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SAGLIKLI VE iSHALLI KEDIi VE KOPEKLERDEN
CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE iZOLASYONU, ELDE EDILEN
IZOLATLARIN ANTIBAKTERIYEL DUYARLILIKLARI VE

GENOMIK KARAKTERIZASYONLARI
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OZET
Bu calismada, saglikli ve ishalli kedi ve kopeklerden Clostridioides difficile

izolasyonu, identifikasyonu, elde edilen izolatlarin antibakteriyel duyarlilik
profillerinin belirlenmesi ve genomik karakterizasyonlar1 amacglandi. Bu amagla 100
kedi ve 100 kopekten (50’°ser adet saglikli, 50’ser adet ishalli) alinan toplam 200
rektal svap Ornegi materyal olarak kullanildi. Rektal svap orneklerinden C. difficile
izolasyonunda kiiltiir yontemi, elde edilen izolatlarin identifikasyonunda molekiiler
yontem (PCR-Polymerase Chain Reaction) ve antibakteriyel duyarliliklarinin
belirlenmesinde ise gradiyent difflizyon yontemi (E-test) kullanildi. Elde edilen
izolatlarin tiim genom dizi (WGS) analizleri yeni nesil dizileme platformlarindan
Oxford-Nanopore PromethlON sisteminde uzun okumalar seklinde gerceklestirildi.
Biyoinformatik analizler ile izolatlarin; genomlarinda bulunan antibiyotik direng
genleri, toksin genleri ve diger antijenik yapilarini kodlayan genler incelendi. Ayrica
izolatlarin Multi Locus Sequence Typing (MLST) sekans tipleri (ST) belirlendi ve
acik veri tabanlarinda bulunan farkli cografi bolgelerden elde edilen insan ve hayvan
orijinli C. difficile izolatlan ile genetik yakinliklarinin saptanmasi i¢in filogenetik
analizler gerceklestirildi. Incelenen 200 adet rektal svap drneginin 12 (%6)’si kopek
ve yedisi (%3.5) kedi orijinli olmak tizere 19 (%9.5)’u fenotipik testler ve PCR ile C.
difficile yoniinden pozitif bulundu. WGS analizi sonucunda 19 C. difficile izolatinin

18’1 C. difficile olarak dogrulanirken biri C. innocuum olarak tanimlandi. Calisma



kapsaminda elde edilen izolatlar sirasiyla ampisilin, klindamisin, meropenem ve
metranidazole % 27.7 (5/18), % 33.3 (6/18), % 27.7 (5/18) ve % 11.1 (2/18) oraninda
direncli saptanirken, izolatlarin tamaminin (%100) vankomisine duyarli oldugu tespit
edildi. Izolatlarda en sik goriilen (15/18, %83.3) diren¢ geninin metronidazol direnci
ile iligkili nimB oldugu ortaya konuldu. Kedi ve kopek izolatlarinda adherans
(Cwp66 ve Cwp88) ve SIpA genleri sirastyla %91.6 (11/12) ve %77.8 (14/18)
oraninda belirlenirken, izolatlarin %45'inin toksijenik oldugu tespit edildi. Ayrica
izolatlarin %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) oraninda siras1 ile ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve ST185’den olusan
toplam 6 MLST ne ait oldugu belirlendi.

Calismada elde edilen izolatlarda ¢esitli toksin, viriilens, antibiyotik diren¢ genlerinin
belirlenmesi ve insanlarda daha once C. difficile kaynakli salginlarda bildirilen
sekans tiplerine benzer genotiplerin elde edilmis olmasi, pet hayvanlarinin bu bakteri
acisindan bir rezervuar olabilecegini ve dolayist ile halk sagligi i¢in problem arz
edebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Clostridioides difficile; Filogenetik analiz; Kedi; Kopek; Tiim

Genom Dizileme

Vi



ISOLATION OF CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE FROM
HEALTHY AND DIARRHEIC CATS AND DOGS,
ANTIBACTERIAL SUSCEPTIBILITIES AND GENOMIC

CHARACTERIZATIONS OF THE ISOLATES OBTAINED
Dogancan YARIM

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Microbiology
Doctoral Thesis, February 2025
Supervisor: Prof. Dr. Secil 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,

vii



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. GIRIS VE AMAC

Clostridioides difficile (C. difficile)y hem insan ve hayvanlarin bagirsak
mikrobiyomunda kommensal olarak hem de cevresel etken seklinde dogada yaygin
olarak bulunan anaerobik, Gram pozitif, spor olusturan, genellikle hareketli, peritrik
flagellaya sahip, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um boyutunda bir basildir (Czepiel ve ark.,
2019). Bakterinin vejetatif formu zorunlu anaerobik olmasi nedeniyle oksijene karsi
duyarliyken spor formu kurumaya, 1siya, bir¢cok dezenfektana ve fiziksel ajanlara
kars1 oldukca dayaniklidir (Paredes-Sabja ve ark., 2014) ve kolonda vejetatif halde,
kolon disindaki dokularda ise spor formunda bulunmaktadir (Adams ve ark., 2013).
Bakterinin spor formu; hastane ortami, personel kiyafetleri ve ekipmanlarinda (Rose
ve ark., 2023), toprak (Lim ve ark., 2020), sel gibi dogal afetler (Lin ve ark., 2015),
deniz sular1 ve deniz tortular1 (Perumalsamy ve ark., 2019) ve diger cevresel
ortamlarda (Beinortas ve ark., 2018; Rodriguez ve ark., 2016; Stull ve ark., 2013);
tek (Hain-Saunders ve ark., 2023) ve cift tirnaklilar (Bolton ve ark., 2023), kopek,
kedi ve kanathilar gibi bir¢ok hayvanin intestinal sistemi ve gaitasinda (Mitchell ve
ark., 2022; Rahimi ve ark., 2015; Esfandiari ve ark., 2014); ayrica hayvansal
gidalarda (Bingdl ve ark., 2020; Atasoy ve Giiciikoglu, 2017; Guran ve Ilhak, 2015),
insan ile hayvanlarin piyojenik enfeksiyonlarinda (Mengoli ve ark., 2020) tespit
edilmektedir. Bununla birlikte, sporlarin fiziksel etkenlere (¢esitli dezenfektanlar ve
1s1) kars1 dayanikli olmasi, potejenle miicadeleyi zorlastirmakta ve halk sagligi i¢in
ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Buddle ve ark., 2023; Paredes ve ark., 2014; Sabja
ve ark., 2014).



Clostridioides difficile enfeksiyonlarmin patogenezinde, yaygin ve hatali antibiyotik
(Albuquerque ve ark., 2021) ve proton pompasi inhibitdrlerinin (Inghammar ve ark.,
2021) kullanimi temel hazirlayict faktorler arasinda yer almakta, bagirsak
mikrobiyotasini bozarak patojenin asiri ¢ogalmasina ve toksin iiretimine zemin
hazirlamaktadir. Ayrica, hijyen ve enfeksiyon kontrol dnlemlerindeki yetersizlikler,
sporlarin yayilimina katkida bulunurken, gastrointestinal cerrahi ve invaziv
miidahalelerin de hastane kaynakli C. difficile enfeksiyonlarina yol actig1
bilinmektedir (Rose ve ark., 2023). Etken kedi ve kopeklerde ise pseudomembrandz
kolit ve inat¢1 ishal gibi klinik semptomlarla kendini gdstermektedir. insanlarda
salginlardan izole edilen sekans tiplerinin kedi ve kopeklerden (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
gida triinlerinden (Weese ve ark., 2020; Rabold ve ark., 2018; McCollum ve ark.,
2012) de izole edilmis olmasi ise etkenin zoonotik karakterde oldugu konusunda
sliphe uyandirmaktadir. Bu durum hastane kaynakli oldugu bilinen CDE’nin toplum
kaynakl1 bir enfeksiyona evrildigini diisiindiirmektedir.

Kedi ve kopeklerden izole edilen C. difficile suslarinin WGS analizi ile antijenik ve
genetik yapilariin kapsamli bir sekilde karakterize edilmesi, farkli konak tiirleri ile
cografi bolgeler arasindaki antijenik varyasyonlarini ortaya koyarak kiiresel yayilim
dinamiklerinin detayl izlenmesine olanak tanimaktadir (Wen ve ark., 2022). Bu
yaklasimla elde edilen molekiiler veriler, enfeksiyon kontrol stratejilerinin
gelistirilmesine yonelik bilimsel bir temel olustururken, patojenin molekiiler
epidemiyolojisinin daha kapsamli anlasilmasini saglamaktadir (Janezic ve ark.,
2019). Mevcut literatiir incelendiginde, Tiirkiye’de kedi ve kdpeklerden izole edilen
C. difficile suslarinin antijenik ve molekiiler karakterizasyonuna yonelik son 25 yil
icerisinde herhangi bir ¢aligmanin gergeklestirilmedigi goriilmekte, insan orijinli
izolatlar tizerinde yapilan ¢aligmalarda ise patojenin antijenik ve molekiiler diizeyde
detayli karakterizasyonu alanindaki eksiklik dikkat c¢ekmektedir. Uluslararasi
diizeyde ise, ’NCBI GenBank’’ veri tabaninda kedi kaynakli C. difficile izolatlarina
ait WGS verisinin bulunmadigr goriilmekte, bu durum 6nemli bir bilgi boslugunu
isaret etmektedir. Bu eksiklikler hem insan hem de evcil hayvan kaynakli C. difficile

izolatlarinin epidemiyolojik ve genetik profilinin aydinlatilmasi agisindan kritik bir



gerekliligi ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda, insanlarla ayn1 yasam ortamini
paylasan kedi ve kopeklerden elde edilen C. difficile izolatlarinin; prevalansinin
arastirilmasi, antijenik ve molekiiler 6zelliklerinin detayli bir sekilde karakterize
edilmesi ve antimikrobiyal duyarlilik profillerinin belirlenmesinin halk saglig
acisindan kritik bir 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda;
saglikli ve ishalli kedi ile kopeklerden izole edilen C. difficile suslarinin WGS
analizlerinin gerceklestirilmesi, patojenin tiim genom diizeyinde molekiiler ve
antijenik karakterizasyonu ve ayni zamanda fenotipik ve molekiiler olarak antibiyotik

duyarlilik profillerinin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi amacglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Clostridioides difficile’nin Tarihcesi

Clostridioides  difficile  enfeksiyonu’'nun (CDE) tarihgesi, bakterinin ilk
izolasyonundan oncesine dayanmaktadir. 1892 yilinda Amerika’da bulunan Johns
Hopkins Hastanesi'nde 22 yasinda bir kadin skatrize iilser nedeniyle timor
rezeksiyonu gec¢irmis ve ameliyattan 10 giin sonra hafif ishal tablosu geligmistir.
Ishal tablosu gittikge ilerlemis ve hasta 5 giin sonra vefat etmistir. Otopsi kayitlarinda
ince bagirsakta "difteritik kolit" goriildiigli belirtilmistir. Bu olay antibiyotik dncesi
donemde meydana gelmis olsa da hastaya ameliyattan once lokal antiseptik olarak
borik asit mide irrigasyonu uygulandigi kaydedilmistir (Finney, 1893). CDE,
1928°de penisilinin kesfiyle (Fleming, 1929) ortaya ¢ikan ‘‘antibiyotik donemi’’nin
ilk yan etkilerindendir (Gaynes, 2017). Bu donem yogun antibiyotik kullanimina
bagli pseudomembrandz kolit (PMK) vakalarinda artis goriilmiis, ancak hastaligin
etiyolojisi ortaya koyulamamustir (Hamre ve ark., 1943). ilerleyen yillarda hastalik
tablosunun Staphylococcus aureus kaynakli oldugu diistiniilse de etkenin etiyolojisi

hakkinda ¢alismalar siirmiistiir (Antibiotics, 1953; Green ve ark., 1974).

1935 yilinda Hall ve O'Toole, saglikli yeni dogan bebeklerin bagirsak kanalindan
izole edilen, zor iireyen, zorunlu anaerobik, Gram-pozitif, spor olusturan, sitotoksin
ireten bir comak olan Bacillus difficilis'i ilk kez tanimlamislardir (Hall ve O'Toole,
1935). Bunun iizerine uzun yillar boyunca C. difficile PMK ile iligkilendirilememis
ve bebeklerin bagirsak mikrobiyomunun bir parcasi olarak goriilmiistiir. O yillarda
bebeklerin bagirsak mikrobiyomunun bir parcasi olmasi disinda organizma hakkinda
cok az sey bilinmekteydi (Snyder ve ark., 1940). Sonraki yillarda yapilan
calismalarda etken topraktan (Kim ve ark., 1960), kanathh ve memeli hayvanlarin
bagirsak mikrobiyotasindan (McBee ve ark., 1981, Hafiz ve ark., 1976) da izole

edilmistir.



Antibiyotik kullanimina bagli kolit tablosundan sorumlu organizmayi kesfetmeye
yonelik arastirmalar 1970'li yillarda artig gostermistir. Tedesco ve ark. 1974 yilinda
genis spektrumlu antibiyotik kullanimim1 PMK ile iliskilendirmisler, ancak etkeni
izole edememislerdir. George ve ark. 1978’de yapmis olduklar1 g¢alismada, C.
difficile’nin insan ve hayvanlarda PMK’den sorumlu etken oldugunu ortaya
koymuslardir (George ve ark.,, 1978). Keighley ve ark. 1978'in sonlarinda,
vankomisin’in toksjenik C. difficile'yi kolondan elimine ettigini ve PMK’l1 hastalarda
hizli klinik iyilesme ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir (Keighley ve ark.
1978). Sonraki y1l yapilan bir calismada PMK ‘l1 hastalarin digskilarinda Clostridium
sordelii toksin antiserumlar tarafindan nétralize edilebilen bir toksin tespit edilmis
ve etken vankomisine yanit verdigi i¢in enfeksiyonun bakteriyel oldugu
diisiiniilmistir (Wiley ve Berlett, 1979). Ancak hastalarda C. sordelli izole
edilemediginden, antibiyotikle iligkili PMK tablosunda primer etkenin C. difficile
oldugunu, toksin irettigini ve halk sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturabilecegini

ortaya koymuslardir (Sekil 2.1).

Finney, bir gastrojejunostomi Hall ve O'Toole, anne siitityle beslenen Snyder ve ark. Bacillus difficilis Prevol ve ark. tarafindan Bacillus
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Etkenin ismi uzun siire Clostridium difficile olarak kaldiktan sonra Yutin ve
Galperin, 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada C. difficile’nin yeni isminin
"Peptoclostridium difficile" olarak degistirilmesini onermislerdir. Ancak bu durum
Lawson ve ark.’nin 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada elestirilmistir. Bu
elestirinin sebebi ise bakteri adina literatiirde ve halk saglig1 kuruluslarinda ¢ok fazla
kisaltma bulunmasi ve bakterinin cins isminin bas harfinde meydana gelecek
degisimin ¢ok fazla karisikliga neden olacaginin diisiiniilmesidir. Lawson ve ark.
(2016) yaptiklar1 calisma sonucu ‘’Clostridioides’’ adini vermis olduklar1 yeni bir
cins tanimlamis ve Clostridioides difficile ile bu bakteriye yakin bir tiir olan
Clostridioides mangenotii'yi bu cinse dahil etmislerdir. Bu yeni cinsin adinin sonuna
sadece "-oides” eklemiglerdir. Tiir adi ise iireme sartlarindan kaynakli “’zor”’
anlamma gelen ‘’difficile’’ olarak birakilmistir (Lawson ve ark., 2016; Oren ve
Rupnik, 2018). Gliniimiizde Clostridioides cinsine bagli gegerli olarak yayinlanan tek
tir ©° Clostridioides difficile’'dir, Clostridioides perfiringens gegerli olarak kabul

edilmemis, C. mangenotii ise ‘’Metaclostridioides’’ 1simli yeni bir cins olusturularak

o cinse dahil edilmistir (Parte ve ark., 2020; Bello ve ark., 2024).

O zamandan beri, hastanelerde C. difficile enfeksiyonunu belgeleyen raporlarin sayisi
artmis ve etken, 90'li yillarin patojeni haline gelmistir (Riley ve ark. 1998). 2000'li
yillarin baginda, Avrupa ve Kuzey Amerika'da CDE insidansinda, siddetinde ve 6liim
oraninda, hiperviriilent sus olan RTO027'nin ortaya ¢ikmasiyla iliskili bir artig
bildirilmistir (Kuijper ve ark. 2008). Enfeksiyoz hastaliklarin tedavisinde yaygin ve
gereksiz antibiyotik kullanimi ile C. difficile enfeksiyonu, diinya ¢apinda
hastanelerde ve diger saglik kuruluslarinda endemik hale gelmistir (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 yillarda yapilan
caligmalar; Kanada (Xia ve ark., 2019), Asya (Borren ve ark., 2017), Amerika ve
Avrupa’da (CDC Reports., 2020) enfeksiyonun prevalansinin hizla arttigini ortaya
koymaktadir.

2.2. C. difficile’nin Taksonomisi
C. difficile, sporlu, hareketli, peritrik flagellar1 olan, kapsiilsiiz, 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um
boyutlarinda Gram pozitif bir bakteridir (Lawson ve ark., 2016). Bu tiir, ‘ 'Bacteria™

aleminde yer alir. Tirler, Firmicutes subesine, Clostridia simifina, Clostridiales



takimina ve Peptostreptococcaceae familyasina dahil edilirler (Tablo 2.1.). 16S
rRNA gen dizilimine gore tiirler, Peptostreptococcaceae ailesinde, Clostridiamin XI
numarali kiimesinde yer almaktadir (Lawson ve ark., 2016; Collins ve ark. 1994;
Sekil 2.2). Clostridioides tiirleri, karbonhidratlar1 fermentasyon yoluyla metabolize
eder. Fermentasyon sonucunda baslica asetik asit, laktik asit, biitirik asit gibi organik
asitler olusur. Bu tiirler, proteolitik enzimlere sahiptir ve amino asitlerin de
fermentasyonunu gergeklestirirler. Ayrica, glukozu fermente ederek gaz (hidrojen ve
karbondioksit) iiretirler. Guanin+Sitozin (G+C) oram1 genellikle %21 ile %30
arasinda degismektedir ve bu oran, Clostridium tirleriyle uyumludur. Bello ve ark.
2024°te Peptostreptococcaceae ailesini ve bu ailenin ana cinslerini, filogenetik
analizler ve takson-spesifik molekiiler belirteclere dayanarak yeniden siniflandirmayi
amaglamadigr c¢alismada, Clostridioides mangenotii'nin, * Metaclostridioides’
olarak yeni bir cinse aktarildigini bildirmislerdir (Parte ve ark., 2020; Bello ve ark.,

2024).

