olarak ortaya çıkar (Buddle ve ark., 2023). Bakteri 

sporlarının farklı ortam yüzeylerinde, hastane personel kıyafetleri ve ekipmanlarında 

bulunması ve dezenfektanlara, ısı gibi fiziksel ajanlara karĢı dayanıklı olması 

nedeniyle mücadelesi zordur (Paredes ve ark., 2014). Ġnsanlarda enfektif sekans 

tiplerinin kedi ve köpeklerden, gıdalardan, tropikal ve besin hayvanlarından de izole 

edilmiĢ olması etkenin zoonotik karakterde olduğu düĢüncesini desteklemektedir. 

(Mitchell ve ark., 2022; Mengoli ve ark., 2020; Beinortas ve ark., 2018; Rodriguez 

ve ark., 2016; Stull ve ark., 2013).  

Bu tez çalıĢmasında, Kayseri‘de faaliyet gösteren farklı veteriner kliniklerine 

getirilen sağlıklı/ishalli kedi ve köpeklerden toplanan rektal svap örneklerinde C. 

difficile prevalansı sırası ile %6 ve %12 oranında saptanmıĢ olup, toplam 18 C. 

difficile izolatı elde edilmiĢtir. Dünyada son yıllara ait sağlıklı ve ishalli kedi ve 

köpek dıĢkılarından C. difficile izolasyonuna yönelik pek çok çalıĢma bulunmakla 

beraber ülkemizde bu etkenin kedi ve köpeklerde prevalansının saptanmasına dair 

son 25 yılda yürütülen hiçbir çalıĢma bulunmamaktadır. Sadece 1999 yılında konu 

ile ilgili yürütülen bir çalıĢma bulunmaktadır. Bu çalıĢmada ErganiĢ ve Hadimli 

(1999) etkenin prevalansını köpeklerde %21.67 (39/180), kedilerde ise %25 (4/16) 

olarak raporlamıĢlardır. C. difficile‘nin güncel zoonotik öneminden dolayı kedi ve 

köpeklerde bu etkenin varlığının araĢtırılmasına yönelik gerçekleĢtirilen çalıĢmalar 

önem arz etmektedir. 
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Son 35 yıl içerisinde dünyada pek çok ülkede C. difficile’nin hem sağlıklı hem de 

ishalli kedi ve köpek dıĢkılarından izolasyonuna yönelik çok sayıda çalıĢma 

yürütülmüĢtür. AĢağıda detayları verilen bu çalıĢmalarda etkenin kedi köpeklerdeki 

prevalansının %0-%90‘ arasında değiĢiklik gösterdiği rapor edilmektedir. Kedi ve 

köpek dıĢkı örneklerinde en yüksek C. difficile pozitifliği Samir ve ark. (2021) 

tarafından %90 (90/100) olarak rapor edilmiĢtir. Ancak Samir ve ark (2021)‘nın 

analiz ettikleri ishalli hayvanlara ait dıĢkı örneklerinde etkenin varlığını dıĢkıdan 

direkt PCR ile belirledikleri ve etkenin kültürünün yapılmadığı gözlenmektedir. Bu 

nedenle anılan çalıĢmada elde edilen yüksek C. difficile pozitifliğini çalıĢmamızda 

elde edilen C. difficile prevalansı ile karĢılaĢtırılmasının anlamlı olmadığı 

düĢünülmektedir.  

Konu ile ilgili farklı kültür yöntemleri ile C. difficile’nin izolasyonu üzerine yapılan 

çalıĢmaların bazılarında kedi ve köpek dıĢkılarında bildirilen C. difficile 

prevalansının çalıĢmamızda belirlenen prevalans oranlarından daha yüksek olduğu 

saptanmıĢtır. Nitekim, köpek dıĢkı örneklerinde C. difficile izolasyonuna iliĢkin 

çalıĢmalar detaylı incelendiğinde, Meireles ve ark. (2023) %15.5 (14/90), Redding ve 

ark. (2023) %13.8 (10/72), Thanissery ve ark. (2020) %30 (33/107), Usui ve ark. 

(2016) %30 (62/204), Stone ve ark. (2016) % 17.1 (37/216), Hussain ve ark. (2015) 

13.67% (16/117), Koene ve ark. (2012), %25.0 (29/116) McKenzie ve ark. (2010) 

%58.2 (32 /55), Clooten ve ark. (2008) %19 (70/360), Weese ve ark. (2003) %52 

(48/93), Cave ve ark. (2002) %18 (47/260-ishalli)/ % 55 (41/74-sağlıklı) ve Marks ve 

ark. (2002) %14,3 (6/42- sağlıklı) / %16,1 (5/31-ishalli) oranında farklı prevalans 

değerleri bildirmiĢlerdir. Bununla birlikte kedi dıĢkı örneklerinde ise Diniz ve ark., 

(2022) %8.3 (2/24), Wen ve ark. (2022) %8.1 (5/62), Thanissery ve ark. (2020) 

%11.7 (2/17), Koene ve ark. (2012) %15.7 (18/115) ve Clooten ve ark. (2008) %7.1 

(3/42) C. difficile izolasyonunu gerçekleĢtirdiklerini bildirmiĢlerdir.  

Bazı çalıĢmalarda kedi ve köpek dıĢkılarında çalıĢma bulgularımızdan daha düĢük C. 

difficile izolasyon oranları bildirilmiĢtir. Kedi ve köpeklerde bildirilen bu düĢük 

prevalans oranlarını sırası ile Rabold ve ark. (2018) %2,4 (10/403), %3,4 (15/437), 

Alvarez-Perez ve ark. (2017) %0 (0/35), %4.8 (5/105) ve Schneeberg ve ark. (2012) 

%3.7 (5/135), 5.5% (9/165) olarak rapor etmiĢlerdir. Ayrıca yürütülen bazı 

çalıĢmalarda da köpeklerde C. difficile izolasyonu için Diniz ve ark., (2022) %6.6 
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(12/181), Wen ve ark. (2022) %10.3 (19/185), Wei ve ark. (2019) %0.68 (1/146), 

Rainha ve ark. (2019) %10 (5/10), Bjöersdorff ve ark. (2021) % 6.7 (6/90), Andres-

Lasheras ve ark. (2018) 7.9% (12/151), Ghavidel ve ark. (2016) %10 (14/139) Weese 

ve ark. (2010) %10,5 (6/57-antibiyotik uygulanan) gibi düĢük prevalans oranları 

rapor edilirken kedi dıĢkılarında ise Redding ve ark. (2023) %0 (0/9) ve Silva ve ark. 

(2020) %5.2 (16/304) gibi düĢük prevalans oranları bildirmiĢlerdir. 