Tablo 2.1. C. difficile’nin taksonomisi

Bilimsel siniflandirma

Alem Bacteria

Sube Firmicutes

Sinif Clostridia

Takim Clostridiales

Aile Peptostreptococcaceae
Cins Clostridioides

Tir Clostridioides (C.) difficile




o Terrisporobacter glveoficus DSM 1288" fJ{TﬁTS[![!
Terrisporobacter mayombei DSM6339" (FRT33682")
Asaecharospora irregularis DSM 2635 (X73447")
Rombouisia ilealis CRIBY (X734477)
Romboursia limseburensis DSM 797" (X73447")
Intestinibacter bartlettii DSM 16795 (AY438672")
o) Paraclostridium benzoelyticum ATCC 9714" (LN846800")
Paraclostridium bifermentans ATCC 638" (AB075769")
Paeniclostridium sordellii ATCC 9714" (ABOTSTT1T)
Eubacterium temue ATCC 255537 (M591187)
Paeniclostridium ghonif ATCC 25757" (AB342933")
_[——mmmm [Clostridium] difficile ATCC 9689 (AB075770")
u Clostridioides [Clostridium| mangenotii DSM1289" (FR733662")
Clostridium hiranonis DSM 132757 (AB023970")
Peptastreptococcus russellii DSM 230417 (AY 167952")
—1 [ Peptostreptococeus canis DSM 27025" (HE687281")

E|__[F9pms-rrepmmmus anaerobius DSM 2949 (AY326462")

#l— Pepfostreplococcus stomaris DSM 17678 (DO l‘:oDEﬂET]
Sporacetigenium mesophttum ZLI115" (AY682207")
Clostridium paradium DSM 7308 (269929")
Clostridium thermoalcaliphilum DSM 7309" (L11304")
Tepidibacter mesophilus JOM 16806 (GQ231514")
Tepidibacter formicigenes DSM 15518" (AY245527")
Tepidibacter thalassicus DSM 15285" (AY158079")
[ e Clostridium sticklandii DSM 5197 (NR102880")
100 Clostridium litorale DSM 388" (X778457)
_|_— Eubacterium acidaminophilum DSM 3953' (AF071416")
-~ o — Clostridium aceticum DSM 14967 (Y18183")
[ Clastridium formicaceticum DSM 92 (HF679208")

W Closiridium caminithermale DSM 152127 (AF458779")

—_ Clostridium halophilum DSM 5387" (X77837")
Anaerosphaera aminiphila DSM 21 120" ( AB298 '1'351]
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Sekil 2.2. Peptostreptococcaceae familyasina ait {yelerin filogenetik pozisyonlarini
gosteren, 16S rRNA gen dizisi verilerine dayali filogenetik agac (Lawson ve ark., 2016).



2.3. C. difficile’nin Kiiltiir Ozellikleri

Bakterinin iireyebilmesi i¢in oksijensiz (anaerobik) bir ortam gereklidir ve bakteri,
%10 CO; (karbondioksit), %10 hidrojen ve %80 nitrojene ihtiya¢ duyar. C. difficile,
25-45°C arasinda da biiyiiyebilmesine ragmen, optimal biiylimeyi 30-37°C ve 7-7.2
pH araliginda gosterir (Mitchell ve ark., 2022). Etkenin izolasyonu i¢in kan, yumurta
sarisi, serum, K1 vitamini ve hemin ile zenginlestirilmis besiyerleri kullanilir.
%0.2°1ik Kreozol, lizozim veya sodyum taurokolat iiremesi istenmeyen Gram pozitif
ve gram negatif bakterilerin gelisimini engelleyerek C. difficilenin segici
izolasyonuna olanak tanir. Sikloserin, norfloksasin sefoksitin, moksalaktam C.
difficile'nin besiyerinde baskin hale gelmesini saglayan antimikrobiyal ajanlardir
(Shivaperumal ve ark., 2022). Fruktoz, C. difficile tarafindan fermente edilebilen bir
karbon kaynag1 olarak besiyerine eklenir (Wren, 2010). Bu fermentasyon siireci, asit
tiretimi ile sonuglanir ve besiyerinde pH degisikliklerine neden olur. Fruktoz,
ozellikle fenol kirmizis1 gibi bir pH indikatori ile birlikte kullanildiginda fruktozun
fermentasyonu sonucu olusan asit, fenol kirmizisinin rengini sariya cevirerek C.

difficile kolonilerinin sar1 renkte goriinmesini saglar (Wren, 2010).

C. difficile’nin izolasyonu ve identifikasyonu icin en yaygin kullanilan besiyerleri;
Cycloserine-Cefoksitin Fructose Agar (CCFA), Brazier’s Anaerobic Agar (BRA),
Clostridioides difficile Moksalactam Norfloksacin Agar (CDMN) ‘dir (Alatas ve
ark., 2018). BRA’da bulunan sikloserin, sefoksitin ve amfoterisin B besiyerine
selektivite kazandiran antimikrobiyal ve antifungal ajanlardir. Bu besiyerinde, C.
difficile kolonileri genellikle gri-beyaz renkte olup, diizensiz kenarlara sahiptir ve
karakteristik bir koku yayarlar. C. difficile, p-hidroksifenilasetik asiti (trirozini), p-
kresole fermente edebildiginden dolayr siklikla “at ve fil giibresi’ ’veya “ahir
kokusunu andiran kendine has bir kokuya sahiptir (Curry, 2017, Hafiz ve Oakley,
1976). CDMN ise, C. difficile’nin izolasyonunda en sik kullanilan besiyerlerinden
biridir. Moksalaktam ve norfloksasin gibi antibiyotikler iceren bu besiyerinde C.
difficile kolonileri sar1 renkte-gri renkte ve sekilsiz kenarlara sahip diizensiz koloniler
olusturur (Lister ve ark., 2014). CCFA, icerdigi sikloserin ve sefoksitin ayn1 sekilde
selektif olup C. difficile kolonileri bu besiyerinde gri koloniler olusturur. At kanlh
CDMN broth ve Thioglycollate Broth ise C. difficile 6n izolasyonu ve

zenginlestirilmesi i¢in kullanimi uygun sivi besiyerleridir. C. difficile, obligat



anaerob bir bakteri oldugu icin genellikle s1v1 besiyerlerinin dibinde tortu olusturarak
tirer (Imwattana ve ark., 2023). C. difficile, kat1 besiyerlerinde ise 37°C'de anaerobik
kosullarda 48 saat inkiibe edildiginde, hafif kabarik, kenarlar1 diizensiz ve 1-3 mm
capinda koloniler olusturur. Etken, genel amagli besiyerlerinde spor olusturabilir;
ancak besiyerine %0.2 oraninda sodyum taurokolat eklenmesi spor olusumunu
hizlandirir (Lister ve ark., 2014). C. difficile'nin izolasyonunda besiyerlerine alkol ve
151 soku uygulanmasi, izolasyon oranini artirir. Bu teknik, diger mikroorganizmalarin
bliylimesini inhibe ederken, C. difficile'nin daha iyi gelismesini saglar. Hemin ve
vitamin K1 eklenen Brucella kanli agarda tireme gosteren kolonilerin 18 saat siiren
inkiibasyonu sonucunda ultraviyole (UV) 1s1ik altinda donuk yesil floresans renk
verdigi goriiliir (Govani ve ark., 2015). C. difficile’nin kesin teshisi i¢in giiniimiizde

toksin varligini inceleyen testlerin kullanimi yaygilasmistir (Kratova ve ark., 2015;

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

Tablo 2.2. Clostridioides difficile kiiltiir ve genel dzellikleri

Ozellik Veri
Gram boyama Gram pozitif
Hareket Hareketli

Genel Flagella tipi Peritrik

Ozellikler Boyut 0.5-1.9 um genislik

3.0-1.9 pm uzunluk

Spor ozellikleri

Sekil ve konum

Oval, subterminal (nadiren
terminal) ve hiicreyi sisiren tarzda

Spor tiretimini
destekleyen kimyasallar

Safra tuzlart (kolat, taurokolat)
Glisin, histidin

Morfoloji

Dairesel, piitirlii kenarli, rizoid
koloni

Optimal: 7-7.2

Boyut 2-5 mm
Renk Opak, grimsi, beyazimsi, mat-
Koloni parlak yiizeyli, Sar1 floresan.
ozellikleri Hemoliz Non-hemolitik,
Spesifik koku At ahir1 benzeri karakteristik koku
Optimum 30-37 °C
Buyume: Biiytime aralig1 25-45 °C
Derecesi
PH Minimum: 5

Su aktivitesi

0.969 (minimum)

Atmosfer
ihtiyaci

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

anaerobik ortam
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2.4. C. difficile’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Clostridioides difficile’nin izolasyonunda biyokimyasal aktivitesi Onem arz
etmektedir. Etken Glikoz, mannoz, fruktoz, mannitol ve genellikle ksilozu fermente
edebilir; (Alatas ve ark., 2018) indol, nitrat, oksidaz, katalaz, oksijenaz ve lreaz,
lesitinaz ve lipaz aktiviteleri gdstermez (Rineh ve ark., 2014). C. difficile, laktoz ve
nisastayr hidrolize edemez, ancak jelatin ve eskiilin’i hidrolize edebilir
(Shivaperumal ve ark., 2022; Nitzan ve ark., 2013). Triptofan’dan indol iiretmez ve
hidrojen stlfiir (H, S) olusturmaz (Vedantam ve ark., 2012). C. difficile’nin
metabolik iirlinleri; valerik asit, formik asit, izobiitirik asit, izovalerik asit, izokaproik
asit, propiyonik asit, asetik asit, biitirik asit ve laktik asitdir (Imwattana ve ark.,
2023). Sellebiyoz, salisin, ksiloz, sorbitol ve trehaloz gibi substratlara kars1 etkileri
ise farklilik gdstermektedir (Alatas ve ark., 2018). C. difficile, amigdalin, arabinoz,
galaktoz, glikojen, inositol, iniilin, maltoz, melibiyoz, rafinoz, ramnoz, riboz, laktoz
ve siikroz gibi karbonhidratlar tizerinde etkili degildir. Bununla birlikte, mellibiyoz
ve melesitozu asidik iirlinler olusturarak fermente edebilme yetenegine sahiptir

(Alatas ve ark., 2018).

2.5. C. difficile’nin Genomik Yapisi

C. difficile; sahip oldugu genom biiyiikligi (4.1- 4.5 Mbp), az sayida korunakli
bolge ve transpozon, bakteriyofajlar gibi yliksek diizeyde esneklik igeren genetik
elementlerinden dolay1 varyasyonlara oldukga agik bir bakteridir (Redding ve ark.,
2022). C. difficile'de genlerin yalnizca %16-32'sinin korundugu ortaya koyulmustur.
(Janvilisri ve ark., 2009; Stabler ve ark., 2006). Bu durum, etkenin adaptasyonunu ve
antimikrobiyallere diren¢ potansiyelini giiclendirmektedir. C. difficile, sirkiiler
yapida bir kromozama sahiptir ve bazi suslarinda sirkiiler bir de plazmid bulunur
(Sebaihia ve ark. 2006). Genom boyutlarindaki farkliliklar C. difficile’nin toplam
genomunun %]11'ini olusturan konjugatif transpozonlar ve bakteriyofajlar ile
iliskilendirilmistir. (Brouwer ve ark., 2013; Dingle ve ark., 2011). Bu unsurlarin ¢ogu
antibiyotik diren¢ genleri ve diger viriilansla iligkili genler tasir ve bu da C.
difficile’nin virlilans faktorlerindeki varyasyonlara ve salgina sebep olan sekans
tiplerinin ortaya c¢ikmasina katkida bulunur (He ve ark., 2020; Sebaihia ve ark.,

2006). Plazmidleri ise yaklasik olarak 7800 bp’dan olusur. C. difficile’nin
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genomunda %29.06, plazmidinde ise %27.9 G+C igerigi bulunur (Sebaihia ve ark.,
2006; Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. C. difficile 630 tip susunun genomik 6zellikleri (Sebaihia ve ark., 2006)

Ozellik Kromozom Plazmid
Genom boyutu (bp) 4,290,252 7,881
Gen kodlayan bolgeler (CDS) | 3,776 11

G+C orani (%) 29.06 27.9
Ortalama gen boyutu (bp) 943 563
Kodlama boyutu 0.87 1.39
Pseudogenler 32 0

rRNA operonlari 11 0

tRNA sayis1 87 0

Sabit RNA sayis1 54 0

2.6. C. difficile’nin Epigenomik Yapisi

Epigenom, bir organizmanin genomundaki DNA dizisini degistirmeden gen ifadesini
diizenleyen tiim kimyasal degisiklikleri ifade eder. Epigenetik diizenlemeler,
hiicrelerin genetik bilgiyi nasil kullandigini belirler ve gen ifadesinde kalict veya
gecici degisiklikler yaratabilir. Epigenom; adaptasyon, hiicre farklilagmasi, antijenik
elementlerin ortaya cikist ve cevresel faktorlere yanit gibi siireclerde kritik bir rol
oynar. C. difficile, cogunlugu 6 mA tipine ait olmak {izere simdiye kadar bildirilen 17
yiiksek kaliteli metilasyon motifi ile olduk¢a cesitli bir epigenoma sahiptir. Bu
motiflerden biri olan CAAAA'daki metilasyonun, C. difficile enfeksiyonunun
bulagmasinda 6nemli bir adim olan sporulasyonun yani sira hiicre uzunlugu, biyofilm
olusumu ve konak kolonizasyonunu etkiledigi gosterilmistir (Redding ve ark., 2022).
300 izolat iizerinde C. difficile’nin epigenomu hakkinda yapilan kapsamli bir
calismada; CamA adli 6mA metiltransferazin (M7ase) tiim izolatlarin genomunda
korundugunu ve bu genin inaktivasyonunun sporulasyon defektine yol acarak hayatta

kalma yetenegini etkiledigini géstermistir. (Oliveira ve ark., 2020)
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2.7. C. difficile’nin Antijenik Ozellikleri

2.7.1 C. difficile’nin Toksinleri

Tcd Toksin Ailesi

C. difficile’nin toksinleri ve bu toksinlerin konagin bagirsak epiteli lizerindeki etkileri
hastaligr onemli bir halk sagligi patojeni yapan yegane faktoriidiir (Voth ve ark.,
2005). C. difficile’nin suslarinin %75°1 toksijenik etkilidir (Kili¢, 2013). C. difficile
enfeksiyonlarinda enfeksiyonun patogenezini etkileyen en Onemli iki toksin
enterotoksin niteligindeki 7cdA (Toksin A) ve sitotoksin niteligindeki 7cdB (Toksin
B)’ dir (Sailhamer ve ark., 2019). Bu toksinler, olusturduklar1 hastalik tablosuna ek
olarak, C. difficile enfeksiyonlarinin tanisi i¢in birincil belirteglerdir ve hastalarin
diskilarinda antikor bazli ve sitotoksisite analizleri ile tespit edilirler. Etkenin, ilk kez
izole edildigi donemlerde bile toksin iirettigi bilinmekteydi. O doénem yapilan bir
calisgma organizmanin kiltiiriinden elde dilen filtratlarin tavsanlardaki lethal
etkilerini ortaya koymustur (Green ve ark., 1974). CDE ilk ortaya konuldugunda,
TcedA ve TcdB toksinlerinin etki mekanizmalar1 birbirinden bagimsiz olarak
tanimlanmis ve genetik yakinliklarindan dolayr karistirilmistir (Tan ve ark., 2001).
Daha sonra TcdA'nin baslica viriilans faktorii oldugu ve TedB'nin hiicre kiiltiirtinde
yapilan caligmalarda giiclii bir sitotoksin olmasina ragmen, kolon mukozasinda
hastalik tablosu olusturmak i¢in 7cd4 'ya ihtiyag duydugu diisiiniilmistiir
(Danielsson ve ark., 1972; Govind ve ark., 2006). Deney hayvanlarinda yapilan
calismalar, TcdA uygulamasinin, sivi birikimi, inflamasyon ve hiicre hasar1 gibi
psodomembrandz kolit tablosunda ortaya ¢ikan nekropsi bulgularini ortaya
koymuslardir (Czepiel ve ark., 2019; Sebaihia ve ark 2006). Bununla birlikte, TcdB
icermeyen sus ile enfekte olan hamsterler, 7cdA igermeyen suslar ile enfekte olanlara
gore birka¢ giin daha uzun siire hayatta kalmistir (Tenover ve ark., 2011). Bu durum
da TedA’nin daha letal oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak ote yandan yapilan
analizlerde, C. difficilenin TcdA- TcdB+ suslarinin da zaman zaman klinik
izolatlardan tanimlanmakta ve bazi durumlarda yaygin psddomembrandz kolite
neden oldugu ortaya koyulmustur (Dupuy, 2023).

Toksijenik C. difficile suslari, bes gen iceren 19,6 kb'lik bir patojenite lokusu
(PaLoc) tasir: TcdR, TcdE, TedA, TedB ve TedC. TedA ve TedB. Bu lokusun genleri
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A ve B toksinlerinin kodlanmasindan sorumludurlar. 7cdR geni, TcdA ve TcdB'min
transkripsiyonunu yonlendiren alternatif bir sigma faktori kodlar, 7cdC ise TcdR'ye
antagonist ¢alisir (Goudarzi, 2014). TedD geni, TcdB'nin kodlanmasinda rol alir ve
her iki toksin geniyle koordineli olarak eksprese edilir. Yapilan bir calisma
TedD 'nin, TcdA ve TedBmin ekspresyonunu artirdigini géstermistir (Wang ve ark.,
2021). TcdD ekspresyonu duragan fazda onemli dlgiide artar ve cevresel kosullara
duyarhdir. (Govind ve ark., 2006). Bu nedenle, TcdD, TcdA ve TcdB ekspresyonunun
onemli bir pozitif diizenleyicisidir. TcdE'yi kodlayan gen, TcdB ve TcdA arasinda yer
alir ve por proteinleriyle homoloji gosterir, bu nedenle C. difficile hiicre duvarinin
gecirgenliginin arttirilmasit yoluyla 7cd4 ve TcdB'nin salimimini kolaylastirdig
ortaya koyulmustur (Govind ve ark., 2006). TcdE geni, A ve B toksinlerinin bakteri
hiicresinden salinmasin1 kolaylastirdig1 6ne siiriilen holin benzeri bir proteini kodlar,

clinkii bu toksinler sinyal peptidlerine sahip degildir (Wang ve ark., 2021).

TcdA yaklasik 8133 bp’den olusurken 7cdB ise yaklasik 7098 bp uzunlugundadir.
Hem TcdA hem de TcdB disik G + C (<%28) igerigine sahiptirler, bu C. diffcile
genomunun G + C igerigine (~%29) benzerdir ve toksinler yiiksek derecede genetik
yakinlik gosterir (%66). Iki toksin geni, bu lokus iizerinde yaklasik 1350 niikleotidlik
bir ara dizi ile yakin bir sekilde yerlesmistir ve ayn1 yonde transkripsiyona ugrarlar
(Dupuy, 2023; Sebaihia ve ark 2006). TcdA ve TcdB'nin proksimal konumu ve iki
protein arasindaki yiiksek dizi ve islevsel homolojileri goz oniine alindiginda, iki
genin ayni genetik kokenden (duplikasyon ile) ortaya ¢ikmis olabilecegi One
stiriilmiistiir (Sebaihia ve ark 2006). Ayrica, her iki toksinin de 06zdes substratlari
modifiye etmek ic¢in olduk¢a korunmus bir N-terminal alan1 kullanmasi, TcdA4 ve
TcdB'nin biyokimyasal aktivitesindeki benzerlik, gen duplikasyonu kavramini
destekler. TcdA ve TcdB arasindaki ana homoloji bolgeleri, iki toksinin enzimatik ve
reseptor baglayici alanlarina denk gelmektedir (Brouwer ve ark., 2013). TcdA ve
TcdB'min N-terminal alanlar1 %74 homoloji gosterir ve bu homoloji, bu iki toksinin
benzer substrat 6zgiilliigli icin bir temel saglar. Tcd4 ve TcdB'in C-terminalleri,
birlesik tekrarlayan oligopeptitler (CROP'lar) olarak adlandirilan bir dizi kisa,
homolog bolgeden olusur (Stabler ve ark., 2006).