Yukarıda C. difficile prevalans oranlarındaki farklı sonuçlar elde edilmesi; 

araĢtırmanın yapıldığı bölge, örnek sayısı, örneklerin alındığı mevsim, örneklerin 

toplandığı hayvanların antibiyotik kullanma durumu, hayvanların sağlıklı veya ishalli 

olması ve etkenin izolasyon ve identifikasyonunda kullanılan yöntemlerdeki 

farklılıklara bağlanabilir.  

Bununla birlikte C. difficile izolasyon oranını kedi dıĢkı örneklerinde Wei ve ark. 

(2019) %6.8 (2/29), köpek dıĢkı örneklerinde ise Silva ve ark. (2017) %12.1 (10/82) 

ve Orden ve ark. (2017) %12.1 (13/107) olarak saptadıklarını bildirmiĢ olup 

çalıĢmamızda kedi ve köpek dıĢkı örneklerinde belirlenen C. difficile prevalans 

oranları ile uyumlu olduğu görülmektedir. Ayrıca bu çalıĢmalar incelendiğinde C. 

difficile prevalansının kültür yöntemi ile belirlenmesi ve etkenin identifikasyonunda 

tpi PCR kullanılması ile de çalıĢmamızın materyal metodu ile benzerlik gösterdiği 

dikkat çekmektedir. Ayrıca Marks ve ark. (2002) antibiyotik tedavisi gören köpek 

dıĢkılarında %10.5, sağlıklı köpek dıĢkılarında %14.3 ve ishalli köpek dıĢkılarında 

%16.1 oranında C. difficile izolasyonu yapmıĢlardır. AraĢtırıcılar, C. difficile 

izolasyonu açısından örnek alınan hayvanların sağlıklı, ishalli ve antibiyotik tedavisi 

görmelerinin C. difficile izolasyon oranları açısından istatistik bir fark 

oluĢturmadığını belirlemiĢlerdir. Yine sağlıklı ve antibiyotik tedavisi gören hayvan 

grupları birleĢtirildiğinde elde edilen C. difficile izolasyon sonuçları ile ishalli 

hayvanlarda izolasyon sonuçları karĢılaĢtırıldığında da istatiksel bir fark olmadığını 

rapor etmiĢlerdir. Bu bulgu bizim sonuçlarımız ile paralellik göstermekte olup bizim 

çalıĢmamızda da köpeklerin sağlıklı/ishalli olma durumunun C. difficile izolasyonu 

üzerinde anlamlı bir fark oluĢturmadığı belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada elde edilen 19 izolatın biri (%5.2) fenotipik testler ve tpi PCR ile C. 

difficile olarak identifiye edilmesine rağmen, WGS analizi sonucunda C. innocuum 
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olarak identifiye edildi. Literatürde bildirildiği Ģekilde (Skinner ve ark., 2022; 

Cherny ve ark., 2021) bu bakterinin C. difficileye benzeyen fenotipik özellikleri 

nedeniyle C. difficile olarak hatalı identifikasyonu ile karĢılaĢılmaktadır. 

ÇalıĢmamızda özellikle C. innocuum’un tpi PCR ile pozitif sonuç vermesi, C. 

difficile’nin identifikasyonunda sadece tpi geninin araĢtırılmasının yeterli olmadığını 

ve bu genin yanı sıra baĢka bir spesifik gen varlığının da araĢtırılması gerekliliğini 

ortaya koymaktadır. Ya da C. difficile’nin identifikasyonunda WGS analizinin 

yapılmasının daha uygun olacağı düĢünülmektedir.  

Ayrıca yurdumuzda insanlarda, çiftlik hayvanlarında ve gıdalarda C. difficile‘ nin 

varlığını ortaya koyan araĢtırmalar mevcuttur. Hayvansal kaynaklı örneklerde (dıĢkı 

ve gıda) yürütülen çalıĢmalarda C. difficile prevalansının %2‘den %70‘e kadar 

farklılık gösterdiği bildirilmektedir (Özgen ve Yıldırım, 2021; Bingol ve ark., 2020; 

Muratoğlu ve ark., 2020; Ersöz ve CoĢansu, 2018; Hampikyan ve ark., 2018; Atasoy 

ve Gücükoğlu, 2017; Güran ve Ġlhak, 2015).  

Yine yurdumuzda insanlarda gözlenen hastane kaynaklı C. difficile enfeksiyonlarının 

prevalansı üzerine yapılan çalıĢmalar etkenin sıklığını serolojik (Karaaslan ve ark., 

2016; YoldaĢ ve ark., 2016; Öksüz ve ark., 2015; Lale ve ark., 2010) olarak %0.8-

%29.4, kültür tabanlı metodlarla ise (Trak ve ark., 2024; Sayın ve ark, 2020; Kafa ve 

ark., 2020; Akgül ve ark., 2019; Deniz ve ark., 2010) %7.9-%25 arasında 

bildirmektedir  

Gereksiz ve yaygın antibiyotik kullanımı, bağırsak mikrobiyotasının dengesinin 

bozularak gastrointestinal sistemin C. difficile tarafından kolonize edilmesine ve 

böylece CDE geliĢimine zemin hazırlamaktadır. Günümüzde CDE tedavisinde 

kullanılan en etkili ajanların metronidazol, vankomisin ve fidaksomisin olduğu kabul 

edilse de bu antibiyotiklere direnç geliĢtiren suĢların ortaya çıkması, tedavi 

seçeneklerinin azalmasına yol açmaktadır (Wickramage ve ark., 2021; Peng ve ark., 

2018). Amerika (Wieczorkiewicz ve ark., 2015; Tenover ve ark., 2012), Avrupa 

(Lanzoni-Mangutchi ve ark., 2022; Peng ve ark., 2018; Spigaglia ve ark., 2016; 

Keessen ve ark., 2013;) ve Asya (Wang ve ark., 2024; Wen ve ark., 2022; Jin ve ark., 

2017; Adler ve ark., 2015) kıtalarında insan örneklerinde yürütülen çeĢitli 

çalıĢmalarda çoklu dirence sahip ve salgınlara neden olan sekans tipleri bildirilmiĢtir.  
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Kedi-köpek orijinli C. difficile izolatlarının antibakteriyel duyarlılıklarının 

belirlenmesi üzerine yürütülen çok sayıda çalıĢmada izolatların vankomisine %100 

duyarlı olduğu bildirilmiĢtir (Wen ve ark., 2022; Bjöersdorff ve ark., 2021; 

Thanissery ve ark., 2020; Silveira ve ark., 2020; Barbanti ve ark., 2020; Rainha ve 

ark., 2019; Andres-Lasheras ve ark., 2018; Alvarez-Pérez ve ark., 2017; Orden ve 

ark., 2017; Usui ve ark., 2016; Spigaglia ve ark., 2015; Silva ve ark., 2014; 

Wetterwik ve ark., 2013; Piris ve ark., 2013; Janezic, 2012; Marks 2003). 

ÇalıĢmamızda elde edilen kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının tamamı 

yukarda belirtilen çalıĢmalar ile uyumlu olarak vankomisine duyarlı olduğu 

belirlendi. Genellikle insanlarda CDE tedavisinin ilk aĢamasında vankomisin tercih 

edilmektedir. (CDC, 2024). Veteriner sahada kedi ve köpeklerde CDE‘nin 

saptanması ve tedavisine yönelik standart bir uygulama bulunmadığı ve 

vankomisinin bir tedavi seçeneği olarak değerlendirilmediği bilinmektedir (Wesse., 

2020). Bu durumun kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının vankomisine karĢı 

duyarlı olmasını sağlayan en önemli nedenler arasında yer aldığı değerlendirilmiĢtir. 

Kedi-köpeklerden elde edilen C. difficile izolatlarının vankomisine dirençli olduğunu 

bildiren tek bir çalıĢma bulunmakta (Wei ve ark., 2019) olup bu çalıĢmada test edilen 

izolat sayısının üç adet olması ve sadece bir sağlıklı kedi orijinli izolatın (%33.3) 

dirençli saptanması nedeni ile bu bulgular ile etkenin vankomisine direnç 

geliĢtirdiğine yönelik yorum yapılması mümkün görünmemektir. Bununla birlikte 

insan orijinli C. difficile izolatlarının antibakteriyel duyarlılığının meta-analizi ile 

değerlendirildiği bir çalıĢmada oldukça düĢük oranlarda vankomisin direnci tespit 

edildiği %0.4 (10/2296) rapor edilmiĢtir (Sholeh ve ark., 2020).  

CDE ve diğer gastrointestinal sistem enfeksiyonlarının tedavisinde tercih edilen 

antibiyotiklerden biri de metronidazoldür. Yürütülen çok sayıda çalıĢmada kedi-

köpek orijinli C. difficile‘nin metronidazole karĢı %100 duyarlı olduğu (Wen ve ark., 

2022; Bjöersdorff ve ark., 2021; Silveira ve ark., 2020; Wei ve ark., 2019; Rainha ve 

ark., 2019; Alvarez-Pérez ve ark., 2017; Usui ve ark., 2016; Silva ve ark., 2014) 

bildirilmektedir. Bunun yanı sıra; metronidazolün köpek orijinli izolatlara karĢı MIC 

değerlerini belirleyen çalıĢmalarda %2.5 ila %50 arasında direnç oranı 

bildirilmektedir. Nitekim metronidazole karĢı; Barbanti ve ark. (2020) %10 (12/125), 

Thanissery ve ark. (2020) %2.5 (1/39), Andres-Lasheras ve ark. (2018) %50 (3/6), 
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Orden ve ark. (2017) %6.5 (7/107), Spigaglia ve ark. (2015) %21 (21/101) ve 

Wetterwik ve ark. (2013) %25 (1/4) oranında direnç saptadıklarını rapor etmiĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda ise kedi orijinli izolatların tamamının metronidazole duyarlı olduğu 

bulunurken, köpek izolatlarının ikisinin (%16.6) dirençli olduğu belirlenmiĢtir. 

Direnç oranlarındaki bu farklılıkların; çalıĢmalarda analiz edilen izolat sayısı, 

antibiyotik kullanımı, kullanılan duyarlılık testi ve çalıĢmanın yapıldığı coğrafya gibi 

faktörlerden kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. Nitekim çalıĢmamızda, kedi 

orijinli az sayıda (6) C. difficile izolatının analiz edilmesi nedeni ile metronidazole 

%100 duyarlılık bildiren diğer çalıĢmalardan daha yüksek oranda direnç (%16.6) 

saptanmıĢtır. Yurdumuzda son 25 yıl içerisinde ise kedi ve köpek orijinli C. difficile 

izolasyonuna iliĢkin çalıĢma bulunmadığı için etkenin antibakteriyel direncine iliĢkin 

herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. Ancak, yürütülen bazı çalıĢmalarda tavuk 

karkas, sığır dıĢkı ve kesimhane atık suyu gibi örneklerden elde edilen C. difficile 

izolatlarının antibakteriyel direç profilleri araĢtırılmıĢtır (Abay ve ark 2022; Bingol 

ve ark., 2020; Hampikyan ve ark., 2018). Bu çalıĢmalarda metronidazole sırasıyla 

%0 (0/23), %11.6 (8/69) ve %30 (25/83) oranında direnç olduğu bildirilmiĢtir. 

Yürütülen bir meta-analiz çalıĢmasında insan orijinli C. difficile izolatlarının 

metronidazol direncinin ortalama %1.0 (129/13,207) oranında tespit edildiğini 

bildirmiĢlerdir (Sholeh ve ark., 2020). 

ÇeĢitli çalıĢmalarda kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının farklı oranlarda 

(%0-%88.2) klindamisine dirençli olduğu rapor edilmektedir. Bu çalıĢmalarda etkene 

karĢı klindamisinin MIC değerleri belirlenmiĢ ve direnç oranlarını; Wen ve ark., 

2022 (%62.5) Bjöersdorff ve ark., (2021) %27.2 (3/11), Thanissery ve ark. (2020) 

%23.0 (9/39), Barbanti ve ark. (2020) %35 (44/125), Silveira ve ark. (2020) %18.75 

(3/16), Rainha ve ark. (2019) %40 (2/5), Wei ve ark. (2019) %0 (0/3), Andres-

Lasheras ve ark. (2018) %50 (3/6), Alvarez-Pérez ve ark. (2017) % 11.1 (2/18), 

Orden ve ark. (2017) %6.5 7/107, Usui ve ark. (2016) %88.2 (60/68) ve Spigaglia ve 

ark. (2015) %51 (51/101) olarak bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda da yukarıda belirtilen 

son yıllarda gerçekleĢtirilen bazı çalıĢmalar (Bjöersdorff ve ark., 2021; Thanissery ve 

ark., 2020; Andres-Lasheras ve ark., 2018; Spigaglia ve ark., 2015) ile benzer Ģekilde 

kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarında klindamisine sırası ile %50 (3/6) ve 

%25 (3/12) oranında direnç saptanmıĢtır. Bununla birlikte insan orijinli C. difficile 
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izolatlarının klindamisin direncinin araĢtırıldığı bir meta-analizinde, bu antibiyotiğe 

karĢı ortalama %34.0 (6685/19,645) oranında direnç olduğu rapor edilmektedir 

(Sholeh ve ark., 2020). 

Kedi-köpek orijinli C. difficile izolatlarının ampisilin ve meropenem duyarlılıklarının 

belirlenmesine yönelik çalıĢmalar oldukça kısıtlıdır (Andino-Molina ve ark., 2024). 