Toksin seviyeleri ile psddomembrandz kolit gelisimi ve ishalin siiresi arasinda

dogrudan bir iliski vardir (Kilig, 2013; Yang ve ark.,2015). Hastaliga karsi
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korunmada TcdA'ya karst gelistirilen immunglobulin G'nin 6nemli bir rol oynadigi
gbzlemlenmis, bu toksine karsi olusan antikor tepkisinin hastaliga karsi yeterli
koruma sagladig1 tespit edilmistir. Hem 7cdA hem de TcdB, Rho (RhoA, B, C), Rac
ve Cdc42 izoformlarmi hedef alarak aktin yogunlagmasina, hiicrelerin
yuvarlanmasina, zar ¢ikintilarinin olusmasina ve nihayetinde apoptoz ile hiicre
6liimiine yol agar. TcdA4 ve TcdB'nin hastalik siirecindeki rolii, Rho'nun odak yapisma
bolgelerinde stres liflerinin yerlesimini diizenlemesiyle iliskilidir (Voth ve Ballard,
2005). Her iki toksinin etki mekanizmasi, Rho proteinlerinin glikolizasyon tarafindan
inaktive edilmesi sonucu aktin filamentlerinin depolimerizasyonuna, hiicre
iskeletinde bozulmaya, hiicre yuvarlaklagmasina ve hiicre 6liimiine neden olur. TcdB
ile tedavi edilen bagirsak bogumlarinda doku hasar1 veya sivi salgilanmasi goriilmez

ancak in vitro hiicre dizileri igin sitotoksiktir (Farooq ve ark., 2015).

CDT (Binary) toksini

C. difficile suslarmin %17 ila %23"i, Clostridial toksinler ailesine ait ek bir toksin
olan CDT firetir (Dupuy, 2023; Gerding ve ark., 2014; Sebaihia ve ark 2006). CDT,
C. perfringens’in 1iota toksinine benzerlik gosteren aktin spesifik bir
ADPribosiltransferazdir (Pruitt ve Lacy, 2012). Bu toksinler Clostridial glukolize
edici toksinler olarak adlandirilan (LCGT) ailesinin bir pargasidir (Bella ve ark.,
2016). Binary toksin suslarmin hayvanlarda prevalansinin daha fazla oldugu
bildirilmektedir (Sebaihia ve ark 2006). CDTyi kodlayan CDTloc, CDTa ve CDTbh
ve diizenleyici bir protein olan CdtR’den olusan 6,2 kb'lik bir bélgeden olusmaktadir
(Martinez-Meléndez ve ark., 2022; Sekil 2.3). Binary toksinin polipeptid yapidaki
CDTa (479 kDa) ve CDTb (98.8 kDa) seklinde iki komponentten olustugu
bilinmektedir (Pruitt ve Lacy, 2012). Bu toksin aktin hiicre iskeletinin
depolimerizasyonu, bakteri adezyonu ve kolonizasyonu asamasinda gorevlidir ve
hedef hiicreye lipolizi uyaran bir membran reseptorii ile girebildigi gozlenmistir ve
ST1 ve STI11 gibi salgin dizi tiplerindeki yayginligi, siddetli CDE'yi tesvik
edebilecegini diisiindiirmektedir (Cowardin ve ark., 2018). RT 027 ve RT 078 gibi
hiperviriilan C. difficile ribotiplerinde de, CDT varlig1 ortaya koyulmustur (Pruitt ve
Lacy, 2012). Yapilan bir calismada piirifiye edilmis CDT"’nin kolon epitel hiicre
hatlarina uygulanmasi, mikrotiibiil olusumunu arttirmis ve bu mikrotiibiillerin C.

difficile’nin kolonizasyonunu artirdig1 ortaya koyulmustur (Cowardin ve ark., 2016).
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Bununla birlikte, ikili toksinin hastalik patogenezine yonelik 6nemi belirsizligini
korumaktadir. Bir diger calisma ise toksijenik olmayan (7cdA-, TcdB-), ancak CDT
eksprese eden C. difficile izolatlarindan elde edilen siipernatantlarin tavsan deney

hayvani modelinde PMK’ye neden oldugunu ortaya koymustur (Bella ve ark., 2016).
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Sekil 2.3. C. difficile suslarinda PaLoc ve CdtLoc bolgelerinin sematik organizasyonu
(Mathur ve ark., 2015).

A: 19,6 kb uzunlugundaki C. difficile PaLoc'unun sematik organizasyonu. B: C. difficile’nin
pseudogen iceren 4,2 kb uzunlugundaki binary toksin lokusu (CdtLoc). C: C. difficile’nin
pseudogen igermeyen, eksprese edilmis 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 ylizey yapilari, bakterinin konak dokularina
tutunmasinda, enfeksiyonun baglatmasinda ve immiin sistemden ka¢gmasinda kritik
rol oynar. Bu yapilar, bakterinin viriilansin1 ve kolonizasyon yetenegini artirirken,
bagisiklik sistemi ile etkilesimde bulunarak hastaligin patogenezini sekillendirir.
Ozellikle flagella, hareketlilik saglamanin &tesinde, mukozaya yapismada ve
kolonizasyonun baglangicinda 6nemli gorevler iistlenir. C. difficile adhezinlerinin

farkli hiicre hatlarinda (Vero, Hela, Hep-2, Caco-2, HT-29) bakterinin enfeksiyon
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siirecinde kritik bir rol oynadigi bilinmektedir. Bununla beraber adhezinler,
bakterinin ¢evresindeki konak dokularla etkilesim kurarak kolonizasyonun
baslangicin1 da saglar. C. difficile'nin adhezinleri araciligi ile baglandigi baslica
konak proteinleri arasinda ekstraseliiler matriks (ECM) proteinleri olan fibronektin,
vitronektin, kollajenler ve fibrinojen bulunur. ECM proteinlerine baglanma,
bakterinin bagisiklik sisteminden kagmasina ve dokulara derinlemesine tutunmasina
yardimci olur (Janoir, 2016).

Cwp Alilesi

Cwp proteinleri glikoprotein yapisinda olup, hiicre duvarinin dis kisminda bulunarak
etkinliklerini gosterirler. Ayrica, bu proteinler bakterinin ¢evresel stres kosullarina
kars1 direncini artirmakta ve konaga yapismasini saglamaktadir. Cwp proteinlerinin
bakterideki regiilasyonu Cwp ve SIpA gen aileleri tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlar, genellikle glikozilasyon ve fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayarak fonksiyonlarmi kazanir. Molekiiler olarak, tekrarlayan
amino asit motifleri igerirler ve bakterinin hiicre yiizeyine yerlesirler. Ozellikle
Cwp84 ve Cwpb66, proteolitik aktiviteye sahip olup, bakterinin dis yiizeyinde
bulunan diger proteinleri islemek ve aktif hale getirmek, bakterinin konaga
yapismasint ve bu siirecte hiicre duvarii yeniden sekillendirmesini saglamak gibi
islevlere sahiplerdir. C. difficile'nin antibiyotik direnci kazanmasi ve immun yanit
olusturabilmesinin nedenlerinden biri bu proteinler olarak bilinmektedir (Kirk ve
ark., 2017).

SipA

SipA, bakterinin yiizeyinin biiyilk bir kismini olusturarak hiicreye mekanik ve
kimyasal koruma saglayan S-layer kompleksinin en 6nemli komponentidir ve C.
difficile'nin yilizeyinde bulunan parakristalin yapiy1 olusturan 6nemli bir proteindir.
SipA, yapisal kararliligini saglamak i¢cin Cwp84 proteazi tarafindan kesilerek diisiik
molekiiler agirlikli Sip-LMW ve yiiksek molekiiler agirlikli Slp-HMW olmak tizere
iki alt birime ayrilir ve sonrasinda kovalent olmayan bir sekilde yeniden bir araya
gelir. SIp-HMW bolgesi, diger yiizey proteinlerine baglanma ve hiicre duvar ile
etkilesim kurma ozelliklerine sahipken LMW alt birimi, yiizey tabakasinin yapisal

biitiinliiglinli korur ve diizenleyici islevler tistlenir. Ayrica, SIpA'nin konak bagisiklik

17



sistemi tarafindan Toll-like receptor 4 (TLR4) araciligiyla tanindig1 ve bu sayede

immiin yanitin aktive edildigi gosterilmistir (Bradshaw ve ark., 2020).

Flagella

Flagella, C. difficile'nin motilitesinde ve konak mukozasina yapigsmasinda gorev alir.
Ozellikle fare modellerinde yapilan ¢alismalarda, flagella igermeyen suslarin,
flagella tastyan suslara gore mukozaya daha az yapistigi gosterilmistir. Bununla
birlikte, bakterinin mukus tabakasindan gecerek derin dokulara ulagsmasina olanak
tanir. Flagella iiretimi, F3, F2 ve F1 operonlarinda organize edilmis genler tarafindan
kontrol edilir. Fli4 sigma faktorii, flagellanin temel proteinlerinden biri olan F/iC ve
FliD gibi genlerin ekspresyonlarin1 diizenler. F/iP geni, flagellanin temel yapitasi
olan flagellin proteinini kodlar ve flagellanin hareket kapasitesini saglar. FIiD ise
flagellanin u¢ kisminda bulunan bir kapak proteini olarak gorev yapar. Flagellanin C.
difficile virulansi igin kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir ancak RT 078 gibi
bazi salgin suslarinin flagella genlerine sahip olmadan da enfeksiyon olusturdugu
bildirilmektedir (Janoir, 2016). Tablo 2.4.’de C. difficile’ye ait adhezinlerin
fonksiyonlar1 6zetlenmistir.

Tablo 2.4. C. difficile adhezinlerinin fonksiyonlar1 (Janoir, 2016).

Adhezin | Fonksiyon

SipA Bagirsak mukozasina, Caco-2 hiicrelerine ve ECM proteinlerine
baglanma; TLR4 ile etkilesim

Cwp84 . ) o
SlpA'nin olgunlasmasi; ECM proteinlerinin parcalanmasi

Cwp66 Konak¢1 mukoza hiicrelerine baglanma

CwpV

Faj direnci

Fbp68 Fibronektin adhezyonu

CbpA Kollajene baglanma

2.8. Insan ve Hayvanlarda C. difficile Enfeksiyonlarinin Fizyopatolojisi
C. difficile’ye bagli enfeksiyon tablosunun belirtileri, antibiyotik tedavisi goren
hastalarda hafif ishalden iilseratif kolite kadar degisir. Hastalik yalmizca kalin

bagirsakta goriiliir ve ayirt edici mikroskobik ve makroskobik lezyonlar gosterir.
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TcdA ve TcdB epitel siki baglantilarini bozar ve epitel hiicre oliimiinii baslatir,
boylece kolon epiteline dogrudan zarar verir. Bunun yaninda, toksinler kolon epitel
hiicrelerini proinflamatuar sitokinler ve notrofil kemotaktik maddeleri salgilamaya
tesvik eder, bu da noétrofillerin submukozaya infiltrasyonu, dolayisi ile akut
inflamatuar yanita yol agar (Kelly ve Kyne, 2011; Voth ve Ballard, 2005). Bozulmus
bagirsak bariyer biitiinliigli, damar gecirgenliginin artmasima neden olur ve filtrat
salgilanmasini tesvik eder. Koruyucu bir bariyerin kaybi ayrica toksinlerin ve/veya
bakterilerin lamina propriaya girmesine izin verir ve bu da enterit tablosunda artisa
sebebiyet verir. Mukozal bagisiklik sisteminin proinflamatuar mediatorlere uzun siire
maruz kalmasi doku hasarmi arttirir ve prognozu ciddilestirir (Yu ve ark., 2017).
Epitel bariyerinin bozulmasi, liimene noétrofil infiltrasyonu ile yogun bir inflamatuar
yanit ve iliskili doku hasarimin, ciddi CDE vakalarinda gozlenen psédomembran
olusumuna katkida bulundugu da diistiniilmektedir (Sun ve Hirota 2015; Voth ve
Ballard 2005).

TcdA ve TcdB, konak hiicrelerini sirasi ile reseptor baglanmasi ve endositoz, gozenek
olusumu ve GTD (N-terminal glukoziltransferaz alani) ve APD'nin (otoproses alant)
endosomal membran boyunca tasinmasi, G7D'nin sitozole otomatik islenmesi ve
salinmasi ve konak GTPazlarmin (Guanozin trifosfataz) (RhoA, Racl ve Cdc42)
glukozilasyonu ile enfekte eder. Psddomembrandz kolit sirasinda TcdA ve TcdB
toksinleri epitel bariyerlerinin siki baglantilarim1  bozar. TcdA ve TcdB’nin
hastaliktaki rolii, RhAo’nun fokal adezyon bolgelerinde Rho proteinlerini
etkisizlestirerek stres liflerinin lokalizasyonunu bozmasi ile baglar. Bu da GTPazlarin
sik1 baglantilarinin korunmasinda 6nemlidir. RhoA, odaksal yapigsmalarin ve aktin
stres liflerinin birlesmesini saglarken, Racl ve Cdc42 sirasiyla aktin agisindan zengin
yiizey cikintilar1 olan lamellipodia ve filopodia olusumunu saglar (Etienne-Mesmin
ve ark., 2018; Nobes ve Hall 1995). Ek olarak, Rho ve GTPazlar epitel hiicre
morfolojisi ve polaritesinin kurulmasi i¢in énemlidir. Sonug olarak, GTPaz'in TcdA
ve TcdB tarafindan inaktivasyonu hiicrede iskelet yapmin kaybina, odaksal
yapismalarin parcalanmasina ve siki baglantilarin bozulmasina neden olur (Etienne-

Mesmin ve ark., 2018).

Glikozilasyona bagli sitopatik etkinin hastalik tablosunda 6nemli bir rol oynadig:

diistiniilmektedir. Toksin  kaynakli siki  baglantilarin  bozulmas1  bariyer
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fonksiyonunun bozulmasina, bagirsak gecirgenliginin artmasina ve inflamasyona
neden olur. TcdA ve TcdB tarafindan GTPaz inaktivasyonu hiicrenin metabolik
aktivitelerini de de etkiler. Tcd4 ve TcdB tarafindan invazyona ugrama, hiicre
dongiisiiniin G1 fazi boyunca ilerleme i¢in gerekli olan siklin D1'in ekspresyonunda
azalma ile iligkilendirilmistir ve bu durum G1-S yetmezligine neden olur. Bu duruma
ek olarak, Racl'in mitotik kinaz Aurora A ve siklin B/siklin bagimlh kinaz (Cdk) 1
kompleksinin aktivasyonunu, efektor proteini PAK (p21 aktiveli kinaz) araciligiyla
tesvik ettigi gosterilmistir (Mattana ve ark. 2022). Sonug olarak, C. difficile toksinleri
tarafindan Racl'in inaktivasyonu, G2 fazinda Aurora A ve CyclinB/Cdkl
kompleksinin aktivasyonunu geciktirir ve gecikmis G2-M geg¢isine neden olur. Son
olarak, bu toksinler tarafindan RhoA inaktivasyonu, kasilma halkasi olusumunu ve
ardindan sitokinezisi inhibe ederek biniikleer hiicrelerin olusumuna neden olur. Bu
nedenle, toksinler hiicre dongiisliniin ¢esitli asamalarin1 diizenleyen GTPazlar

inaktive ederek konak hiicre cogalmasina miidahale edebilir (Pruss ve ark., 2021).

TcdA ve TcdB enterotoksik ve sitotoksik nitelikte olduklari icin memeli bagirsak
hiicre iskeletinde meydana getirdigi degisiklikler disinda, immun sistem
aktivasyonuna sebep olarak da hastalik tablosu olustururlar. 7cdA yalnizca
enterositleri etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda makrofaj ve mast hiicrelerini aktive
ederek notrofillerin harekete gegcmesine sebep olur. Bu siire¢, mukoza hasari, fokal
mikro apseler ve psddomembran olusumuna neden olur. Bu sirada PGE2, 16kotrien
B4, I6kotrien C4, PAF, IL-1, IL-8, tiimor nekroz faktorii (TNF) ve histamin gibi
maddeler salinir. Bu nedenlerle 7cdA, protein agisindan zengin bir digkilamaya yol
acar (Farooq ve ark., 2015). Buna ek olarak; Aktin hiicre iskeletinin bozulmas1 ve
bagirsak epitelinde bulunan tight junction gibi baglantilarin bozulmasmna ve
sonucunda sivi birikmesiyle birlikte kalin bagirsakta yogun harabiyet ve
iltihaplanmaya neden oldugu ortaya koyulmustur (Etienne-Mesmin ve ark., 2018).
TcdA ve TcedB’nin baglanmis oldugu reseptorler bazolateral ylizeyde bulundugunda
enterositlerin apikal yiizeyine baglandigi bilinmektedir. Tablo 2.5.’de C. difficile

patogenezi hakkinda bilgi verilmistir.
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Tablo 2.5. C. difficile enfeksiyonunun patogenezi

Asama Aciklama

Kolonizasyon C. difficile, antibiyotik kullanimi veya diger faktorlerle
bozulmus bagirsak mikrobiyotasina yerlesir ve replike olur.
Spor formunda direngli oldugu icin mide asidini geger ve
kalin bagirsakta vejetatif formuna doniisiir.

Toksin Salimmm | Toksin A (7cdA) ve Toksin B (TcdB) salinir.

Toksin A (TcdA) | Enterositlere baglanarak hiicrelere girer, Bagirsak epitel
hiicreleri arasindaki siki baglantilar1 bozarak gegirgenligi
artirir, aktin filamentlerini degistirir, hiicre Oliimiine yol
acarak mukoza hasar1 ve inflamasyonu tetikler, proteinden
zengin eksudatin bagirsak liimenine sizmasina yol agar.

Toksin B (TcdB) | TcdA’nin yol actigi hasart artirarak Hiicre iskeleti diizenini
bozar, Rho GTPaz'lan inaktive ederek aktin filamentlerini
pargalayip hiicre 6liimiine yol agar.

Enflamatuar Makrofaj ve mast hiicrelerinin aktivasyonu, nétrofil
Yamt mobilizasyonu ve sitokin salinim1 (IL-1, IL-8, TNF vb.) ile
inflamasyon artar. Mukozada hasar, fokal mikro apseler ve
psodomembran olusumu gerceklesir.

Hiicre Hasar1 ve | Rho proteinlerinin inaktivasyonu ile aktin iskeleti bozulur,

Apoptoz hiicre yuvarlanmasi ve apoptoz meydana gelir.

Mukoza Bariyeri | Mukoza hasar1 ve psddomembran olusumu, bagirsak liimenine

Bozulmasi protein agisindan zengin eksudatin sizmasina neden olur.

Ishal Tablosu Hafif ishalden, psédomembrandz kolit, toksik megakolon,
sepsis ve Olim gibi ciddi CDE komplikasyonlart meydana
gelir.

2.9. C. difficile’nin Sahip Oldugu Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

C. difficile, ¢ok c¢esitli mekanizmalarla antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmistir.
Bunun yaninda, biyofilm ve spor formasyonlar1 gibi dogal diren¢ mekanizmalari,
etkenin antibiyotik kullaniminda hayatta kalmasina ve enfeksiyon olusturabilmesine
yol agar. Cok sayida gen ve bu genlerin mutasyonlari, bu diren¢ mekanizmalarinin
aracilarin1 kodlar. C. difficile, genomunda barindirdig1 transpozon, profaj, plazmid
gibi mobil elementler sayesinde, antibiyotik direng genlerini aktarabilir. Ayrica, yatay
gen transferinin yan sira, C. difficile suslarinin sahip olduklar1 epigenomik esneklik,
suslarin antibiyotiklere karst daha hizli diren¢ olusturabilmesini saglamaktadir
(Sebaihia ve ark. 2006). C. difficile'deki MLSB (makrolid-linkozamid-streptogramin
B) diren¢ geni ailesinin 7n5398, Tn5398, Tn6194 ve Tn6215 gibi transpozonlar
araciligi ile aktarilmasi, etkenin en sik kullanilan antibiyotik gruplarina kars1 direng

mekanizmasi olusturmasini saglamaktadir. Transpozonlar ayrica 23S rRNA
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metilazin1 kodlayan ve klindamisin ve eritromisin dahil olmak {iizere MLSB
antibiyotik ailesine kars1 direnci indiikleyen ermB geninin transferini de saglayabilir.
Konjugasyon yoluyla gen transferi de C. difficile resistomuna biiylik katkilarda
bulunmaktadir. 715398 ve Tn6215 transpozonlari, konjugasyon yoluyla C. difficile
genomuna entegre olmaktadir. Bu elementlerin ayn1 ortamda bulunan C. difficile'den
S. aureus'a ve B. subtilis'e transfer edilebildigi ortaya koyulmustur (Wasels ve ark.,
2014). Profajlar da C. difficile resistomunun oldukc¢a énemli bir boliimiinii olusturur.
Omegin phiC2 profajinin  metronidazol direnci ile ilgili genleri aktardig
bilinmektedir. Metronidazole karst C. difficile’nin gelistirdigi diger direng
mekanizmalart ise nitrorediiktaz aktivitesi ve DNA onarimidir (Wickramage ve ark.,
2021). C. difficilenin diren¢ mekanizmasi ve diren¢ mekanizmasinin regililasyonu

Tablo 2.6’da verilmistir (Tablo 2.6.).

Tablo 2. 6. C. difficile'nin diren¢ mekanizmasi ve direng mekanizmasinin regiilasyonu

Antibiyotik Diren¢c Mekanizmasi Direncg Mekanizmasinin

Regiilasyonu

Vankomisin Peptidoglikan prekiirsorlerinde
vankomisin baglanma

bolgesinin degisimi.

VanG-CD operon
enzimlerindeki mutasyonlar.

Metronidazol Efflux pompas1 ile bakterinin
disar1 ¢ikarilmast ve demir

aktivitesinin diisiiriilmesi.

Stres kosullar1 altinda glyC
geninin ekspresyonunda
meydana gelen degisimler.

Fidaksomisin RNA polimeraz alt biriminde

meydana gelen mutasyonlar

RpoB  bolgesinde meydana
gelen genetik degisim
mekanizml.

Rifamisin Mutasyonlar
antibiyotigin
reseptorin

kaldirilmasi.

sayesinde
baglandigi
ortadan

RpoB'nin RRDR'sindeki
meydana gelen mutasyonlar.

Klindamisin 23S rRNA'nin antibiyotigin
baglandig1 bolgesinin

metilasyon ile degistirilmesi

Erm(B) geninin transpozon
aracili81 ile taginmasi

Sefalosporinler

B-laktamaz enzimleri ile ilag
inaktivasyonu  ve efflux
pompasi

CDDI-CDD2 gibi SNP’ler ve
profajlar araciligr ile tasinan
CD2068 geni

Florokinolonlar

Tlag hedef
degistirilmesi
pompasi

bolgesinin
ve eflux

gyrd vel/veya gyrB SNP tipleri
tarafindan kontrol edilir

Tetrasiklinler

Ilacin ribozoma baglanmasinin
ribozomal koruyucu proteinler
iiretimiyle 6nlenmesi

Tet (M), Tet(W)
konjugatif genleri.

ve Tet(44)
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2.10. C. difficile Diren¢ Durumu

Giliniimiizde CDE tedavisinde kullanilan en etkili ajanlarin vankomisin ve
fidaksomisin oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda bu antibiyotiklere de direng
gelistiren suslarin ortaya koyulmasi, CDE tedavisinde seceneklerin azalmasina sebep
olmaktadir. Kuzey Amerika'da CDE tedavisinde rutin olarak florokinolonlarin
kullanilmasi, florokinolona direngli RT027 suslarinin ortaya c¢ikmasina sebep
olmustur (Tenover ve ark., 2012). Dogu Avrupa'da, moksifloksasin, metronidazol,
eritromisin, klindamisin, imipenem ve rifampisin gibi bir¢ok antibiyotige direngli RT
027 RT 001, RT 017, RT 018 ve RT 078 kaynakli salginlar bildirilmistir (Peng ve
ark., 2018). Son 15 yilda Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'dan elde edilen C. difficile
izolatlarinin  antimikrobiyal direnci iizerine yapilan c¢aligmalar, izolatlarin
moksifloksasin diren¢ oranlarmin %2 ile %87 arasinda, klindamisin direng
oranlarinin %15 ile %97 arasinda degistigini gostermistir (Sholeh ve ark., 2020).
Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan retrospektif bir calismada, ribotip 027
suslarinin yaklasik %98'1 moksifloksasine diren¢li bulunmustur (Wieczorkiewicz ve
ark., 2015). Hollanda'da izole edilen ribotip 078 suslarinin siprofloksasin,
eritromisin, imipenem ve moksifloksasine direng gdsterdigi ortaya koyulmustur
(Keessen ve ark., 2014; Spigaglia ve ark., 2016). Cin'de ise insanlardan izole edilen
C. difficile izolatlarimin %15.6’sinin  metronidazole direngli oldugu ortaya
koyulmustur. (Jin ve ark., 2017) Israil'de C. difficilein molekiiler epidemiyolojisi
lizerine yapilan ulusal bir arastirmada, test edilen suslarin yaklasik %18.3"liniin

metronidazole direngli oldugu belirtilmistir (Adler ve ark., 2015).

2.11. C. difficile’nin Insan ve Hayvanlarda Epidemiyolojisi

Son yillarda CDE, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada, cogu Avrupa iilkesi
ve llkemizde onemli bir saglik sorunu haline gelmistir (Curcio ve ark., 2019).
Bakteri kolonda, saglikli yetiskinlerde %2-3, yenidoganlarda ise %40-60 oraninda
metabolik inaktif spor formunda bulunabilmektedir. Insanlar bu bakteriyi veya
sporlarini diger asemptomatik tasiyicilardan veya sporlarin dogada yayilimi sonucu
cevreden almak sureti ile enfekte olabilirler (Michael ve ark., 2016). Yeni doganlarda
etkenin yiiksek tasiyicilik oranlari (%15-75) bildirilmektedir (Drall ve ark., 2019).
Neonatal donemde kolonizasyon goriillmesine ve bakterinin toksin {iretmesine

ragmen, genellikle bu durum asemptomatik olarak seyreder. Yenidoganlar ve
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bebeklerde bu direncin tam nedeni bilinmemekle birlikte, bunun sebebinin
bebeklerin eritrosit membranindaki toksin reseptdrlerinin heniliz tam gelismemis
olmasma bagh oldugu diisiiniilmektedir (Lees ve ark., 2016). Reseptorler yasla
birlikte gelisir ve bu nedenle ii¢ yasindan itibaren ¢ocuklarda duyarliligin arttigi
gbzlemlenir. Anne siitiiniin bu siiregteki etkisi tam olarak anlagilmamis olsa da mama
ile beslenen bebeklerde siit ile beslenenlere kiyasla belirgin bir enfeksiyon artist
saptanmamustir (Drall ve ark., 2019). C. difficile ile diizenli olarak temas eden kisiler
(hemsireler, bakicilar, tarim iscileri ve veteriner hekimler) bu bakteriyi sporlar
araciligtyla spor salonlarina, is yerlerine ve evlerine tasiyabilir. Etkenin daha sik
goriildiigli hayvan gruplari arasinda ise veteriner kliniklerindeki hospitalizasyon
tinitelerinde tedavi goren kopekler (%19-22) (Clooten ve ark., 2008), veteriner
kliniklerinde giinliik tedaviye gelip giden kopekler (%14-33) (Hussain ve ark., 2015;
Usui ve ark., 2016) ve kizak kopekleri (%58) (McKenzie ve ark., 2010) yer
almaktadir. C. difficile bulagsmasi agisindan bildirilen risk faktorleri arasinda insan
saglik tesisleriyle i¢ dis olma, ¢ocuk gruplari ile birlikte yasama (Lefebvre ve ark.,
2009), immiinosupresif veya antimikrobiyal ajanlarla uzun siireli tedaviye maruz

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

Son yillarda yapilan ¢alismalar CDE epidemiyolojisinin dramatik olarak degistigini,
hastaligin insidansi ile birlikte siddetinin de arttigin1 gostermektedir (CDC Reports.,
2020). Kanada’da 4 yilda CDE insidansinin her 100.000 kiside 35.6’dan 156.3’e
ciktigr bildirilmistir (Xia ve ark., 2019). C. difficile, aym sekilde Asya’da da giinde
10.000 hastada, %8.9 mortalite orani ile 6n plana ¢ikmaktadir (Borren ve ark., 2017).
Tim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olan antibiyotik ile iligkili ishal olgularinin
%15-30’undan sorumlu tutulan C. difficile, 1980°’den sonra, ABD’de en Onemli
hastane kaynakli (nosokomiyal) ishal etkeni olarak agiklanmis, 2000’lerden sonra ise
tedaviye direngli ve tekrarlama orani yiiksek C. difficile ribotiplerindeki artis ortaya
koyulmustur (Borren ve ark., 2017). Giinlimiizde etken AB'de yilda 120.000'den
fazla enfeksiyondan sorumludur ve hastane kaynakli ishalin 6nde gelen nedenidir
(Gerding ve ark., 2018). Onemli bir nozokomiyal patojen olmasinin yani sira, son
zamanlardaki toplum kaynakli CDE’nin travmatik sekilde arttigini ortaya koymustur.
Genellikle daha az siddetli olmakla birlikte, toplum koékenli CDE tiim vakalarin
tahminen %20-27'sinden sorumludur (Buddle ve ark., 2023). Ulkemizde de
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insanlarda C. difficile enfeksiyonlari ile ilgili son yillarda gesitli ¢aligmalar yapilmas,
ishal olgularindan C. difficile izole edilmistir (Sayin ve ark., 2020; Ulger ve ark.,
2014; Ayarci ve ark., 2011).

Etken, spor formundayken mide asidi de dahil olmak iizere kimyasal ve fiziksel
dezenfektanlara direncli iken, vejetatif formda 1s1, alkol, eter, gastrik asit,
antibiyotikler, antibakteriyel sabun, alkol bazli el dezenfektani gibi maddelere karsi
oldukga hassastir (Dilnessa ve ark., 2022). Ote yandan, bakterinin spor formuna kars1
etkili dezenfektanlar da ortaya koyulmustur. Alkalen gluteraldehit, sodyum hipoklorit
ve iyot bilesikleri sporlarin inaktivasyonuna sebep olabilmektedir (Maestri ve ark.,
2022). Etanol ve oksijenle temas eden vejetatif formlarin 6ldigli gézlemlenmistir.
Antibiyotikler, C. difficile’nin vejetatif formlarin1 6ldiirlir ama spor formlar
antibiyotiklere direnglidir (Stein, 2012). C. difficile sporlart normal mide
kosullarinda hayatta kalabilir ancak vejetatif hiicreler asit nedeniyle hayatta kalamaz.

Vejetatif hiicreler, pH> 5 olan tiim ortamlar1 tolere edebilir (Martinez ve ark., 2022).

Clostridioides difficile epidemiyolojisi, Ozellikle insanlar ve hayvanlar arasinda
giderek daha fazla 6nem kazanan bir konu haline gelmistir. Hayvanlar, 6zellikle evcil
kediler ve kopekler, C. difficile igin potansiyel rezervuarlar olarak kabul
edilmektedir. Insanlarda oldugu gibi, hayvanlarda da C. difficile enfeksiyonlari,
antibiyotik  kullanimi, bagisiklik  sistemi  bozukluklar1 ve gastrointestinal
rahatsizliklarla iligkilidir (Maestri ve ark., 2022). C. difficile, saglikli hayvanlarda da
tasiyict olarak bulunabilir, bu da bakteri ile temas halindeki insanlar i¢in enfeksiyon
riski olusturabilir. Hayvanlarda genellikle C. difficile’in asimptomatik tasiyicilari
daha yayginken, ishal gibi klinik semptomlar da goriilebilir (Wesse 2020).
Hayvanlardan insanlara bulag, 6zellikle evcil hayvanlarla yakin temasta bulunan
bireyler i¢in miimkiindiir, bu nedenle zoonotik bir patojen olarak C. difficile’in halk
saglhig tizerindeki etkisi onemlidir. Yapilan arastirmalar, hayvanlardan elde edilen C.
difficile izolatlarinin, insanlardaki klinik suslarla genetik olarak benzerlik
gosterdigini ve antibiyotik diren¢ genlerinin taginabilecegini ortaya koymustur. Bu
durum, hayvanlarin C. difficile enfeksiyonlarinin yayilmasindaki roliinii ve

potansiyel zoonotik riski vurgulamaktadir (Hain-Saunders ve ark., 2022).
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2.12. insanlarda C. difficile’nin Neden Oldugu Hastahklar

Insanlarda C. difficile enfeksiyonlar1, cok cesitli belirtilerle kendini gosterebilir. Bu
belirtiler, asemptomatik tasiyiciliktan, yasami tehdit edebilen toksik megakolona
kadar genis bir klinik spektrumda yer alir. Hafif ishal vakalarindan, siddetli
pseudomembrandz kolit ve coklu organ yetmezligi gibi ciddi komplikasyonlara kadar
uzanan bu tablo, o6zellikle yaslilar, bagisiklik sistemi zayif bireyler ve antibiyotik
kullaninmi1  sonrasi bagirsak mikrobiyotast bozulmus hastalarda daha sik

gorilmektedir. (Sinnathamby ve ark., 2023).

2.12.1. C. difficile ile iliskili Kolit (CDAC)

CDAC, genellikle C. difficile'ye bagli ishalde goriilen semptomlara benzer belirtilerle
ortaya ¢ikar. Ancak bu durum, ek olarak ates ve beyaz kan hiicrelerinde belirgin bir
artis (16kositoz, 15 x 10°/L) ile karakterizedir. Fiziksel muayenede en sik karsilasilan
bulgu, karin bolgesinde hassasiyetin artmasidir. Hastalarda ciddi derecede sivi kayb1
(dehidrasyon) yasanir ve diskida gizli kan testi pozitiftir. Kolonoskopik inceleme
sirasinda, bagirsak mukozasinda kizariklik (eritemat6z mukoza), dokularin
kirilganlig1 ve temasla kolayca kanama gibi karakteristik degisiklikler géze carpar

(Baker ve ark., 2020).

2.12.2. Psodomembranéz Kolit

C. difficile enfeksiyonunun ilerlemis bir formu olan psédomembranéz kolit, bagirsak
duvarinda psddomembran adi verilen kalin, ser6z plaklarin olusmasiyla
karakterizedir ve ishal semptomunun goriilmesinin ardindan 4 ila 10 giin arasinda
goriilmeye baslar. Bu durum, bagirsak mukozasinin ciddi hasar gérmesine neden olur
ve inflamasyonla birlikte siddetli karn agrisi, kanli ishal ve ates gibi belirtilerle
kendini gosterir. TcdA ve TcdB toksinleri, bagirsak hiicrelerine dogrudan zarar
vererek hastaligin olugsmasina yol agar. Psédomembranoz kolit, agresif olarak ortadan
kaldirilmadig siirece hipoalbliminemi, gizli kolonik kanama ve bagirsak membran
gecirgenliginin artmasi ile olusan ishal sonucu siv1 ve elektrolit kaybina bagl 6lim

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

2.12.3. Ulseratif Kolit (FCDC)
Ulseratift C. difficile koliti (FCDC), nadir rastlanan bir kolit ¢esidi olup hastalarin
%3-8’inde ortaya ¢ikar (Adams ve Mercer, 2007; Weese., 2020.). Bu durum o6zellikle
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yaslilarda, kemoterapi nedeniyle bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerde, konjestif
kalp yetmezligi olanlarda, bobrek yetmezligi bulunanlarda, transplantasyon veya
cerrahi operasyon gecirmis kisilerde ve yiiksek antibiyotik direnci olan hastalarda

daha yaygin olarak gézlemlenir (Girotra ve ark., 2012).

2.12.4. Toksik Megakolon

C. difficile enfeksiyonunun en ciddi komplikasyonlarindan biri toksik megakolondur.
Toksik megakolon, kolonun genislemesi ve bagirsak peristaltik hareketinin
durmasiyla sonuglanir. Bu durumda, bagirsak icerigi bosaltilamaz ve bu da bagirsak
duvarinin delinmesine (perforasyon) ve ciddi enfeksiyon tablosu ve sepsise yol
acabilir. Toksik megakolon, karin bolgesinde asir1 siskinlik, siddetli karin agrisi, ates
ve ciddi dehidrasyon gibi belirtilerle kendini gosterir. Bu durum, cerrahi miidahale

gerektirir ve acil bir tibbi durum olarak degerlendirilmelidir (Khanna ve ark.,2012).

2.12.5. ishal

C. difficile, antibiyotikle iligkili ishalin en yaygin nedenidir. Antibiyotiklerin
kullanimi, bagirsaktaki dogal mikrobiyal dengeyi bozarak C. difficile’nin kontrolsiiz
replikasyonuna ve toksin liretmesine yol acar. Bu toksinler, bagirsak mukozasina
zarar vererek sivi salgisini artirir ve ishalin gelismesine neden olur. C. difficile
enfeksiyonuna bagli ishal hafiften siddetliye kadar degisebilir. Hafif vakalar
genellikle kendiliginden diizelirken, siddetli vakalar tedavi gerektirebilir

(Bagdasarian ve ark.,2015).

2.12.6. Sepsis

C. difficile enfeksiyonu ilerlediginde ve tedavi edilmediginde, 7TcdA ve TcdB
toksinlerinin kana karismasi sonucu sepsis gelisir. Sepsis, viicudun enfeksiyona karsi
asir1 tepkisi sonucu organ yetmezligi ve diisiik tansiyon gibi hayati tehlike arz eden
komplikasyonlarla kendini gosterir. C. difficile’ye baglh sepsis, bagirsak duvarinin
perforasyonu ve buna bagli bakterinin kan dolagimina ge¢mesi sonucu olusur

(Nelson ve ark., 2017).

2.12.7. Rekiirrent Enfeksiyonlar:
C. difficile enfeksiyonlari, tedavi sonrasinda tekrarlama egilimindedir. ilk enfeksiyon
tedavi edildikten sonra bile bagirsakta kalan sporlar nedeniyle enfeksiyon tekrar

edebilir. Tekrarlayan enfeksiyonlar genellikle daha siddetli olabilir ve tedavisi daha
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zordur.  Tekrarlayan CDE, tedavisinde giinimiizde fekal mikrobiyota
transplantasyonu (FMT) gibi tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Furuya-Kanamori

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

2.12.8. Asemptomatik Tastyiciik

Etkenin yenidogan mikrobiyomunun bir parcasi oldugu bilinmektedir (Hall ve
O'Toole, 1935; Snyder ve ark., 1937). Yenidoganlarin yaklasik %40'inda veya daha
fazlasinda ve yetiskinlerin %2-3'tinde C. difficile tasiyicilig1 mevcuttur ve antibiyotik
tedavisi gormiis yetiskinlerde bu oran %?25'e kadar yiikselebilmektedir.
Asemptomatik tasiyicilar, enfeksiyona neden olan patojeni barindiran ancak hastalik
belirtileri sergilemeyen kisilerdir (Terveer ve ark., 2017). Bu tiir tastyicilik, bireyin
bagisiklik durumu, patojenin ozellikleri ve cevresel faktorler gibi unsurlara bagl
olarak degisiklik gosterebilir. C. difficile tastyan asemptomatik bireyler, bu bakterinin
yayllmasinda potansiyel bir kaynak olarak kabul edilmektedir ve bu bireylerden elde
edilen suglarin genellikle toksijenik oldugu belirlenmistir (Furuya-Kanamori ve ark.,
2015). Asemptomatik tasiyicilara, antimikrobiyal tedavi yontemleri bakteri sporlarini
yok edemediginden ve bu durumun bireyleri C. difficile enfeksiyonuna daha duyarli

hale getirebilecegi diislintidiigiinden tedavi 6nerilmemektedir (Silva ve ark., 2017).