Nitekim Wei ve ark. (2019) hem meropenem hem de ampisilin direnç oranını %0 

(0/3) olarak bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda da benzer Ģekilde kedi izolatlarının 

tamamı meropeneme duyarlı bulundu. Çok sayıda insan izolatının antimikrobiyal 

direnç profilini değerlendiren çalıĢmaları içeren bir meta-analizinde de izolatların 

meropenem ve ampisilin direnci çok düĢük oranlarda belirlenmiĢ olup, sırası ile %0.7 

(20/2756) ve %0.1 (4/2803) olarak rapor edilmiĢtir (Sholeh ve ark., 2020). Ancak, 

çalıĢmamızda C. difficile izolatlarının %50 (9/18) oranında ampisilin‘e dirençli 

olduğu belirlendi. Yürütülen iki çalıĢmada ise ampisilin direnç oranı %20 (1/5) Piris 

ve ark., 2013) ve %8.3 (2/24) (Wen ve ark., 2022) olarak belirlendiği görülmektedir.  

Bu çalıĢmada elde edilen toplam 18 C. difficile izolatının 4 (4/6, %66.6.) ‘ü kedi ve 8 

(8/12, %66.6)‘i köpek orijinli olmak üzere 12 izolat test edilen antibiyotikler 

içerisinden en az birine dirençli bulundu. Ġki (2/6, %33.3) kedi orijinli izolat iki farklı 

antibiyotiğe (AMP, CD) karĢı dirençli saptanırken, iki (2/12, %16.6) köpek orijinli 

izolat üç farklı antibiyotiğe (MRP, CD, AMP) karĢı dirençli saptandı. ÇeĢitli 

çalıĢmalarda (Finsterwalder ve ark., 2022; Barbanti ve ark., 2020; Orden ve ark. 

2017; Spigaglia ve ark., 2015) kedi ve köpek orijinli C. difficile izolatlarının farklı 

oranlarda (%2.5-%57.1) çoklu direnç geliĢtirdiği tespit edilmiĢtir. Finsterwalder ve 

ark. (2022), köpeklerden izole edilen C. difficile suĢlarının %26.3‘ünde iki (CD ve 

TET veya CD ve ERY) ya da üç (CLI, ERY ve TET) antibiyotiğe direnç tespit 

etmiĢtir. Barbanti ve ark. (2018), bu oranı %18 olarak bildirmiĢ ve bu izolatların 

%4,8‘inin dört (ERY, CD, MXF, RIF), %28,6‘sının üç (ERY, CD, MXF), %9,5‘inin 

üç (ERY, CD, RIF) ve %57,1‘inin üç (ERY, CD, MTZ) antibiyotiğe dirençli 

olduğunu saptamıĢtır. Orden ve ark. (2017), köpeklerin %7,7‘sinde dört (CLI, ERY, 

MOX, MTZ), %38,5‘inde üç (CLI, ERY, MTZ), %7,7‘sinde iki (MOX, MTZ) ve 

%7,7‘sinde iki (CLI, ERY) antibiyotiğe direnç tespit ederken; Spigaglia ve ark. 

(2015) ise köpeklerin %23‘ünde iki (ERY, CLI), %17,9‘unda üç (ERY, CLI, MTZ), 
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%2.5‘inde dört (MXF, ERY, CLI, MTZ) ve %2.5‘inde üç (MXF, ERY, CD) 

antibiyotiğe dirençli suĢlar bulmuĢtur. 

C. difficile’nin sahip olduğu genom büyüklüğü, G+C içeriği, az sayıda korunaklı 

bölge ve transpozon, bakteriyofajlar gibi yüksek düzeyde esneklik içeren genetik 

elementlerinden dolayı varyasyonlara oldukça açık bir bakteri olduğu bilinmektedir 

(Redding ve ark., 2022; Sebaihia ve ark., 2006). WGS analizleri ile kedi ve köpek 

orijinli C. difficile izolatlarının antibiyotik direnç profillerini belirleyen çalıĢmalar 

bulunmaktadır. (Finsterwalder ve ark., 2022; Wen ve ark., 2022; Bjöersdorff ve ark., 

2021; Barbanti ve ark., 2020;). Ġzolatlarda WGS ile belirlenen antibiyotik direnç 

profilinin fenotipik direnç profili ile karĢılaĢtırıldığı çalıĢmalar sınırlıdır 

(Finsterwalder ve ark., 2022). ÇalıĢmamızda elde edilen izolatların %27.8'inde (5/18) 

gyrA SNP‘si, %77.8'inde (14/18) nimB geni, %38.9'unda (7/18) tet(M) geni, 

%27.8'inde (5/18) ermB geni, %33.3'ünde (6/18) CDD-1 geni, %55.6'sında (10/18) 

CDD-2 geni, %5.6'sında (1/18) vanG geni, %44.4'ünde, (8/18) vanR geni, 

%16.7'sinde (3/18) mefH geni bulunurken, korunan ve yaygın SNP'ler olan C656T ve 

cpIR SNP‘leri, izolatların tamamında (18/18) bulunmuĢtur. 

Bilgilerimize göre yurdumuzda C. difficile izolatlarının WGS analizine iliĢkin 

gerçekleĢtirilmiĢ herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır. Finsterwalder ve ark. 

(2022) kedi ve köpeklerden elde ettikleri 38 C. difficile izolatında eritromisin, 

klindamisin, tetrasiklin ve metronidazole direnç durumunu fenotipik ve moleküler 

yöntem (WGS) ile araĢtırmıĢlardır. AraĢtırıcılar, fenotipik olarak eritromisine 

dirençli saptadıkları yedi izolatın dördünde erm(B) geninin varlığı, bir izolatta ise 

23S rDNA mutasyonu (C656T)‘nu, klindamisine karĢı dirençli 11 izolatın, altısında 

erm(B), ve tetrasikline karĢı dirençli altı izolatın üçünde tet(M) genini tespit 

etmiĢlerdir. Finsterwalder ve ark. (2022), fenotipik direnç sonuçlarının genetik direnç 

analizi ile büyük ölçüde desteklendiğini, özellikle eritromisin, klindamisin ve 

tetrasiklin dirençlerinin belirli genetik mekanizmalarla iliĢkili olduğunu rapor 

etmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda yukarıda detayları verildiği üzere fenotipik olarak çeĢitli 

antibiyotiklere dirençli olarak saptanan izolatlarda direnç gen varlığı farklılık 

gösterdi. Kedilerde ve köpeklerde tüm izolatlar vankomisine duyarlı bulunurken, 

köpeklerde düĢük oranda vanG ve her iki grupta da vanR geninin saptanması bu 

genlerin fenotipik direnci belirlemede her zaman etkili olmadığını düĢündürmektedir. 
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Benzer Ģekilde, nimB geninin tüm kedilerde bulunmasına rağmen karbapenem ve 

metronidazol direnç profilleri arasında farklılık gözlenmiĢtir ve bazı duyarlı 

izolatlarda da direnç genlerinin varlığı saptanmıĢtır. Ġstatistik analizde ise, 

antibakteriyel direncin fenotipik sonucu ile direnç geni varlığı arasında anlamlı bir 

fark oluĢturmadığı bulundu. Bununla birlikte, WGS ile antibiyotik direnç genlerinin 

tespit edilmesinin, her zaman fenotipik olarak ifade edilen antibakteriyel bir direnç 

oluĢturmayacağı bildirilmekte ve bu durum, direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri, 

çevresel faktörler veya ek direnç mekanizmalarının varlığı ile iliĢkilendirilmektedir 

(Buddle ve Fagan, 2023). 