2.13. C. difficile’nin Hayvanlarda Neden Oldugu Hastahklar

C. difficile, genellikle gen¢ hayvanlarda duodenumda ve jejenumun proksimalinde
gorilen  pseudomembrandz  kolit  tablosuyla  karakterize  asemptomatik
kolonizasyondan inat¢1 ishal tablosuna kadar degisebilen klinik semptomla

seyretmektedir (Weese., 2020).

Atlarda etken perakut hemorajik enterokolit, toksemi, ishal ve kolik seklinde kendini
gosterir (Weese., 2020). C. difficile atlarda patojenik olarak belirtilmis olsa da,
bagirsak mikrobiyomunda enfeksiyon olusturmadan kommensal olarak da goriildiigii
bildirilmistir (Hain-Saunders ve ark., 2022). Etken saghkli taylarda %0-29,
antibiyotikle tedavi edilen taylarda %44, saglikli atlarda %0-7.6 (Weese ve ark.,
2010; Medina-Torres ve ark., 2011) ve tedavi goren atlarda %4.9-8.4 (Kecerova ve
ark., 2019) oranlarinda goriilmektedir. 001, 012, 014, 017 ve 027 gibi insanlarda
enfeksiyon olusturdugu bildirilen ribogruplara atlarda da rastlandigi bildirilmistir

(Weese., 2020).
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Domuzlarda ise etken daha ¢ok yeni doganlarda tiflokolit ve mezokolonik 6dem
seklinde kendini gosterirken antibiyotik kullanimima bagli olmadan da hastalik
olusturabilir. Bununla beraber insanlarda hastalik olusturdugu bilinen sekans

tiplerinin domuzlardan da izole edildigi bildirilmistir (Arruda ve ark., 2013).

Hastalik buzagilarda diyare ile seyrederken, inekler ve diivelerin hastaliktan daha az
etkilendikleri bildirilmistir. Diyet degisikligi, mastitis, buzagi sayisi ve
antimikrobiyal maruziyet gibi ciftlik yonetimi ve saglik durumu faktorleri, C.
difficile bulasmasi riskinde artis ile iliskilendirilmistir (Magistrali ve ark., 2015).
Yine ayni sekilde 033, 001, 014/020 ve 027 gibi ozellikle insanlardan izole edilen
ribogruplar ineklerde de bildirilmistir (Knight ve ark., 2016).

Kopeklerde etken genellikle akut hemorajik ishalden sorumlu olup uzun siireli
antibiyotik tedavisinin bir yan etkisi olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Weese., 2020).
Kopeklerde, C. difficile'ye bagl goriilen ishal tablosunda etkenin primer mi yoksa
sekonder ajan m1 oldugu yoniindeki arastirmalar siirmektedir (Alvarez-Perez ve ark.,

2017).

Kedilerde de kopeklere benzer bir tablo s6z konusudur. Kedilerde C. difficile ile ishal
arasinda bir iligki olduguna dair ¢alisma oldukg¢a azdir. Bilinen klinik semptomlar
kopeklerde oldugu gibi kedilerde de hemorajik ishal ile smurlidir. Ayrica yapilan
caligmalar kedi ve kopeklerde hem saglikli hem hasta hayvanlarin digkisinda etkenin
varligin1 ortaya koymustur (Alvarez—Pérez ve ark., 2017; Thanissery ve ark., 2020;
Silva ve ark., 2020). Ishalli ve saglikli kedilerden elde edilen C. difficile suslarinin
ribogruplandirilmasi ile ilgili verileri sinirhidir, ancak yapilan ¢aligmalar kopeklerde
ve kedilerde benzer sekilde 010, 106 ve 014/020 gibi yaygin insan ribotiplerinin
siklikla bulundugunu ortaya koymustur (McKenzie ve ark., 2010; Hussain ve ark.,
2015).

2.14. Gidalarda C. difficile Varhgi

Toplum kaynakli C. difficile vakalarindaki artis ve perakende gidalarda C. difficile
varhigim1 gosteren calismalar (Marsh, 2013), C. difficile’nin gida kaynakli oldugu
diisiincesini desteklemektedir. C. difficilenin dogrudan gida kaynakli enfeksiyonlara
neden oldugunu bildiren bir ¢caligma ortaya konulmamasina ragmen ¢iftlik hayvanlart

ve gidalarda goriilmesi, sporlarla kontamine olmus gidalarin C. difficile
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enfeksiyonlarinin yayilmasinda bir ara¢ olabilecegi diisiincesini desteklemektedir
(Candel-Pérez ve ark., 2019; Bauer ve Kuijper, 2015). Clostridial kdkenli bazi
etkenlerin (C. perfringens ve C. botulinum) fekal-oral yolla bulasmasi ve ciddi gida
enfeksiyonlarina sebebiyet vermesi, C. difficilenin de gida araciligiyla bulasabilecegi
teorisini gliclendirmektedir (Warriner ve ark., 2017). C. difficile ile ilgili bir rapor, bu
organizmanin tath su, deniz suyu, atik su gibi ¢esitli su kaynaklari, toprak ve dogal
cevrede yaygin olarak bulundugunu gostermektedir (Candel-Pérez ve ark., 2019).
Deniz iiriinlerinde, 6zellikle midyelerde, filtrasyon yoluyla beslenme ve patojenleri
yogunlastirma siiregleri nedeniyle C. difficile sporlar ile kontamine olduklar tespit
edilmistir (Candel-Pérez ve ark., 2019; Eckert ve ark., 2013). Yapilan bir calismada
etken, su iirtinleri, deniz canlilar1 ve baliklardan % 4.8 oraninda (Esfandiari ve ark.,
2014) izole edilirken, bir diger ¢aligmada da koftelik kiyma ve toprak drneklerinde
sirastyla % 3 ve % 22 oranlarinda (Rahimi ve ark., 2015) tespit edilmistir Atik
sularin tarimsal sulamada kullanilmasi, ruminant digkilarinin giibre olarak kullanimi
ve kontamine sularin gidalarin yikanmasinda kullanilmasi, ozellikle sebze ve
meyveler i¢in bir kontaminasyon kaynagi olmaktadir (Candel-Pérez ve ark., 2019).
Kontamine diskilarda bu bakterinin c¢esitli kosullarda hayatta kaldigi pek ¢ok
calismada gosterilmistir (Dharmasena ve ark., 2018; Usui ve ark., 2017; Weese ve
ark., 2000). Kontaminasyon agisindan olduk¢a miisait olan mezbahalarda tiiketime
acik etlerin kesim ve i¢ organlarin ¢ikarilmasi asamasinda bagirsak igeriginin
dokiilmesi mezbaha ortaminda spor birikimine ve karkaslarin kontaminasyonuna
neden olabilir. Mezbahanelerde yapilan ¢alismalar, 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 teshisi

C. difficile teshisi, dogru tedavi ve enfeksiyon kontrolii i¢in hayati 6neme sahiptir.
Farkli teshis yOntemlerinin kullanimi, enfeksiyonun tanimlanmasinda ve
yonetiminde bliyiikk bir rol oynar. Bu yontemlerin her biri, klinik pratikte farkli
avantajlar sunar ve uygun test se¢imi, hastanin durumu, laboratuvar olanaklar1 ve
testlerin performans 6zelliklerine bagl olarak yapilmalidir (Housman ve ark., 2016).
24 saat i¢inde baglamis olan sekilsiz digkisi olan bireyler, C. difficile testi i¢in tercih
edilen hedef grubudur. Bebeklerde toksijenik C. difficile’nin yiiksek oranda
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asemptomatik tastyiciligi nedeniyle, yenidoganlar veya <12 aylik diyareli bebeklerde
bu testin rutin olarak uygulanmasi onerilmemektedir. Ayrica, C. difficile toksin Kkiti,
diger enfeksiydz ya da non- enfeksiyoz nedenler ele alinmadan 1-2 yasindaki ishalli
cocuklarda rutin olarak yapilmamalidir. 2 yas ve iizerindeki ¢ocuklarda ise, uzun
stireli veya kotiilesen ishal ile birlikte risk faktorleri veya ilgili maruziyetleri bulunan
hastalar i¢in C. difficile testi 6nerilmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar diginda, aynm
ishal epizodunda tekrar test (7 giin iginde) ve asemptomatik bireylerde digki testi

yapilmamalidir (Perry ve ark; 2017).

C. difficile enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda c¢esitli yaklagimlar kullanilabilir;
ancak en uygun standart laboratuvar testi heniiz belirlenmemistir. C. difficile’nin
laboratuvar tanisi, mikroorganizmanin kendisini hedefleyen kiiltiir ve glutamat
dehidrogenaz (GDH) antijen testi, diskida C. difficile toksinlerinin varligini tespit
eden sitotoksisite ndtralizasyon testi (CCNA), enzim immiinoanalizleri (EIA’lar) ve
toksin genlerini hedefleyen molekiiler yontemler gibi bir¢ok teshis yoOntemi ile
yapilmaktadir. C. difficile’yi teshis etmek icin hastanelerde genellikle iki veya ii¢
asamal1 bir algoritma kullanilir; pozitif bir ilk test, bir veya iki dogrulama testi veya
referans yontemle dogrulanir. TcdB sitotoksin tespiti, standart tan1 yontemi olarak
savunulmaktadir. Ancak, optimal sonuglar i¢in hem kiiltiir hem de toksin tespiti
yapilmast gerekmektedir. (Carroll ve ark., 2020). Ancak bu testler, laboratuvar
testlerine ek olarak kullanilmadikga yeterli duyarlilik ve 6zgiilliikk saglamamaktadir.
En uygun bakteriyolojik tani icin, sivi digki materyali marazi madde olarak
kullanilmalidir. Sitotoksin aktivitesinin hizla kaybolmasi nedeniyle, testler hizli bir
sekilde yapilmali, yalnizca taze Ornekler islenmeli ve bunlar 4°C veya altinda
saklanmalidir (Stamper ve ark., 2009). Hizli C. difficile tanisinin yapilmasi,
hastaligin ilerlemesini engellemek ve nozokomiyal vakalarin sikligin1 azaltmak i¢in

zamaninda ve etkili enfeksiyon kontrol 6nlemleri agisindan biiyiik 6nem tasir.

2.15.1. Bakteriyolojik Teshis

Kiiltiir, diskinin anaerobik ortama inokiilasyonunu ve inkiibasyondan sonra siipheli
kolonilerin belirlenmesini ve ardindan C. difficile tipik koloni 6zelligi gosteren
kolonilere toksin testi yapilmasini gerektirir. Tiim siire¢ 7 giline kadar siirebilir ve bu
nedenle bu yontem klinik bir laboratuvarda birincil tan1 yaklagimi olarak kullanilmak

i¢in zor ve yavastir. Ancak, C. difficile'nin tespiti i¢in ¢cok hassas bir yontemdir. Ote
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yandan salgin arastirmalart i¢in izolatlarin izole edilmesi, antibiyotik direncinin
arasgtirtlmas1 ve diger testlerin degerlendirilmesi i¢in referans yontem olarak
kullanilmaktadir (Swindells ve ark., 2010). Kiiltiir metodu i¢in bilim diinyasinda
farkli diigtinceler vardir. CCFA, yaygin olarak kullanilan bir besiyeridir ve iireyen
koloniler, ultraviyole 151k altinda incelendiginde grimsi veya sari yesil goriiniir ve
karakteristik at harasi, giibre kokusu yaymaktadir. ChromID C. difficile agar, 48 saat
inkiibe edilirse %100'e kadar duyarlilikla siyah koloniler olusturur. Bir ¢alismada,
ChromID C. difficile agar ve CCFA sodyum taurokolat, yumurta sarisi veya koyun
kani, tripton soya agar ile zenginlestirildiginde daha fazla sensitivite saglamigtir
(Edwards ve ark., 2013). Geleneksel yontemler, siipheli diski materyalinde bulunan
ve elimine edilmek istenen organizmalari1 en aza indirmek icin "1s1 soku" veya "alkol
soku" metotlar1 uygular ve ardindan segcici sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar veya bu
maddeleri ihtiva eden bir besiyerine inokiilasyon yapar. Daha yakin tarihli
caligmalar, taurokolat, antibiyotikler, karbonhidratlar ve lizozim igeren bir
zenginlestirme besiyerinin (6rnegin, taurokolat ve lizozim igeren sikloserin mannitol
besiyeri (CCMB-TAL) inokiilasyonunun, 1s1 veya alkol 6n islemine gerek kalmadan
C. difficile'nin iremesini artirdigin1 gostermistir (Carroll ve ark., 2020). Ayrica,
zenginlestirme teknikleriyle veya bunlar olmadan kromojenik agar besiyerinin
kullanilmasinin da hizli ve hassas sonuglar iirettigi gosterilmistir (Housman ve arek.,
2016; Perry ve ark., 2017. Ekim; genellikle 37°C’de, anaerobik kosullarda 48-72 saat
boyunca gerceklestirilmektedir (Alatag ve Giiner, 2018).

2.15.2. Serolojik Teshis

Hiicre Kiiltiirii Sitotoksisite Notralizasyon Testleri (CCCNA)

Hiicre kiiltlirli sitotoksisite ndtralizasyon testleri, C. difficile'nin pseudomembrandz
koliti tetikleyen toksinlerini tespit etmek i¢in gelistirilmistir. Bu test, diski
orneklerinin bir hiicre kiiltiirii monolayer'ine inokiilasyonunu ve sitopatogenik
etkilerin gozlemlenmesini igerir. Hiicrelerin yuvarlanmasi ve ¢ikintilarla karakterize
edilen sitopatogenik etki, toksinlerin varligint dogrulamak i¢in nétralize edilmelidir.
CCCNA, toksin B'nin tespiti i¢in hassas bir yontem olmasina ragmen, klinik
hassasiyeti %90'n altindadir ve laboratuvar destegi gerektirdigi i¢in popiilaritesi
azalmistir (Carroll ve ark., 2020).

Toksin Enzim Immiinoanalizleri (EIAs)
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C. difficile'nin toksin A ve B’yi tespit eden hizli testlerdir. Cesitli formatlarda mevcut
olan bu testler, genellikle toksinlerin varligini hizlica belirlemek i¢in kullanilir, ancak
sensitivite ve degiskenlik sorunlar1 yasayabilir. Daha yeni dijital ELISA testleri,
toksinlerin daha hassas ve dogru tespitini saglayarak, bu yontemlerin sinirlamalarini
asmaktadir. Dijital ELISA, femtolitre boyutunda kuyucuklarda tek molekiil
algilamasi yaparak yliksek sensitivite sunar (Banz ve ark., 2018).

Glutamat Dehidrojenaz (GDH) Testleri

GDH ise C. difficile’nin tiim suglarinda bulunan bir metabolik enzimi hedefler ve
genellikle birincil tarama adimi olarak kullanilir. GDH testleri diisiik maliyetli ve
yiiksek negatif prediktif degere sahiptir, ancak bazi ¢aligsmalar, sensitivitenin ribotipe
bagli olarak degistigini gostermistir. GDH testleri genellikle toksin EIAs veya
niikleik asit testleri ile kombine edilerek ¢ok asamali algoritmalarda kullanilir. Bu
yontemler, C. difficile’nin dogru ve etkili sekilde teshis edilmesini saglar, ancak
testlerin dikkatli secilmesi ve uygulanmasi, dogru sonuglarin elde edilmesi igin kritik

oneme sahiptir (Hart ve ark., 2014).

2.15.3. Molekiiler Teshis
MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight
Mass Spectrometry)

MALDI-TOF; biyomolekiiller, polimerler ve bakteriler gibi molekiillerin iyonlagma
zamanlarini inceleyerek bakterilerin identifikasyonunda da kullanilabilen bir kiitle
spektrometresi teknigidir. MALDI-TOF MS, 6rneklerin iyonlastirilmasi ve iyonlarin
kiitle/yiik oranma gore ayrilarak analiz edilmesi prensibine dayanan ileri bir kiitle
spektrometri yontemidir. MALDI asamasinda, lazer yardimiyla matris araciligiyla
iyonlagsma gerceklestirilirken, TOF asamasinda iyonlar hizlandirilarak kiitlelerine
bagli dedektore ulagma siireleri Olgtilerek kiitle spektrumu olusturulur. Proteinlerin
molekiiler agirliklarin1 ve yapilarini belirlemek i¢in Proteomiks c¢aligmalarinda,
bakteri, mantar, viriis gibi mikroorganizmalarin protein parmak izleri analiz edilerek
mikrobiyal identifikasyonda, polimerlerin molekiiler kiitle dagilimlarini ve yapilarii
analiz ederek polimer kimyas1 alaninda, ilag molekiillerinin yapilarinin belirleyerek,
farmasotik ve biyoteknoloji alanlarinda kullanilir. Bu yontem diger identifikasyon
yontemlerine gdre hizli bir sonug verse de diger molekiiler yontemlere (PCR-WGS)

destekleyici olarak kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Ashfaq ve ark., 2022).
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Niikleik Asit Tabanh (NAT) Metodlar

Niikleik asit tespit yontemleri, C. difficile enfeksiyonunun tanisinda énemli bir rol
oynamaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli molekiiler testler,
1990'larda gelistirilmis olsa da diski 6rneklerinde C. difficile tespiti icin gercek
zamanlt PCR yontemi 2008 yilinda FDA onay1 almistir. ABD'de su anda toksin A
veya toksin B’yi tespit eden 15 FDA onayli molekiiler platform mevcuttur.
NAT’larin analitik hassasiyeti, sitotoksin testlerinden 10 ila 100 kat daha yiiksek
olmasma ragmen, maliyetleri genellikle daha yiiksektir. Bazi laboratuvarlar,
NAT’lan ti¢ agamal1 algoritmalara dahil ederek maliyetleri azaltmay1 basarmistir. Bu
algoritmalarda, digki1 6nce GDH ve toksinleri tespit eden bir kombinasyon testi ile
degerlendirilir. GDH ve toksin testleri uyumlu ise sonuglar raporlanir. GDH pozitif

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

Bartsch ve ark.’in yaptigi ekonomik ve saglik yararlarimi karsilagtiran ¢alismada,
GDH/toksin testi ve NAT kombinasyonun, en hizli tedavi ve en diisiik maliyetli
secenek olarak raporlanmistir (Bartsch ve ark., 2015). Daha yakin tarihlerde yapilan
bir calisma, laboratuvarlarin EIA'dan PCR testine ge¢isinin, negatif sonuclar i¢in
tedavi siiresini azaltarak maliyetleri dengeledigini gostermistir. NAT pozitif, toksin
negatif hastalar arasinda hastalik siddeti veya mortalite acisindan fark

gozlemlenmemistir (Carroll ve ark., 2017).