Toksinlerin C. difficile patogenezinin en önemli kısmını oluĢturduğu bilinmektedir 

(Kordus ve ark., 2022). Ġshalli kedi ve köpeklerden izole edilen C. difficile suĢları, 

farklı toksin profilleri kombinasyonlarını içermektedir (Maja ve ark., 2024). Dolayısı 

ile PaLoc ve CdtLoc toksinotiplerinin ve genetik varyasyonlarınının incelenmesi, 

hastalığın patogenezinin öngörülmesi ve ideal tedavi protokollerinin belirlenmesi 

adına kritik bir adımdır. Yurdumuzda son yıllarda kedi ve köpeklerden elde edilen C. 

difficile izolatlarında toksin genlerini araĢtıran bir çalıĢmaya rastlanmamakla birlikte, 

insan ve hayvansal gıdaların materyal olarak kullanıldığı çalıĢmalar bulunmaktadır. 

Özgen ve Yıldırım (2021), TcdA ve TcdB gen varlığını buzağı dıĢkılarından elde 

ettikleri C. difficile izolatlarında %44, kuzularda %12 ve oğlak ile tavuk dıĢkı 

örneklerinde %0 olarak saptarken, Hampikyan ve ark. (2018) sığır karkaslarından 

elde ettikleri C. difficile izolatlarında %48.2 TcdA, %63.9 TcdB ve %84.3 CdtA/B, 

koyun karkas izolatlarında ise %46.2 TcdA, %20.5 TcdB ve %78.2 CdtA/B pozitifliği 

bildirmiĢlerdir. Gıdalarda yapılan çalıĢmalarda ise; Ersöz ve CoĢansu (2018) %0 

pozitiflik bildirirken, Atasoy ve Gücükoğlu (2017) %20 (1/5) TcdA ve %40 (2/5) 

TcdB pozitifliği tespit etmiĢlerdir. Öte yandan insan orijinli C. difficile izolatlarında 

yapılan çalıĢmalarda ise YoldaĢ ve ark. (2016) %32.1 (9/28) TcdA ve TcdB, Öksüz 

ve ark. (2015) %2.8 (3/104) TcdA ve TcdB ve Lale ve ark. (2010) %24 (135/592) 

TcdA ve TcdB pozitifliği rapor etmiĢlerdir. 

YurtdıĢında farklı coğrafyalarda yapılan çalıĢmalar ise kedi ve köpeklerde toksijenik 

C. difficile suĢlarının sıklığını ortaya koymaktadır. Redding ve ark. (2023) 

Amerika‘da köpeklerde TcdA ve TcdB pozitif C. difficile prevalansını PCR ile %10 

(1/10), Leite ve ark. (2023) Brezilya‘da PCR ile %80 (8/10), Thanissery ve ark. 
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(2020) Amerika‘da PCR yöntemi ile 69% (23/42), Wen ve ark. (2022) Çin'de WGS 

analizi ile %66.6 (16/24). Bjöersdorff ve ark. (2021) Danimarka‘da WGS analizi ile 

%63.6 (7/11) olarak raporlamıĢlardır. Samir ve ark. (2021) Mısır‘da TcdA+TcdB-, 

TcdA-TcdB+ ve TcdA+TcdB+ C. difficile izolatlarını sırası ile %8.8 (8/90), %3.3 

(3/90) ve %2.2 (2/90) oranlarında PCR yöntemi ile ortaya koymuĢlardır Rainha ve 

ark. (2019), Brezilya‘da %60 (3/5) toksijenik C. difficile EIA yöntemi ile ortaya 

koymuĢlardır. Wei ve ark. 2019 yılında yaptıkları çalıĢmada ELISA yöntemi ile 

(%33) TcdA+TcdB+ bulurken kedi izolatlarının non-toksijenik olduğunu, hiçbir 

izolatta CdtA ve CdtB toksinlerine rastlanmadığını ortaya koymuĢlardır. Rabold ve 

ark. (2018), Almanya‘da 437 köpek ve 403 kediden topladıkları dıĢkıları C. difficile 

toksinleri yönünden PCR yöntemi ile incelemiĢler ve elde ettikleri kedi ve köpek 

orijinli 25 (%2.9) C. difficile pozitif izolatın 16‘ sını (%61.5) TcdA ve TcdB, ikisini 

(%12.5) ise CdtA ve CdtB genleri yönünden pozitif bulmuĢlardır.  

Gerek ülkemizdeki hayvansal kaynaklardan gerekse yurt dıĢındaki kedi ve 

köpeklerden elde edilen C. difficile izolatlarının yüksek oranda (%2.9-%48) 

toksijenik özellik göstermesi çalıĢmamız kapsamında yapılan analizler ile 

uyumludur. Keza çalıĢmamızda da hem genomik (WGS) hem de serolojik (Toksin-A 

test) olarak, kedi ve köpeklerden izole edilen C. difficile izolatlarının %45'inin 

toksijenik olduğu tespit edilmiĢtir. Ġnsanlardan elde edilen izolatlarda Binary toksine 

rastlanmamıĢken, hayvan kaynaklı izolatlarda bu toksinin sınırlı oranda (%12.5) 

gözlemlenmesi, Binary toksinin hayvan izolatlarındaki prevalansının daha ayrıntılı 

olarak incelenmesi gerektiğini düĢündürmektedir. Nitekim araĢtırmalar, hayvanlarda 

görülen CDE patogenezinde cdtA ve cdtB toksinlerinin önemli bir etkisi olduğunu 

ortaya koymuĢtur (Weese, 2020). Ancak tez çalıĢmamız kapsamında elde edilen 

izolatların hiçbirinde Binary toksin genine rastlanmamıĢ olması, bu toksinin yalnızca 

elde edildiği memeli türüne bağlı olmayıp baĢka faktörlerle iliĢkili olabileceğin i 

düĢündürmektedir. 

BaĢta SlpA ve Cwp olmak üzere yüzey tabakası proteinleri, sadece kolonizasyon 

sürecinde değil, aynı zamanda bağıĢıklık yanıtında da önemli rol oynadığı, bu 

proteinlerin yüksek düzeyde inflamatuar sitokinlerin salınımını tetiklediği ve 

enfeksiyon bölgesine makrofajların infiltrasyonuna neden olduğu gösterilmiĢtir 

(Mitchell ve ark., 2022; Bianco ve ark., 2011). Dünya‘nın çeĢitli bölgelerinde çeĢitli 
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kaynaklardan (insan, kedi, köpek) elde edilen C. difficile izolatları üzerinde SlpA ve 

diğer yüzey proteinleriyle ilgili çalıĢmalar yapılmıĢ olmasına rağmen, bu çalıĢmalar, 

bu proteinlerin hayvan izolatlarında görülme sıklığından ziyade, moleküler yapıları 

ve hastalık üzerindeki etkilerini ele almaktadır (Hunault ve ark., 2024; Wang ve ark., 

2024; Mizrahi ve ark., 2024; Chamgordani ve ark., 2024; Lanzoni-Mangutchi ve 

ark., 2022 Amirkamali ve ark., 2022; Shirvan ve ark., 2016; Merrighan ve ark., 

2013). Keza, yurdumuzda da bu alanda bir çalıĢma bulunmamaktadır. ÇalıĢmamızda 

da SlpA gen varlığı ve filogenetik analizi gerçekleĢtirilmiĢ olması ile yukarıdaki 

moleküler yöntemleri kullanan çalıĢmalar ile paralellik göstermedir. Ayrıca, SlpA ve 

Cwp protein komplekslerine sahip birçok salgın suĢunun varlığı da dikkat çekicidir 

(Brown ve ark., 2018; Stabler ve ark., 2012). Bu çalıĢmalar, yüzey proteinlerinin 

enfeksiyonun patogenezinde toksinler kadar etkili olduğunu ve bu alanda yapılacak 

araĢtırmaların enfeksiyon önleme stratejilerine katkı sağlayabileceğini 

vurgulamaktadır (Hunault ve ark., 2024; Wang ve ark., 2024; Mizrahi ve ark., 2024; 

Chamgordani ve ark., 2024; Lanzoni-Mangutchi ve ark., 2022 Amirkamali ve ark., 

2022; Shirvan ve ark., 2016; Merrighan ve ark., 2013).  

WGS analizleri, C. difficile‘nin tüm virülans faktörlerini aynı anda analiz etme 

imkânı sunarak etkenin bütün antijenik yapısının incelenmesine olanak tanımaktadır. 

ÇalıĢmamızda, kedi ve köpeklerden elde edilen C. difficile suĢlarına yönelik WGS 

analizleri gerçekleĢtirilmiĢ; 15 (%83.3) izolatın Cwp66 ve Cwp 88 genleri açısından, 

15 (%83.3) izolatın ise SlpA genleri açısından pozitif olduğu tespit edilmiĢtir. Öte 

yandan tez kapsamında yapılan filogenetik analizler, elde edilen suĢlar ile farklı 

coğrafi bölgelerden ve konak türlerinden izole edilen C. difficile suĢlarının majör 

antijenik bölgesi olan SlpA proteinleri arasındaki genetik yakınlığı ortaya 

koymaktadır. Kedilerden izole edilen ‗‗3cd‘‘, ‗‗4cd‘‘ ve köpeklerden izole edilen 

‗‗19‘‘ ve ‗‗20cd‘‘ izolatlarının SlpA proteinleri, ABD'deki insan kaynaklı QWR62406 

izolatı ile Slovenya'da bir köpeğin patisinden elde edilen HBH2943129 izolatına 

genetik olarak oldukça yakındır. Benzer Ģekilde, köpeklerden elde edilen ‗‗5cd‘‘ suĢu, 

Almanya'da insan kaynaklı ‗‗AVB42170‘‘ izolatının SlpA proteini ile benzerlik 

gösterirken, ‗‗17cd‘‘ kodlu izolatın ise Hindistan‘da köpek dıĢkı svap örneğinden elde 

edilen ‗‘HEB4999574‘‘ suĢlarının SlpA proteinleri ile klonal bir iliĢki içindedir. 

‗‗5cd‘‘ kodlu izolatımız, Almanya‘da bir insandan elde edilen ‗‗AVB42170‘‘ numaralı 
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izolat ile, ‗‗cd1‘‘, ‗‗cd2‘‘, ‗‗cd13‘‘, ‗‗cd14‘‘, ‗‗cd6‘‘, ‗‗cd7‘‘ izolatlarımız aynı 

kümelenmenin içinde ve ‗‗WP_021402687 kodlu, Güney Kore‘de insandan elde 

edilen izolata genetik yakınlık göstermektedir. Bu durum, C. difficile suĢlarında SlpA 

gen bölgesinin farklı kıtalardaki izolatlar arasında yüksek düzeyde genetik benzerlik 

gösterdiğini ortaya koymaktadır. Bu genetik benzerlik, suĢların ülkeler arasında 

uluslararası seyahatler, gıda ve hayvan ticareti gibi insan faaliyetleri ile geniĢ 

coğrafyaya yayılabilme potansiyelini ortaya koymaktadır.  

C. difficile‘nin zoonotik karakterini ve toplum kaynaklı CDE‘nin çıkıĢ noktalarını 

ortaya koymak, farklı izolatların orijinlerini ve genetik çeĢitliliğini anlamak ve 

salgınları izlemek amacıyla ribotipleme ve genom temelli tiplendirme yöntemlerinin 

kullanımı büyük önem taĢımaktadır (CDC., 2024). Geleneksel CE-PCR ribotipleme 

yöntemi, düĢük ayrım gücü nedeniyle sınırlı kalırken, çekirdek genom çok lokuslu 

dizi tipleme (MLST) gibi modern genomik yaklaĢımların daha yüksek hassasiyet ve 

standartlaĢtırılabilirlik sunduğu düĢünülmektedir. Bu yöntemler, farklı sekans tipleri 

(ST) ile ribotipler arasındaki genetik yakınlıkların anlamlandırılmasında daha etkin 

çözümler ortaya koymaktadır. Bu doğrultuda Baktash ve ark. (2022), C. difficile 

ribotiplerinin hangi MLST sekans tipine yakınlık gösterdiğini ve bu sekans 

tiplerinden kaynaklanan salgınların genetik temellerini belirlemek amacıyla geniĢ 