2.16. C. difficile Genotiplendirme Metodlar1

Clostridioides difficile, nosokomiyal enfeksiyonlarin arasinda en yiiksek prevalansa
sahip olan etkenlerden biridir. C. difficile 'nin genotiplendirilmesi, bakterinin genetik
profilini belirleyerek enfeksiyonlarin izlenmesini ve kontroliinii saglamak igin
kullanilan ¢esitli yontemleri icerir. Bu metotlar genetik varyasyonlar1 tespit etmede,
epidemiyolojik arastirmalarda ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde kritik 6neme

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

2.16.1. Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Klasik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), bakterinin DNA'simin belirli genetik
bolgelerini amplifiye ederek genotiplendirmeyi hedefler. Toksin genleri (A ve B
toksin genleri) veya ribotip belirleme i¢in kullanilan spesifik gen bdlgeleri PCR ile

amplifiye edilir. Bu yontemin avantaji yiiksek hassasiyeti ve spesifikligidir. Klasik
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PCR'ye ek olarak, Real-Time PCR (qPCR) gibi gelismis PCR yontemleri de C.
difficile genotiplendirmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. qPCR, amplifikasyon
siireci sirasinda DNA'min miktarini Olcerek, enfeksiyonun derecesi hakkinda bilgi
saglayabilir. Bu teknik, C. difficile suslarinin daha hizli ve hassas bir sekilde

tanimlanmasina olanak tanir (Prosty ve ark., 2024).

2.16.2. PCR Ribotipleme

PCR ribotipleme, C. difficile’in genetik cesitliligini ve dizilimlerini belirlemek i¢in
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, bakterinin rRNA bdlgelerini hedef alir ve bu gen
bolgelerinin  kisitl  degiskenligi sayesinde farkli suslar1 ayirt edebilir. PCR
ribotipleme, PCR ve jel elektroforez kombinasyonu ile gergeklestirilir ve bakteriyel
suslarin epidemiyolojik izlenmesinde kullanilir. Kapiller jel elektroforezi (CE),
geleneksel slab jel elektroforezinin gelismis bir formudur. Bu teknik, DNA
fragmanlarinin bir elektrik alani altinda bir kapiller tlip igerisindeki polimer jel
matriksi boyunca hareket ettirilmesi esasina dayanir. DNA'nin negatif yiiklii fosfat
omurgasi, pozitif yiiklii bir anoda dogru cekilir. DNA pargalari, boyutlarina gore
farkl1 hizlarda hareket eder; kiiciikk fragmanlar jelde daha hizli ilerlerken, biiyiik
fragmanlar daha yavas ilerler. Bu ayrigsma siireci, DNA fragmanlarinin boyutlarina
dayali olarak ayirt edilmesini saglar (Bogiel ve ark., 2024). C. difficile suslarinin
izlenmesi ve epidemiyolojik arastirmalarinda CE, farkli suslarin hizli ve hassas bir
sekilde ayristirilmasim saglar. Ozellikle salgin durumlarinda, hastane veya saglik
kurumlarinda farkli suslarin kaynagmin izlenmesi icin 6nemli bir aractir. CE,
salginlart izlemek, yeni suslar1 tanimlamak ve hastaligin yayilmasimi kontrol altina
almak icin degerli veriler sunar. Bununla birlikte CE'nin bazi sinirlamalar1 da vardr.
Ornegin, kapiller tiip igerisindeki polimer matriksinin kalitesi, analiz sonugclarini
etkileyebilir. Ayrica, bu teknoloji diger genotiplendirme yontemlerine kiyasla daha
pahalidir ve 6zel ekipmanlarin bakimi, deneyimli personel gerektirir (Bogiel ve ark.,

2024).

2.16.3. Multilocus Sequence Typing (MLST)

MLST, C. difficile'nin farkli genetik profillerini belirlemek icin kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, bakterinin ¢esitli korunan gen bdlgelerinin (housekeeping
genler) dizilimlerini analiz eder. Her bir genin belirli bir dizilim kombinasyonu,

bakteriyi belirli bir genotipe atar. MLST, yiiksek derecede ayrintili genetik bilgi
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saglayarak, epidemiyolojik arastirmalar ve enfeksiyon kaynaginin tespitinde

kullanilir (Dingle ve ark., 2018).

2.16.4. Tiim genom dizi analizi (WGS)

Tiim genom dizi analizi, C. difficile genomunu yiiksek ¢oziiniirliikkle inceleyerek,
mikroorganizmanin genetik yapisini, virlilans faktorlerini, antibiyotik direng
genlerini ve ¢esitli molekiiler belirtecleri detayl bir sekilde ortaya koymaktadir (Wen
ve ark., 2022). Geleneksel yontemler, sinirli sayida genetik bolgeyi analiz ederek
sonug verirken, WGS tiim genomu tarayarak daha kapsamli ve kesin sonuglar sunar.
C. difficile tespitinde WGS’nin kullanimi, sadece klinik mikrobiyoloji anlaminda
degil, ayn1 zamanda halk sagligi acisindan da biiylik 6nem arz etmektedir.
(Mellmann ve ark., 2017). Bu yontem, 6zellikle C. difficile'nin genetik ¢esitliligini,
klonal yayilimini ve genetik varyasyonlarin1 anlamada biiyiik bir avantaj saglar (Eyre

ve ark., 2013).

Enfeksiyon kontrolii ve halk saglig: stratejilerinin gelistirilmesi i¢cin bu yontemlerin
kombinasyonu genellikle tercih edilir, ¢iinkii her biri farkli 6zellikler ve avantajlar
sunar. Bu tiir genetik analizler, C. difficile’nin izlenmesinde ve kontroliinde kritik bir

rol oynar.

2.16.5. Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Analizi:

SNP analizi, C. difficile’nin genetik varyasyonlarin1 incelemek i¢in kullanilan bir
baska yontemdir. Bu teknik, WGS’yi miiteakiben, gen dizilimi igindeki tek bir
niikleotid degisimini (SNP) tespit eder ve bu degisimlerin bakterinin genetik
profilindeki roliinii degerlendirir. SNP analizi, 6zellikle genetik ¢esitliligi ve direng

genlerini arastirmada etkili bir yontemdir (Hulme ve ark., 2024).

2.17. C. difficile Enfeksiyonlarinda Tedavi

2.17.1. insanlarda C. difficile Enfeksiyonlarinda Tedavi

CDE geciren hastalarin cogunda, genellikle daha once antibiyotik kullanimi
kaydedilmistir. Tedavi planlanirken, eger hastada ciddi bir sistemik rahatsizlik
bulunmuyorsa, antibiyotik tedavisine son verilmesi Onerilir. Toksik megakolon
riskine neden olabilecegi i¢in antimotilite ilaglar kullanilmamalidir. Bu riski
azaltmak amaciyla, antiperistaltik etkisi olan opioidler’den kaginilmalidir. Tedavi

siirecinde agiz yoluyla sivi verilerek hastanin yeterli diizeyde rehidrate edilmesi
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bliyiik 6nem tasir (McDonald ve ark., 2018). Tedavide siklikla tercih edilen
antibiyotikler metronidazol, vankomisin ve fidaksomisin olup, tekrarlayan CDE
vakalarinda ise fekal transplantasyon daha uygun bulunmaktadir. Eger kolon
perforasyonu, sistemik inflamasyon ya da antibiyotik tedavisine ragmen klinik
durumda kotillesme s6z konusuysa, kolon lavaji ile birlikte total abdominal
kolektomi veya diverting loop ileostomi gibi cerrahi yaklasimlar onerilmektedir.
CDE, hem yatarak hem de ayakta tedavi géren hastalarda yaygin bir ishal nedenidir.
Son yillarda, CDE tedavi yontemlerinde onemli degisiklikler olmustur. En dikkat
¢ekici olanlar, CDE'nin ilk epizodunda metronidazol yerine fidaksomisin ve
bezlotoksumab eklenmesi ile mikrobiyal replasman tedavileridir (Normington ve

ark., 2024).

Metronidazol giincel tedavi protokollerine goére birinci basamak tedavi olarak
onerilmemektedir. Oral vankomisin ve fidaksomisin artik hem siddetli hem de
siddetli olmayan ilk CDE ataklar1 ig¢in birinci basamak segenekler olarak
desteklenmektedir. Bu degisiklik, her iki secenegin de semptomlarin ¢éziilmesini ve
tedaviden bir ay sonra kalict ¢Oziimii garantiledigine dair kanitlardan
kaynaklanmaktadir. Metronidazol yalnizca hastalarin oral vankomisin veya
fidaksomisin kullanamadig1 veya tedavi edilemedigi siddetli olmayan ilk ataklar i¢in
onerilmektedir. Norotoksisite riski nedeniyle tekrarlanan veya uzun stireli tedavi
kiirlerinden kacimilmalidir. Ulseratif CDE'li hastalara, intravendz (IV) metronidazol
ile birlikte giinde 4 kez 500 mg vankomisin verilmelidir. Tekrarlayan CDE i¢in
metronidazol kullanilmamalidir. Metronidazol ilk tedavi i¢in kullanildiysa, hastalara
oral vankomisin verilmelidir. Vankomisin ilk tedavi olarak kullanildiysa,
fidaksomisin kullanilabilir. ikinci veya sonraki tekrarlarda hastalar oral vankomisin,
fidaksomisin veya fekal transplantasyon ile tedavi edilebilir. CDE tedavisinin
Onerilen tedavi siiresinin Otesine uzatilmasi veya stirekli antibiyotik tedavisi
gerektiren bir hasta icin ampirik olarak antibiyotik kullanilmasi hastaligin niiks

ihtimalini arttirmaktadir (McDonald ve ark., 2017; Normington ve ark., 2024).
2.17.1. Vankomisin

Vankomisin, bakteri hiicre duvarmin d-alanil-d-alanin kismma baglanarak

glikopeptid polimerizasyonunu bloke ederek bakteriyel hiicre duvar sentezini inhibe
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eden bir glikopeptiddir. Vankomisin, CDE tedavisi i¢in oral yoldan uygulanir ve
kolonda daha yiiksek konsantrasyonlara ulasmak i¢in minimal diizeyde sistemik
olarak emilir. Oral vankomisinin yan etkileri arasinda karin agrisi, disgeuzi, mide

bulantisi, bas agrisi, siskinlik ve periferik 6dem bulunur (Jarrad ve ark., 2015).
2.17.1. Fidaksomisin

Fidaksomisin (Dificid), in vitro C. difficile'ye karsi bakterisidal olan ve RNA
polimerazlar1 tarafindan RNA sentezini inhibe eden bir makrolid antibakteriyel
ilagtir; Mayis 2011'de onaylanmustir. On sekiz yas ve lizeri yetigskinlerde C difficile
ile iligkili ishalin tedavisi i¢in endikedir. Antimikrobiyal direnci kontrol altinda
tutmak ve fidaksomisinin etkinligini korumak i¢in fidaksomisin yalnizca C.
difficile'den kaynaklandigr kanitlanmis veya siddetle siiphelenilen enfeksiyonlari
tedavi etmek igin kullamlmalidir. Onerilen doz, 10 giin boyunca giinde iki kez oral

yoldan 200 mg'dir ve a¢ veya tok karnina alinmalidir (McDonald ve ark., 2018).
2.17.1. Rifaksimin

Rifaksimin, bakteriyel DNA'ya bagli RNA polimeraza baglanarak bakteriyel RNA
sentezini inhibe eder. Rifaksimin, kilavuzlarda tekrarlayan CDE'li hastalar i¢in
vankomisin sonrasi ek bir tedavi rejimi olarak dnerilmektedir. Bildirilen yaygin yan

etkiler arasinda bas donmesi, yorgunluk ve mide bulantis1 bulunur (Kitchin ve ark.,

2020)
2.17.1. Metronidazol

Metronidazol, DNA ile etkilesime girerek helezon DNA yapisinin kaybina ve tel
kirilmasina neden olan bir nitroimidazoldiir ve bu da duyarli organizmalarda protein
sentezinin inhibisyonuna ve bakteri 0liimiine yol acar. Oral metronidazol %100
biyoyararlanimlidir. Ancak, sistemik emilim nedeniyle enfeksiyon bdlgesinde diisiik
konsantrasyonda ila¢ bulunur ve bunun orta ve siddetli CDE vakalarinda etkinligin
azalmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bildirilen yan etkiler arasinda bas
agrisi, mide bulantisi, metalik tat, bag donmesi ve karin agris1 bulunur (McDonald ve

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

Hayvanlarda Clostridioides difficile enfeksiyonlarmin tedavi yontemleri, hastaligin
siddetine, hayvanin tiiriine ve genel saglik durumuna gore farklilik gosterir.
Oncelikle, C. difficile enfeksiyonlar1 genellikle antibiyotik kullanimina bagli olarak
gelistigi i¢in, enfeksiyonun tedavisinde antibiyotik se¢imi dikkatle yapilmalidir.
Metronidazol ve vankomisin, insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da en yaygin
kullanilan antibiyotikler arasinda yer alir. Bu antibiyotikler, C. difficile nin neden
oldugu bagirsak enfeksiyonlarmi tedavi etmek icin etkilidir, ancak ozellikle
metronidazol uzun siireli kullanimda bagirsak mikrobiyotasini daha fazla
bozabilecegi i¢in dikkatli kullanilmalidir. Vankomisin ise genellikle oral yolla verilir

ve bagirsaklarda yerel olarak etki gosterir (Weese, 2020).

Antibiyotik tedavisine ek olarak, probiyotikler de hayvanlarda C. difficile
enfeksiyonlariin tedavisinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Probiyotikler,
bagirsak mikrobiyotasini dengelemeye yardimer olur ve faydali bakterilerin
biiyiimesini tesvik eder, bu da patojen bakterilerin yerlesmesini zorlastirir. Ozellikle
Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi probiyotik suslarin kullanimi, enfeksiyonun
siddetini azaltir ve bagirsak mikrobiyotasinin normale donmesine katkida
bulunabilir. Bu probiyotikler, genellikle besin takviyesi olarak veya dogrudan
bagirsak mikrobiyotasin1 destekleyen iirlinler seklinde verilir. Yapilan calismalar,
domuzlardan izole edilen C. difficile suslarindan korunmada hayvan yemine dahil
olan tiamulin, virginiamisin ve tilosinin profilaktik veya terapide faydal
olabilecegini vurgulamaktadir (Songer ve Anderson, 2006). Destekleyici tedaviler de
hayvanlarda C. difficile enfeksiyonlarmin yonetiminde 6nemli yer tutar. Ishal
nedeniyle sivi kayb1 yasayan hayvanlarda sivi terapisi hayati 6nem tagir. Ayrica,
diyetin sindirimi kolay ve besin agisindan zengin olmasi, iyilesme siirecini

hizlandirabilir (Silva ve ark., 2013).

2.18. C. difficile Korunma Yontemleri

Hatali antibiyotik kullanimi, bagirsak mikrobiyotasinin dengesini bozarak C.
difficile’in hizla iiremesine zemin hazirlar. Bu da antibiyotik kullanimmi C. difficile
enfeksiyonlarmin en 6nemli risk faktdrlerinden biri yapar. Bu nedenle, antibiyotik
kullantminin sinirlanmasi ve sadece gerektiginde, uygun doz ve siirede verilmesi

enfeksiyon riskini azaltmada kritik rol oynar. Saglik calisanlarinin bu konuda
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bilinglendirilmesi ve dikkatli antibiyotik yonetimi, C. difficile enfeksiyonlarinin
Onlenmesine katki saglar (McDonald ve ark., 2018). Bakterinin vejetatif formu
zorunlu anaerobik olmasi nedeniyle oksijene karsi duyarliyken spor formu
kurumaya, 1s1ya, bircok dezenfektana ve fiziksel ajanlara karsi olduk¢a dayaniklidir
(Sabja ve ark., 2014). C. difficile, kolonda vejetatif halde, kolon disarisindaki
dokularda ise spor formunda bulunmaktadir (Adams ve ark.,2013). Etkenin sporlar1
gevre ve ortam yiizeylerine olduk¢a dayanikli olup, bu ortamlarda canliliklarinm
uzun siire siirdiirebilmektedir (Buddle ve ark., 2023). Bakterinin vejetatif formu,
oda 1s1sinda kuru yiizeylerde 15 dakika canli kalirken, nemli yiizeylerde ise 6 saat
canli kalabilir (Adams ve ark., 2013). Bakterinin spor formu; hastane ortami, (Rose
ve ark., 2022) toprak, (Lim ve ark., 2020) dogal su kaynaklari, (Lin w ark., 2015)
kum ve deniz tortulari, (Perumalsamy ve ark., 2019) tek ve ¢ift tirnaklilar, kopek,
kedi ve kanatli gibi birgok hayvanin intestinal sistemi ve gaitasinda
bulunabilmektedir (Mitchell ve ark., 2022). Bunlarin yani sira etken, et iiriinlerinde,
sebzelerde, insan ve hayvanlarin piyojenik enfeksiyonlarinda da tespit edilmektedir
(Mengoli ve ark., 2022). Bakteri sporlarinin c¢evre ortam yiizeylerinde, hastane
personel kiyafetleri ve ekipmanlarinda bulunmasi ve dezenfektanlara, 1s1 gibi
fiziksel ajanlara kars1 dayanikli olmasi nedeniyle miicadelesi zordur (Paredes-Sabja

ve ark., 2014).

Bakterinin sporlari, 6zellikle hasta bakimi sirasinda yiizeylere bulasabilir ve diger
hastalara veya saglik ¢alisanlaria yayilabilir. Bu nedenle, el hijyeni uygulamalari,
C. difficile’den korunmada en temel Onlemlerden biridir. Alkol bazli el
dezenfektanlar1 C. difficile sporlarina karsi etkili olmadigindan, sabun ve su ile
ellerin yikanmasi Onerilir. Ayrica, hasta odalarmin ve cevresel yiizeylerin uygun
dezenfektanlarla (6rnegin, sodyum hipoklorit) diizenli olarak temizlenmesi
gerekmektedir (Guh ve Kutty, 2018). C. difficile enfeksiyonu olan hastalarin izole
edilmesi, enfeksiyonun yayilmasini dnlemek i¢in 6nemlidir. Bu hastalar, miimkiinse
tek kisilik odalarda tutulmali ve bu odalara giren herkesin koruyucu giysi, eldiven
ve maske gibi bariyer onlemleri almasi saglanmalidir. izolasyon énlemleri, hastanin
tedavisi boyunca ve semptomlarin sona ermesinden en az 48 saat sonrasina kadar

devam ettirilmelidir (Debast ve ark., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec¢

3.1.1 Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsaminda Mart-Temmuz 2023 tarihleri arasinda Kayseri ili sehir
merkezinde faaliyet gosteren 5 6zel veteriner klinigi her hafta ziyaret edilerek hotel
veya hospitalizasyon hizmeti alan 50’°ser adet saglikli kedi ve kdopek, 50°ser adet
ishalli kedi ve kopek olmak iizere toplam 200 hayvana ait rektal svap drnegi toplandi

ve C. difficile izolasyonu amaciyla materyal olarak kullanildi.

Kedi ve kopeklerden toplanan rektal svap Ornekleri, stuart besiyerine konularak
soguk zincir altinda en kisa siire icerisinde mikrobiyoloji laboratuvarina getirildi.
Getirildikten hemen sonra 6rnekler, bekletilmeden analizlere baslandi. Calismada C.
difficile yoniinden incelenen Ornekler ve isletmelere gore dagilimi Tablo 3.1.°de

verilmistir.

3.1.2. Gii¢ Analizi
Calismada etki biiyiikliigii d= 0.3 (Cohen kriterlerine gére medium), o =0.05 ve
testin giicli 0.80 alinarak gerekli olan minimum o6rnek sayis1 133 olarak belirlendi

(Faul ve ark., 2007).



Tablo 3.1. Calismada C. difficile yoniinden incelenen orneklerin sayisi ve isletmelere gore

dagilim

Isletme Hayvan Tiirii Toplanan svap sayisi
i = 2
i = D
— K 0
i e, z
s o 0

3.1.3. Clostridioides difficile izolasyon ve Identifikasyonunda Kullanilan
Besiyerleri ve Kimyasallar

C. difficile’nin izolasyonu ve identifikasyonunda kullanilan besiyerleri asagida

verilmigtir:

On zenginlestirme Besiyeri (Clostridioides difficile Moxolactam-Norfloxacin

ilaveli Brain Heart Infusion Broth, CDMN Broth)

Brain Heart Infusion Broth (Oxoid CM1135, Birlesik Krallk)

Icindekiler 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
pH7.4+£0.2

Sodium Taurocholate Hydrate 96% (Alfa aesar A18346, ABD)
Formiilasyonu: C26H44NNaO7S+xH20
Formiil Agirligi: 537.73(anhy)

Optikal Rotasyonu: +23.0° (su igerisinde ¢=3)
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Defibrine at kam

Bu amagla manuel hazirlanan cam boncuklu steril bir kan alma seti kullanildi. Bu set
ile saglikli atlarin vena jugularis’inden almman kan hafif¢e c¢alkalanarak cam
boncuklar yardimiyla defibrine edildi. Kisa siirede laboratuvara ulastirilan defibrine
at kani, steril kosullarda steril falkon tiiplere aktarilip kullanilana kadar 4°C’de

saklandi.

Clostridium difficile Moxalactam-Norfloxacin (CDMN) Selective Supplement
(Oxoid SR0173, Birlesik Krallik)

Icindekiler Miktar mg/vial
Cysteine hydrochloride 250.0 mg
Norfloxacin 6.0 mg
Moxalactam 16.0 mg

Her bir vial 500 ml besiyeri i¢cin kullanilir.

Hazirlamisi: 18.5 g Brain heart infusion broth tartilarak 465 ml distile su icinde
¢oziildii. Besiyerinde son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde 0.5 g sodyum
taurocholate hydrate eklenerek homojenize edildi. Hazirlanan broth, 121°C’de
otoklavda 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda, su banyosunda 55°C'ye
kadar sogutuldu. Daha sonra, 2 ml distile su ile homojenize edilen 1 vial CDMN
selective supplement ve 35 ml (%7) defibrine at kani ilave edilip homojenize edildi.

Kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

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

Icindekiler 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

Hazirlamsi: 19.75 g besiyeri tartilarak, 465 ml distile suda c¢oziindiirildi ve
otoklavda 121 °C’de, 15 dk sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda, besiyeri 1sisinin

diistiriilmesi amaciyla, 1s1s1 50 °C’ye ayarlanmig olan su banyosuna alindi ve burada
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1-2 saat kadar bekletildi. Daha sonra, besiyerine 35 ml defibrine at kani ilave
edilerek homojenize edildi ve hacmi 20 ml olacak sekilde, steril plastik petrilere
dokiildii ve donmasi beklendi. Besiyerleri kat1 hale geldikten sonra, petriler ters
cevrildi ve oda 1sisinda, UV 15181 altinda 12-15 saat bekletildi. Hazirlanan %7lik at

kanl agarlar, kullanilincaya kadar +4 “de muhafaza edildi.

Brucella Broth (Liofilchem 64026, Italya)

Icindekiler 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 Hazirlamis1: 2.8 g besiyeri tartilarak, 85 ml
distile suda ¢ozdiiriildii ve iizerine 15 ml gliserin (Merck 1.04093, Almanya) ilave
edildikten sonra homojenize edildi ve 2 ml’lik cryo tiiplere (Tarsons T523021,
Hindistan), 500’er pl taksim edildi. %15°lik Brucella Broth iceren Cryo tiipleri,
otoklavda 121 ’de, 15 dk sterilize edildi. Hazirlanan %15 gliserinli Brucella

Broth’lar, kullanilincaya kadar +4 ’de muhafaza edildi.
C. difficile Toxin A Test (Thermo fisher-TD0970, ABD)

C. difficile izolatlarinin Toxin A varliginin serolojik yontemle belirlenmesi igin ticari

bir test kiti (Thermo fisher-TD0970, ABD)’ nden yararlanildu.

Gram Boyama Seti

Ticari Gram Boyama Seti (GBL, 5026, Tiirkiye) kullanildi.

Oksidaz Testi

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

Katalaz Testi
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Hydrogen peroxide (H,O,) (Merck, 117209, Almanya) test kiti kullanilda.

Hazirlamisi: Ticari %30’ luk hidrojen peroksitten 3 ml alinarak 27 ml distile su ile

karistirild1 ve %3’liik H,O, soliisyonu hazirlandi.
Anaerobik Ortam Kitleri

Clostridioides difficile’nin iretilmesinde anaerob ortami saglamak ig¢in, anaerobik
jarlar (Merck, 116387, Almanya) ve anaerobik ortam kitleri (Mitsubishi Gas
Chemicals, GA5S00ZE, ABD) kullanildu.

3.1.4. Standart Sus

Clostridioides difficile’nin izolasyonu, elde edilen izolatlarin fenotipik testler ve
molekiiler yontemle identifikasyonu asamalarinda, ATCC 43593, ATCC 9689 ve
NCTC 11223 Clostridioides difficile standart suglar1 kullanildi.

3.1.5. Clostridioides difficile izolatlarimin Antibiyotik Duyarhihklarinin
Belirlenmesinde Kullamilan Besiyeri ve Kimyasallar

Brucella Agar (Merck 18795, Almanya)

Icindekiler 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 diffiizyon (E-test) stripleri

C.difficile izolatlarinin MIC degerlerini belirlemek i¢in; Ampisilin (Liofilchem
92003, Italya), Vankomisin (Liofilchem, 92057, Italya), Klindamisin (Liofilchem,
92072, italya), Meropenem (Liofilchem, 92084, Italya) ve Metronidazol (Liofilchem,
92087, Italya), antibiyotiklerini iceren E-test striplerinden yararlanildi.

3.1.6. Molekiiler Analizde Kullanilan Kimyasallar
10X PCR Buffer

MgCl, icermeyen, 10X ViBuffer A (Vivantis, RB0201, Malezya) kullanildi.
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Deoxynucleotide Trifosfat (ANTP)

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

Magnezyum Kkloriir (MgCl,)

25 mM MgCI, (Thermo Scientific, R0971, ABD) kullanild1.

Taq DNA Polymerase

5 U/ul Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific, EP0402, ABD) kullanildi.

10X Tris-borate-EDTA (TBE) Electrophoresis Buffer (Thermo Scientific, BS2)

Hazirlamisi: 50 ml 10XTBE Buffer ve 950 ml distile su karigtirilarak, 0.5xTBE

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

Hazirlanisi: %1.5’lik agaroz jel hazirlamak amaciyla, 0.75 g agaroz tartildi ve 50 ml
0.5XTBE eklendikten sonra, mikrodalga firinda eritildi. Eritilen jel, 1s1s1 50°C’ye
ayarlanmig olan su banyosuna alindi ve 1sis1 diistiikten sonra igerisine 3 pl ethidium
bromide eklendi ve homojenize edildi. Elektroforez tankina taraklar yerlestirildikten

sonra hazirlanan jel tanka dokiildii.

Ethidium Bromide

Ticari %1 ’lik ethidium bromide boyas1 (Gerbu, 1341, Almanya) kullanildi.
6X Loading Dye

Ticari 1 ml’lik 6XLoading Dye (Vivantis, NM0410, Malezya) kullanild1
DNA ekstraksiyon kiti

Elde edilen C. difficile izolatlarindan DNA ekstraksiyonu i¢in DNeasy UltraClean
Microbial Kit (Qiagen 12224-50, ABD) kullanildi.

Elde edilen izolatlarin molekiiler analizlerinde kullanilan primerler

Elde edilen izolatlarin C. difficile olarak molekiiler identifikasyonu, toksin genlerinin
varliginin belirlenmesi ve izolatlarin ERIC-PCR ile genotiplendirilmesi amaciyla

kullanilan primerler Tablo 3.2.’de detayli olarak verilmistir.
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DNA Ladder
Ticari GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific SM0321) kullanildi.

Tablo 3.2. Molekiiler analizlerde kullanilan primer listesi

Hedef | Primer Sekans (5°-3°) Amplikon Referans
Gen biiyiikliigii
(bp)
pi F AAAAGAGCTACTAAGGGTACAACA

. 230 Lemee ve
ipt pi R CATAATATTTGGCTTACTTCTTAC ark., 2004
ric | IR ATGTAAGCTCCTGGGGTTGATCAC Houf ve
PCR | 5 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - ark., 2002

3.2. Yontem

3.2.1. Clostridioides spp.’nin izolasyonu

Calismada, kedi ve kopek rektal svap drneklerinden C. difficile izolasyonu amaciyla
(Abay ve ark., 2022) tarafindan bildirilen yéntem kullanildi. Orneklerin, C. difficile
moxalactam-norfloxacin (CDMN) broth igerisinde 37°C’de, 72 saat, anaerobik
kosullarda &n zenginlestirme islemi gerceklestirildi. inkubasyon sonrasi, elde edilen
zenginlestirme kiiltiiriine alkol sok metodu (Sekil 3.1) uygulanarak islem sonrasinda
CDMN agara direkt ekim yapildi. Ekim yapilan petriler 37°C’de 72 saat anaerobik
kosullarda inkiibasyona tabi tutuldu (Rodriguez- Palacios ve ark., 2007).

Alkol Sok Yontemi

Calisma kapsaminda On zenginlestirmeye tabi tutulan tiim Orneklerden sporlarin
secimi icin alkol sok yontemi uygulandi. Bu islem i¢in, 2 mL buyyon kiiltiirii ve 2
mL %96 etil alkol karistirildi ve homojenize edildi. Hazirlanan karigim, oda
sicakliginda 50-60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan karisim, 8000xg’de
10 dakika santrifiijje alindi. Santrifiij islemi sonrasi iistteki sivi atilarak, dipte kalan
tortudan %7 at kanli CDMN agara seyreltilmis sekilde ekim yapildi. Ekim yapilan
tiim petriler, 37 °C’de 72 saat siireyle anaerobik ortamda inkiibasyona alindi. CDMN
agarda iireyen koloniler, Clostridioides spp. agisindan degerlendirildi. Ozellikle C.

difficile'ye 6zgii tipik at haras1 kokusunu tagiyan ve beyaz buzlu cam goriiniimiinde
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diizensiz koloni morfolojisine sahip bakteriler tespit edildi. Clostridioides spp.
stipheli kolonilerin saf kiiltiiriinii elde etmek amaciyla, at kanli agara pasajlar yapildi

ve petriler 37 °C’de 72 saat anaerobik ortamda inkiibe edildi (Sekil 3.1).

Saf kiiltiirii elde edilen siipheli izolatlar dncelikle 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 harasi

kokusu veren koloniler Clostridioides spp. yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Kedi ve kopek rektal svap orneklerinin CDMN supplementli
BHI Broth’da 72 saat 37 ©°C’de anaerobik kosullarda

>

Elde edilen sivi kiiltiiriin esit hacimde %96’lik etanol ile
homojenize edilip oda sicakliginda 50-60 dakika inkiibasyonu

e

Elde edilen karisimin 8000xg’de 10 dakika santrifiije tabi
tutulmasi

-

Ustteki stv1 atilarak, dipte kalan tortudan %7 at kanli CDMN
agara seyreltilerek ekim yapilmasi

Sekil 3.1. C. difficile izolasyonunda kullanilan alkol sok metodu (Rodriguez- Palacios ve
ark., 2007).

Fenotipik testler ile C. difficile siipheli olarak belirlenen izolatlarin dogrulanmasi
amaciyla C. difficile i¢in spesifik ‘ tpi” genine ait primerler (Tablo 3.2.) kullanilarak
gerceklestirilen PCR yonteminden yararlanildi (Lemee ve ark., 2004). Kedi ve kopek
rektal svap orneklerinden gergeklestirilen C. difficile izolasyonu ve identifikasyonuna

iliskin basamaklar Sekil 3.2°de sematize edilmistir.
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3.2.2. Elde Edilen Izolatlarin Clostridioides spp. Olarak Tanimlanmasi
Stipheli izolatlarin Clostridioides spp. olarak tanimlanmas1 amaciyla ¢esitli fenotipik

(Gram boyama, katalaz, oksidaz ve hareket testleri) ve molekiiler (PCR) analizler

uygulandi (Sekil 3.2.).
Fenotipik Testler
Gram Boyama

Saf kiiltiirlerden bir 6ze alinarak, lam {lizerinde bir damla serum fizyolojik (tuzlu su)
ile homojenize edildi ve lam iizerine yayildi. Hazirlanan preparat havada kurutuldu
ve ardindan ii¢ kez bek alevinden gegirildi. Ilk olarak kristal viyole ¢ozeltisi (GBL
5026/01) eklenerek 2-3 dakika bekletildi. Boya dokiildii ve preparat bol distile su ile
yikandi. Sonrasinda lugol ¢o6zeltisi (GBL 5026/02) eklendi ve 1-2 dakika bekletildi.
Boya dokiildiikten sonra preparat tekrar distile su ile yikandi. Daha sonra, preparat
tizerine %96’lik alkol ¢ozeltisi (GBL 5026/03) eklendi ve 30 saniye bekletildi. Son
olarak, preparat sulu fuksin (GBL 5026/04) ile 30 saniye boyandi ve tekrar distile su
ile yikandi. Kurutma kagidi kullanilarak kurutulan preparat, immersiyon objektifinde
incelendi. Gram pozitif ve spor olusturan veya olusturmayan basiller degerlendirildi

(Pommerville, 2007).
Katalaz Testi

Saf kiiltiirden bir 6ze dolusu koloni alinip, lam tizerinde 6nceden damlatilmis 100 pl
%3 H,O, ile karigtirildi. Kisa silirede preparat lizerinde hava kabarciklarinin
gozlenmemesi durumunda, katalaz testinin sonucu negatif olarak degerlendirildi

(Pommerville, 2007).
Oksidaz Testi

Bu testte Ticari Bactident Oxidase (Merck, 113300, Almanya) kiti kullanildi. Kagit
oksidaz test seridi lizerine, saf Kkiiltiirden aliman 06ze ile siiriildii ve 1-2 dakika
bekletildi. Serit lizerinde herhangi bir renk degisimi gozlenmemesi halinde, test

negatif olarak degerlendirildi (Pommerville, 2007).
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Hareket Muayenesi

Steril bir lam iizerine bir damla serum fizyolojik damlatildi. 72 saatlik kat1 kiiltiirden
alman bir koloni, serum fizyolojik ile homojenize edildi ve lamel kapatilarak
hazirlanan preparat {izerine immersiyon yagi damlatildi. Mikroskop altinda hareketli

basiller degerlendirildi.

3.2.2. Serolojik Testler
C. difficile Toxin A Testi (Thermo fisher-TD0970, ABD)

Kit iireticisinin talimatlarinda bildirilen yontemde materyal olarak digki 6rnekleri
kullanilmaktadir. Ancak bu calismada Toksin A tespiti i¢cin diski 6rnekleri yerine C.
difficile izolatlarmin BHI broth kiiltiirleri kullanildi. Test prosediirii kit igeriginde
belirtilen basamaklara gore gerceklestirildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde test
seridindeki immobilize antikora baglanarak mavi ¢ift ¢izgi olusturan izolatlar pozitif

olarak, yalnizca kontrol ¢izgisi olusturan izolatlar ise negatif olarak degerlendirildi.

Hastalikl ve Sa__éllkll Kedi ve Kipeklerden
Rektal Svap Orneklerinin Toplanmasi

il
&

On Zenginlegtirme
10ml CDMMN Broth'da 37 “C'de 72 Saat Anaerobik
Inkiibasyon

L | |
e ~
COMN Agara Direkt Eimve 37 °Cde 72| fh ) | Alkol Sok Metodunun Uygulanmasi {Rodniguez-
V= =
R
L/

2 s Palacios vd,, 2007) ve CDIMM agarda 27 °C'de
Stiat Anaesobik Inkihasy o 72 Saat Anaerobik Inkiibasyon

Kink cam gorinimii beyazims gri koloniler

- Gram boyama
- Okzidaz, 4 h
- Katalaz < 2
3 . P
- Motilite testi v L4 \
- Spor olugturma |

Tipik "at giibresi" veya "ahu” kokusuna sahip

Sekil 3.2. C. difficile izolasyon ve identifikasyon semast
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3.2.3. izolatlarin Antibakteriyel Duyarlihklarimin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin ampisilin, klindamisin, meropenem, metronidazol ve
vankomisin gibi antibakteriyel ajanlara duyarliliklarinin  belirlenmesi icin
gerceklestirilen gradiyent difflizyon (E-test) testi Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI., 2025) tarafindan bildirilen yonteme gore gerceklestirildi. Kisaca, C.
difficile izolatlarinin ve Clostridium innocuum izolatinin 24 saatlik taze kiiltiirlinden
%0.85°lik NaCl ¢dzeltisi icerisinde inokulumlar hazirlandi. inokulumlarm bulaniklig
McFarland 1 olacak sekilde ayarlandi. Her bir izolat i¢in hazirlanan inokulumlardan
0.1 ml aliarak 5 pg/L hemin, 1 pg/L K1 vitamini ve %5 defibrinlenmis at kani ilave
edilena Brucella agara (Merck, 18795 Almanya) inokiile edildi ve cam drigalski
cubugu ile agarin yiizeyine yayildi. Agarlarin yiizeyleri kurumaya birakilarak her bir
agara bir antibiyotige ait E-test stripi olmak iizere agar ylizeyine yerlestirildi. Petriler
37°C’de 72 saat anaerobik atmosferde inkiibasyona tabii tutuldu. Inkiibasyon
sonucunda izolatlarin antibakteriyel duyarlilik sonuglarinin degerlendirilmesinde
ampisilin, klindamisin, meropenem ve metronidazol icin CLSI (CLSI, 2025) ve
vankomisin i¢in European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST., 2025) tarafindan yayinlanan esik degerler kullanmilmistir. C. difficile
ATCC 43593 ve S. aureus ATCC 25923 standart suslari kalite kontrol organizmalari

olarak kullanilmistir.

3.2.4. Molekiiler Analizler

Fenotipik testler sonucunda, Gram pozitif basil, hareketli, oksidaz ve katalaz testleri
negatif olarak degerlendirilen izolatlar Clostridioides spp. sipheli olarak kabul
edildi. Bu izolatlarin C. difficile olarak tanimlanmasi amaciyla triose phosphate

isomerase (#pi) gen varligini esas alan PCR yonteminden yararlanildi.
DNA Ekstraksiyonu

Clostridioides spp. siipheli izolatlardan DNA ekstraksiyonu, iretici firmanin
(DNeasy UltraClean Microbial Kit, Qiagen 12224-50, ABD) talimatlarima gore
gerceklestirildi.