çaplı bir çalıĢma gerçekleĢtirmiĢtir. ÇalıĢmada, farklı orijinlerden toplanmıĢ 100 

farklı ribotipe ait 630 adet C. difficile izolatı, tüm genom dizileme (WGS) analizine 

tabi tutulmuĢtur. AraĢtırıcılar, elde edilen bulgular ıĢığında sekans tipleri ile 

ribotipler arasındaki genetik bağlantıların MLST analizleri ile etkin bir Ģekilde 

belirlenebileceğini göstermiĢlerdir. Baktash ve ark. (2022)‘nın bildirdiği Ripotip-ST 

iliĢkisine dayalı olarak çalıĢmamızda elde edilen sekans tipleri ribotip olarak 

değerlendirildiğinde ST2'nin RT014, ST3'ün RT023, ST35'in RT001, ST39'un 

salgınlarla iliĢkili RT027, ST55'in RT020 ve ST185'in RT181 ile bağlantılı olduğu 

görülmektedir. Bu sonuçlara göre, sekans tiplerinin eĢleĢtiği ribotipler, dünyada 

çeĢitli salgınlardan elde edilen ribotipler ile benzerlik göstermektedir. Yapılan bir 

meta-analiz; Asya ve Avrupa‘da buzağılarda salgın ribotiplerinden RT027‘ nin 

değiĢken oranlarda (%20-%70) saptandığını raporlamıĢtır (Wesse, 2020). Bununla 

birlikte, Hawken ve ark. (2013) RT027‘nin Amerika‘da büyükbaĢ ve kümes 

hayvanlarında yaygınlığının sırası ile %75 ve %90 arasında ve Kanada‘da büyükbaĢ 
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orijinli ve Ġngiltere‘de insan orijinli izolatlarla da aynı tipte olduğu vurgulamıĢlardır 

(Albuquerque ve ark., 2021). Bununla beraber yapılan çeĢitli çalıĢmalarda; köpek ve 

kedilerde toksijenik C. difficile ribogruplarının prevalansının %50‘ye kadar 

ulaĢabildiği bildirilmiĢtir (Weese ve ark., 2020; Stone ve ark., 2019; Stone ve ark., 

2016). Konu ile iliĢkili Loo ve ark. (2016), enfekte bireylerin evlerinde yaĢayan 

köpek ve kedilerden alınan C. difficile izolatlarının, sahiplerinden alınan izolatlarla 

aynı ribotipte olduğunu ve bu taĢıyıcılığın genellikle asemptomatik seyrettiğini rapor 

etmiĢlerdir. Analizlerimiz sonucunda kedi ve köpek orijinli C. difficile suĢlarından 

elde edilen sekans tipleri, insanlarda yaygın olarak bulunan RT014, RT001, RT020, 

RT181, RT023 ve RT027 gibi ribotiplerle örtüĢmüĢ olup bu durum, etkenin evcil 

hayvanlardan insanlara potansiyel geçiĢinin mümkün olabileceğini 

düĢündürmektedir. Ancak, bu sonuçların insan ve hayvanlar arasında doğrudan bir 

geçiĢten mi yoksa ortak çevresel kaynaklar aracılığıyla yayılımdan mı 

kaynaklandığının daha fazla NGS tabanlı araĢtırmalar ile aydınlatılması gerektiği 

düĢünülmektedir. 

Hayvan orijinli C. difficile izolatlarının MLST sekans tiplerinin belirlenmesine 

yönelik çalıĢmalarda, köpeklerde ST2 sekans tipinin sıklığını Wen ve ark. (2022) 

%12 (3/24), Finsterwalder ve ark. (2022) %36.8 (14/38) ve Stone ve ark. (2019) 

%16.6 (7/42) oranında, ST3 sekans tipinin ise aynı araĢtırıcılar tarafından sırasıyla 

%4.1 (1/24), %10.5 (4/38) ve %19 (8/42) oranlarında raporlandığı görülmektedir. 

Ayrıca, Wen ve ark. (2022), köpek orijinli C. difficile izolatlarında ST39 sekans 

tipinin sıklığını %16,7 (4/24) oranında saptarken, araĢtırıcılar, domuzlarda ST35‘in 

%7.4 (13/176) oranında gözlendiğini bildirmiĢlerdir. Ancak kedi ve köpeklerde bu 

sekans tipini gösteren bir çalıĢmaya rastlanmadığı göze çarpmaktadır. Öte yandan, 

literatür taramalarımız sonucu çalıĢmamızdan elde edilen diğer sekans tiplerine 

(ST55, S155) ait izolatların sadece insanlardan elde edildiği, bu sekans tipine ait ilk 

kedi-köpek orijinli C. difficile izolatlarının çalıĢmamız kapsamında elde edildiği 

saptanmıĢtır. Tez çalıĢmamızda kedilerden elde ettiğimiz iki adet ST2 ve bir adet 

ST55 C. difficile suĢunun, Yeni Zelanda ve Japonya gibi okyanus ötesi ülkelerde 

nosokomiyal salgınlara sebebiyet vermiĢ olması, C. difficile‘nin bazı sekans 

tiplerinin farklı coğrafik bölgelerde yayılım gösterdiğini düĢündürmektedir. Bu 

doğrultuda; Bloomfield ve ark. (2024), Yeni Zelanda‘da bir insan hastanesi‘nde 
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yaĢanan bir CDE salgınında ortaya çıkan C. difficile izolatlarının %18.4 (14/76)‘ünü 

ST2, %7.9 (6/76)‘unun ST55 sekans tiplerine ait olduğunu ortaya koymuĢlardır. 

Aynı Ģekilde‘da Kuwata ve ark. (2014) araĢtırmamızda tanımlanan tüm sekans 

tiplerini bir insan hastanesinden elde edilen C. difficile izolatlarında belirlemiĢlerdir. 

Ayrıca, toksin tiplerini, direnç genlerini ve dirençle iliĢkili SNP‘leri çalıĢmamızla 

uyumlu olarak raporlamıĢlardır. Yaptıkları çalıĢmada izole ettikleri 130 C. difficile 

izolatının 13‘ünün ST2, (%10) üçünün (%2.3) ST3, üçünün (%2.3) ST35, birinin 

(%0.7) ST39, birinin (%0.7) ST55 ve birinin (%0.7) ST185 olduğunu bildirmiĢlerdir. 

ÇalıĢmadan elde ettikleri ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve ST185 izolatlarının 

tamamının klindamisin ve florokuinolonlara dirençli olduğunu, ancak metronidazol, 

vankomisin ve meropenem gibi antibiyotiklere duyarlı olduklarını bildirmiĢlerdir. 

ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve ST185 izolatlarının tamamında klindamisin direnci 

ile alakalı olduğu bilinen ermB geni tespit edilirken, floroquinolon direnci gösteren 

izolatlarda, gyrA SNP‘sine rastladıklarını bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda da aynı 

Ģekilde gyrA SNP‘si ve ermB genine klindamisine dirençli izolatlarda rastlanmıĢtır.  

MLST sonucu izolatların ST‘leri ve MLST Clade‘lerinin belirlenmesinin yanı sıra, 

çalıĢmamız kapsamında elde edilen izolatların WGS verileri ile, dünyanın farklı 

coğrafi bölgelerden ve konak türlerinden izole edilen ve ‗‘NCBI Genbank‘‘ 

veritabanında bulunan C. difficile suĢlarının WGS verileri arasındaki genetik 

yakınlık, yapılan filogenetik analizler ile incelendi. ÇalıĢmamızda, kedilerden izole 

edilen 3cd ve köpeklerden izole edilen 20cd suĢlarının, ABD'de kökeni köpek olan 

bir C. difficile izolatı ile genetik yakınlık gösterdiği, benzer Ģekilde kedilerden izole 

edilen 11cd ve 12cd izolatlarının ise Kuzey Kore‘den bir köpek izolatı ile genetik 

benzerlik taĢıdığı tespit edilmiĢtir. Bununla birlikte 5cd kodlu köpek izolatımızın da 

Avusturya‘dan elde edilmiĢ tavuk orijinli C. difficile izolatıyla gösterdiği yakınlık, C. 

difficile izolatlarının sadece kıtalararası olarak yayılımını değil, türler arasındaki 

transferine de dikkat çekmektedir. Filogenetik analizler sonucu elde edilen veriler 

farklı orijinlerden elde edilen C. difficile suĢlarının yayılım mekanizmalarının ve 

kontrol stratejilerinin daha geniĢ çaplı ve kapsamlı bir Ģekilde araĢtırılması 

gerektiğini düĢündürmektedir.  

Bu çalıĢmada, Kayseri‘deki veteriner kliniklerinden alınan sağlıklı ve ishalli kedi ve 

köpek rektal svap örneklerinden elde edilen 18 C. difficile izolatının WGS-SNP ve 
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MLST analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmaya dahil edilen köpek ve kedilerin hem 

sağlıklı hem de ishalli hayvanlardan oluĢması, bu hayvanların asemptomatik 

taĢıyıcılık oranları ve elde edilen izolatların genetik yapıları hakkında geniĢ bir 

perspektif sunmuĢtur. Bu çalıĢma, Türkiye‘deki evcil hayvan popülasyonunda C. 

difficile izolatlarının genetik yapısını detaylı bir Ģekilde analiz ederek, zoonotik 

bulaĢma yollarının daha iyi anlaĢılmasına yönelik önemli veriler sunmaktadır. Elde 

edilen bulgular, WGS tabanlı analizlerin C. difficile epidemiyolojisi ve zoonotik 

geçiĢ mekanizmalarının aydınlatılmasında kritik bir araç olarak kullanılabileceğini 

desteklemektedir. C. difficile‘nin sadece kedi ve köpeklerde değil, bütün olası bulaĢ 

yollarında izolasyonu, elde edilen izolatların antibakteriyel direnç durumunun 

belirlenmesi ve WGS analizi çalıĢmaları hem CD enfeksiyonunun kontrol ve tedavi 

stratejilerinin geliĢtirilmesine hem de patojenin yayılımının sınırlandırılmasına katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Bu çalıĢma, Türkiye‘de sağlıklı ve ishalli kedi ve köpeklerden C. difficile izolasyonu, 

elde edilen 18 C. difficile suĢunun, tüm genom dizileme (WGS) analizi ile moleküler 

ve antijenik karakterizasyonunu ve antibakteriyel duyarlılık profillerini belirleyen ilk 

kapsamlı araĢtırmadır. ÇalıĢmada, özellikle etkenin ST39, ST2 ve ST55 gibi 

toksijenik niteliği ile bilinen sekans tiplerinin sağlıklı kedi ve köpeklerden izole 

edilmiĢ olması, etkenin kedi ve köpeklerin asemptomatik taĢıyıcılığını, dolayısı ile 

potansiyel bir rezervuar olarak rolü olabileceğini ortaya koymuĢtur. ÇalıĢma 

sonucunda, yerel izolatların genetik profilleri ortaya konulmuĢ ve uluslararası 

suĢlarla olan filogenetik iliĢkileri analizi sonucunda Türkiye‘deki C. difficile 

suĢlarının, uluslararası düzeyde farklı kaynaklardan (insani kedi, köpek, inek, rat, 

tavuk) elde edilen izolatlarla genetik benzerlik gösterdiği saptanmıĢtır. Yine 

izolatlarda tespit edilen antibiyotik direnç genleri ve sekans tipleri ile benzer 

genotiplerin küresel dağılımını ortaya koymuĢtur. Elde edilen bulgular, yurdumuzda 

C. difficile‘nin moleküler epidemiyolojisi ile ilgili genomik verilerdeki ciddi bilgi 

boĢluğu için önemli bir veri sağlamıĢtır. Ayrıca, Türkiye‘de kedi ve köpek kaynaklı 

oluĢabilecek C. difficile enfeksiyonlarında etkenin moleküler özelliklerinin 

değerlendirilmesi açısından bir alt yapı oluĢturarak patojenin yerel düzeyde 

izlenebilirliğine katkı sağladığı düĢünülmektedir. Elde edilen ‘NCBI GenBank‘‘ veri 

tabanına kaydı yapılan C. difficile WGS verilerinin, hayvanlardan insanlara olası 

bulaĢ yollarının belirlenmesi açısından hem yerel hem de uluslararası düzeyde 

gelecekte yürütülecek karĢılaĢtırmalı epidemiyolojik araĢtırmalara önemli katkılar 

sağlayacağı düĢünülmektedir. ÇalıĢmada yurdumuzda kedi ve köpek orijinli C. 

difficile izolatlarının antibakteriyel direncine iliĢkin ilk veriler elde edilmiĢ olup CD 

enfeksiyonun tedavisi ve etkenin yayılımının kontrol altına alınması için halihazırda 

kullanılan vankomisin ve metranidazol gibi antibiyotiklere yüksek oranda duyarlılık 

belirlenmiĢtir. C. difficile'nin zoonotik potansiyelinin tam olarak ortaya 

konulabilmesiiçin evcil hayvan sahipleri, veteriner hekimler ve halk sağlığı 

 



99 

 

uzmanlarının iĢ birliği içinde çalıĢarak ortak izleme sistemlerinin oluĢturulması 

gerekmektedir. Bu kapsamda özellikle hayvan ve insan orijinli C. difficile 

izolatlarının genetik yapılarının tek sağlık konsepti kapsamında incelenmesinin, 

etkenin türler arası yayılımına iliĢkin önemli ipuçları sağlayacağı düĢünülmektedir.
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