C. difficile’nin Molekiiler Yontem ile Identifikasyonu

C. difficile’nin identifikasyonu i¢in Lemee ve ark. (2004) tarafindan Onerilen tpi

genine Ozgli primerler kullanilarak PCR islemi yapildi. PCR karigimi, 25 pl
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hacminde; 2.5 pl 10XPCR buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM KCI), 0.5 pl 10 mM
dNTP, 3 ul MgClI2, 0.4 ul FastStart Taq polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim,
Almanya) ve tpiF ve tpiR primerlerini igerecek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon
kosullari, 94°C’de 10 dakika baslangi¢ denaturasyonu, ardindan 94°C’de 50 saniye
denaturasyon, 54°C’de 40 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 50 saniye primer
uzamasindan olusan 35 siklus ve 72°C’de 3 dakika final uzamasi olacak sekilde

gergeklestirildi.
C. difficile izolatlarinin Genotiplendirilmesi (ERIC-PCR)

Genotiplendirme amaciyla Houf ve ark. (2002) tarafindan oOnerilen ERIC-PCR
analizi kullanildi. Kullanilan primerler Tablo 3.2.’de belirtilmistir. PCR karisimi, 50
ul hacminde, 5 pl 10xPCR buffer, 8 mM dNTP, 4 mM MgCl2, her bir primerden 25
pmol ve 1 pl hedef DNA’y1 icerecek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon kosullari,
94°C’de 5 dakika ilk denaturasyon, ardindan 94°C’de 1 dakika denaturasyon,
25°C’de 1 dakika primer baglanmasi ve 72°C’de 2 dakika primer uzamasi seklinde
40 siklus olarak gerceklestirildi.

Agaroz Jel Elektroforezis

Molekiiler identifikasyon ve toksin genlerinin analizinde uygulanan PCR sonucunda
elde edilen amplifikasyon triinleri, %1.5 agaroz jelde, ERIC-PCR iiriinleri ise %2
agaroz jelde 100V, 500 mA’de 35 dakika kosturulduktan sonra jel goriintiileme
sistemi (Syngene G-F3) ile degerlendirildi.

Tiim Genom Sekans Analizi

C. difficile izolatlarindan ticari kit yardimu ile ¢ikarilan DNA’larin konsantrasyon ve
safliklar sirast ile Qubit Fluorometer dsDNA Quantification Assay Kit (Invitrogen
Q32851, Ingiltere) ve NanoDrop™ 2000 spektrofotometresi (Thermo Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Konsantrasyon ve saflik degerleri WGS
analizi i¢in uygun olarak belirlenen DNA o6rnekleri kiitiiphane hazirligi asamasina

alindi.
Kiitiiphane Hazirlama

Genomik kiitliphaneler Oxford-Nanopore PromethION Ligation Sequencing Kit
(Nanopore-Native Barcoding Kit 24 V14-SQK-NBD114.24, Ingiltere) kullanilarak
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ireticinin  bildirdigi direktifler dogrultusunda hazirlandi. Kiitiiphane hazirlig

sirasinda, DNA’nin adaptorlerle baglanmasi, temizlenmesi ve boyut se¢imi yapildi.
Genomik Dizileme

Genomik dizileme islemi, yeni nesil dizileme platformlar igerisinde yer alan Oxford
Nanopore (Oxford-Nanopore PromethION Ingiltere) sisteminde gergeklestirildi ve
uzun okumalar R9.4.1 ve R10.4 kimyast kullanilarak elde edildi (Sekil 3.3.).
Biyoinformatik islem ve analizlerde referans sus olarak, C. difficile 630
(GCA _000932055) kullanildi. Bu tez kapsaminda elde edilen C. difficile izolatlarinin
kiiresel suslarla akrabalik iliskilerinin belirlenmesi icin National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Dizi Okuma Arsivi’nden alinan C. difficile

suslarina ait genomik veriler kullanildi.

3.2.5. Biyoinformatik Analizler

Elde edilen C. difficile izolatlarimin tiim genom dizi analizlerine ait ham verilerin
kalite kontrolu, kirpilmasi hizalanmasi ve sirkiiler genom modeli olusturulmasi
islemleri BV-BRC ve Proksee arayiizii kullanilarak gergeklestirildi (Olson ve ark.,
2023; Grant ve ark., 2023). Bu araylize gore bakteriyel genom montaji
gerceklestirilmis ve montaj sonrasi hata diizeltme islemleri uygulanmistir. De novo
montaj, elde edilen N50, L50, N90, G+C orant Genom kapsam1 (coverage), Tutarlilik
ve Kontaminasyon kalite metrikleri g6z Oniine aliarak Flye V1.17 veya Unicycler
v0.4.8 yazilimlar1 kullanilarak yiiriitiilmiis, ardindan minimum kontig uzunlugu 1000
bp ve minimum kapsama derinligi 5.0 olarak belirlenerek filtreleme yapilmistir.
Ortalama uzun okuma kapsama derinligi Minimap2 v2.24 ile hesaplanmig ve hata
diizeltme islemi Racon v1.5.0 kullanilarak iki iterasyon halinde gerceklestirilmistir.
Ik iterasyonda montaj dosyalari ham okumalarla hizalanmis ve Racon ile
diizeltilmig, ardindan ayni siire¢ ikinci kez uygulanarak nihai olarak diizeltilmis
montaj dizisi elde edilmistir. Montajin degerlendirilmesi i¢in Prokka ve QUAST
v5.2.0 yazilimlar1 kullanilarak genom biitiinliigii ve kalite metrikleri analiz edilmistir.
Birlestirmelere dayanarak izolatlarin S/pA tiplendirilmesi, sekans tipleri ve igerisinde
yer aldiklar1 MLST gruplari, PubMLST veritaban1 kullanilarak saptandi (Jolley ve
ark., 2018). Cekirdek genom SNP aramasi, referans olarak C. difficile 630
kullanilmak sureti ile FreeBayes arayiiziinde gerceklestirildi (Marth ve ark.,1999).
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Cekirdek genom SNP hizalamalari, RAXML (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood) (v 8.2.12) tarafindan gergeklestirilen maksimum olabilirlik analizi i¢in
temel olusturdu. ERIC PCR sonuglarinin dendrogram analizinde Gel] programi
(Heras ve ark., 2015) kullanilarak Dice katsayisina dayali bir benzerlik matrisi
hesapland1 ve drnekler %4'lik bir tolerans pozisyon degeri ve kullanilarak UPGMA
algoritmasina gore kiimelendi. WGS tabanli Filogenetik agaclar ise FigTree v1.4.3
(Rambaut ve ark., 2007) ve MEGA v.11.0.13 (Tamura ve ark., 2021) araglan ile
gerceklestirildi. izolatlarin kendi aralarinda ve referans tip suslar ile genetik
yakinliklarini analiz etmek i¢in TYGS (Kolthoff ve ark., 2022) ve NCBI arsivlerinde
bulunan C. difficile suslarina ait genomik veriler kullanildi. Antimikrobiyal direng
genlerinin tespiti Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)
kullanilarak varsayilan ayarlar kullanilarak gergeklestirildi (Alcock ve ark., 2023).
Tez ¢alismasina dahil edilen C. difficile izolatlarinin viriilens gen varligi, elde edilen
birlestirilmis genomun Virulens Factor Database (VFDB) veri tabanina yiliklenmesi

ile analiz edildi (Liu ve ark., 2022).

Tum Genom Dizileme (WGS) Analizi Sireci

WGS, bir organizmanin genomundaki bazlann sirasini tek bir islemle belifeyen bir

laboratuvar prosediridir. WGS, organizmalara ait cok hassas bir DNA parmak izi
saflayarak bir salginin daha erken tespit edilmesini ve ¢ozilmesini saglamakia birlikte
bakterilerin molekiler karakteristiklerinin ortaya ¢ikanimasina yardimet olur.

4.DNA Kitiphanesinin Dizilenmest

Bakteri Kiiltiiri

eDNA kitUphanesi bir siralayiciya
yiiklenir. Her bir DNA pargasini
olusturan nikleotidlerin (A, T, C ve
G) kombinasyonu belirenir ve her
bir sonug "DNA okumasi” olarak
adlandinhr.

@ Bakerinin saf kikr A

petrisinden bakterinin
spesfik zelliklerini tasiyan

a PCR yardimi ile DNA
fragmentlerinin
gogaltiimas:. Elde edilen
DNA lar yardimu ile daha

bir koloni segilir ve dna
ekstraksiyonu islemine tabi

1.DNA Ekstraksiyonu

tutulur.

sonraki analizlerde . DNA

kullanilmak Gzere “DNA oo Clummas

KUTUPHANELERI"nin

olusturulmasi

( Yeniden Yapilandiriimig Genom |
g |
2. DNA'nin Kesilmesi ) 4 4 - e
e e \p Siralayic: milyonlarca DNA oku ve bunlan bir
J i . I\ﬂen LR, eya;uczun pargalan gibi dogru sirada bir araya getirmek igin 6zel
.iragmeﬁuere aynimasi. . . : W &

bilgisayar programian kullanihr. Tamamiandiginda, milyonlarca

nikleotid iceren genom dizisi (bir veya birkag blylk parca
halinde) ileri analizlere hazirdir

Sekil 3.3. C. difficile izolatlarina uygulanan WGS iglem semasi

54



3.2.6. istatiksel Analiz

Kediler ve kopekler arasinda C. difficile pozitifligi agisindan istatistiksel farkin ve
kedi ve kopek rektal swap orijinli C. difficile izolatlarinin yer aldiklar1t MLST sekans
gruplar1 ve bu izolatlarda saptanan viriilens ve antibiyotik direng genlerinin bulunma
oranlar1 arasindaki farkin degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki-kare test ve Fisher’in
Kesin testi kullanildi. Belirtilen istatistiksel analizlerin gergeklestirilmesi i¢in Jamovi

programi (1.6.13 siirlimii)’ndan yararlanildi.

Calismada C. difficile izolatlarinin genotiplendirilmesi i¢in kullanilan MLST, ERIC
PCR ve SlpA ST yontemlerinin ayrim giicii Simpson'in ¢esitlilik indeksi (SID)
hesaplanarak belirlendi. Bu tiplendirme yontemleri arasindaki uyum ise ayarlanmis
Rand ve Wallace katsayilarinin hesaplanmasiyla saptandi. SID, ayarlanmis Rand ve
Araligt (GA) kullanilarak hesaplandi. Simpson'in ¢esitlilik indeksi (SID),
genotiplendirme yontemlerinin izolatlar arasindaki ayrim giiclinii gostermektedir. Bu

indeks asagidaki denklemle hesaplanmistir:
SID = Z ni(ni — 1)/N(N — 1)

1: Genotip ¢esidi, ni: 1 genotipinde yer alan izolat sayisi, N: Tiplendirmede kullanilan

toplam izolat sayisi.

Ayarlanmis Rand indeksi, iki genotiplendirme yontemi arasindaki uyumun genel bir
Ol¢iistinti saglarken, Wallace katsayisi1 daha bilgilendiricidir ve bir yontemle ayni
genotipte saptanan susun diger yontemle de ayni tipte smiflandiriima olasiligini
temsil ettigi i¢in net bir yorumlama saglamaktadir. Bu indeks, online olarak Carrigo

ve ark. (2006) ve Pinto ve ark. (2008) tarafindan tarif edildigi sekilde hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Sonuglar:

Calismada incelenen 200 adet (50°ser adet saglikli kedi ve kopek, 50°ser adet ishalli
kedi ve kopek) rektal svab drneginden 12 (%12)’si kopek ve 7 (%7)’si kedi orijinli
olmak iizere elde edilen toplam 19 (% 9.5) 6rnek Clostridioides spp. yoniinden
pozitif olarak belirlendi (Sekil 4.1). Bu pozitif 6rneklerden elde edilen 19 izolat
fenotipik testler ve tpi PCR ile C. difficile olarak identifiye edildi. Elde edilen 19 C.
difficile izolatina 1cd’den -17cd’ye kadar araliksiz ve 19¢d ve 20cd olmak iizere kod
verildi (Tablo 4.1). Fenotipik testler ve PCR ile identifiye edilen 19 C. difficile
izolatinin tiim genom dizi analizi sonucunda 18’1 C. difficile olarak dogrulanirken 1
adet kedi orijinli izolat Clostridium innocuum (C. innocuum) olarak dogrulandi. Tiim
genom dizi analizi sonucunda kedi ve kopek svap orneklerinde toplam C. difficile
prevalanst %9 (18/200) olarak saptandi. Kedi ve kopek rektal svap orneklerinde C.
difficile prevalansi sirasiyla %6 (6/100) ve %12 (12/100) olarak belirlendi. Kedi ve
kopek rektal svap oOrneklerinde C. difficile varligi acisindan istatistiksel olarak
anlam bir fark ( *= 2.20 sd=1, p= 0.138) bulunamadi (Tablo 4.2). Bununla birlikte
analiz edilen Orneklerin saglikli veya ishalli hayvanlardan alinma durumunun C.
difficile’nin izolasyonu agisindan istatistiksel bir fark olusturmadigi saptandi ( =
0.24 sd=1, p=0.621), (Tablo 4.2). Ayrica, svap Orneklerinin alindig1 hayvanlarda
ornek alimi Oncesi antibiyotik kullanimimin C. difficile izolasyonu agisindan
istatistiksel bir fark olusturmadigi da belirlendi ( = 0.98 sd=1 p=0.323), (Tablo
4.2).



Sekil 4. 1. Calisma kapsaminda elde edilen ‘‘lcd’” kodlu C. difficile izolatinin CDMN
agardaki saf kiiltlirli

Tablo 4. 1. Calismada elde edilen C. diffcile izolatlarina verilen kodlar ve izolasyon

orijinleri
Izolat No Orijin Izolat No Orijin
led® Saglikli kdpek llcd Ishalli kedi
2cd*? Saglikli kdpek 12cd Ishalli kedi
3cd? Saglikl1 kedi 13¢d® Saglikli kedi
4cd? Saglikl kedi 14cd? Saglikli kedi
Sed Saglikli kopek 15cd Ishalli képek
6cd® Ishalli képek 16¢d Ishalli képek
Ted? Ishalli képek 17¢d® Saglikl1 kopek
8cd Ishalli képek 19¢d * Saglikl1 kopek
9cd Ishalli képek 20cd * Saglikl1 kopek
10cd* Saglikli kedi
*, Clostridium innocuum izolatr, -: negatif, +: pozitif
“: Antibiyotik uygulanan hayvanlar .
Saglikl kopek Ishallli Saglikh Ishalli
kopek kedi kedi
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Tablo 4. 2. Rektal svap Orneklerinin toplandigr kliniklere gore ve C. difficile pozitifligine
gore dagilimi

Isletme Toplanan Ornek Sayis1 Pozitif Ornek Sayisi
Kedi Kopek Kedi Kopek

H D H D H D H D

Klinik A 6+3* 11* 14 6° 1 2° 2 2°

Klinik B 6 14* | 8+2° 10 1° 1

Klinik C 10+2°% | 8 | 7+2° 11 - 2°+2

Klinik D 11 9 | 6+2° 122 - 2°

Klinik E 14 6? 9 10%+1 1 1* 1*

2 shal durame= 0.24 sd=1, p=0.621
2emlibi otik kullanimi— 0.98 sd=1 p:0323

H: Saglikli, D: Ishalli, *: Antibiyotik uygulanan hayvanlar

4.1.1. Fenotipik Identifikasyon Sonuclari

Calismada incelenen 200 adet kedi ve kopek rektal svap Orneginden elde edilen
toplam 19 Clostridioides spp. siipheli izolatin tamaminin Gram pozitif, hareketli,
oksidaz ve katalaz negatif oldugu saptandi (Tablo 4.3).

Serolojik Identifikasyon Sonuclari

Izolatlara uygulanan Toksin (A) antijeninin saptanmasma yonelik serolojik test
sonucunda; iki kedi orijinli izolatin (2/6, %33.3) ve yedi kopek orijinli izolatin (7/12,
%58.3) Toksin (A) yoniinden pozitif oldugu belirlendi (Tablo 4.3), (Sekil 4.2).

4.1.2. Molekiiler Identifikasyon Sonuclari

tpi Gen Varhgmin Arastirilmasi

Fenotipik testler ile Clostridioides spp. olarak tanimlanan 19 izolatin tamami C.
difficile icin spesifik “#pi” geninin amplifiye edildigi tir spesifik PCR yontemi
sonucunda 230 bp biiyiikliigiinde bant verdi ve izolatlarin tamam1 C. difficile olarak

tanimlandi (Sekil 4.3), (Tablo 4.3).
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Sekil 4. 2 Toksijenik ve non-toksijenik baz1 6rneklerin serolojik test sonuglar1. K: Kontrol:
Bu bolgede olusan tek ¢izgi testin calistigini gostermektedir.; S: Ornegin damlatildig bolge;
P: Bu boliimde olusan mavi ¢izgi pozitif test sonucunu gosterir.; PK: Pozitif kontrol; 8cd,
9¢d, 16¢d, 17¢d, 19¢d ve 20cd: pozitif 6rnekler; 13cd, 15¢d ve 1cd: negatif 6rnekler

10 11 12 13 14 15 16 17 18

1000 bp

500 bp

———--—-—--—------—- 200 bp

100 bp

Sekil 4. 3 Diski orijinli C. difficile izolatlarina ait PCR (¢pi geni) iriinlerinin agaroz jel
(%]1.5) goriintiisii. 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. izolatlariin fenotipik ve molekiiler test sonuglari

. Fenotipik testler
fzolat Gram Toksin (A) PCR
No Boyama Oksidaz | Katalaz | Hareket Test Kiti (tpi geni)
led?® + - - + - +
2¢d® + - - + - +
3cd? + - - + + +
4cd? + - - + + +
Scd + - - + + +
6¢d® + - - + - +
Ted® + - - + - +
8cd + - - + + +
9cd + - - + + +
10cd* + - - + - +
llcd + - - + - +
12cd + - - + . +
13cd*® + - - + - +
14cd® + - - + - +
15¢cd + . F L . +
16cd + - - + + +
17cd* + 4 - + + +
19¢d*® + - = + + +
20cd* + - - + + +
*: Clostridium innocuum izolati, -: negatif, +: pozitif *: Antibiyotik uygulanan hayvanlar
| Saglikli kopek | | ishallli kopek | [ Saghklikedi | | ishalli kedi

4.2. Antibiyotik Duyarhlik Test Sonug¢lari

Kedi orijinli C. difficile izolatlarinin ampisilin ve klindamisine siras1 ile %33.3 (2/6)
ve %50 (3/6) oraninda duyarli oldugu saptanirken her iki antibiyotige %50 (3/6)
oraninda direngli olduklar1 belirlendi. Bununla birlikte kedi izolatlarinin tamaminin
vankomisin, meropenem ve metronidazole duyarli oldugu belirlenirken, bir kedi
izolatinin (1/6, %16.6) ampisiline orta derece duyarli oldugu saptandi. Kopek orijinli
C. difficile izolatlarinin tamaminin vankomisine karsi duyarli oldugu belirlendi.
Izolatlarm; ampisilin, klindamisin, meropenem ve metranidazole sirasiyla
%350(6/12), %75(9/12), %58.3 (7/12) ve %83.3 (10/12) oraninda duyarli oldugu
saptanirken yine sirastyla %16.6 (2/12), %25 (3/12), %41.6 (5/12) ve %16.6 (2/12)
oraninda da direngli oldugu belirlendi. Ayrica izolatlarda ampisiline kars1 %33.3
(4/12) oraninda orta derecede duyarlilik saptandi (Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6),
(Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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4.2.1. C. difficile izolatlarinda Coklu Antibiyotik Direnci

Calismada elde edilen toplam 18 C. difficile izolatinin dort (4/6, %66.6) i kedi ve

sekiz (8/12, %66.6)’1 kopek orijinli olmak iizere 12 tanesi test edilen antibiyotikler

icerisinden en az birine direncli bulundu. Iki (2/6, %33.3) kedi orijinli izolat iki farkl:
antibiyotige (AMP, CD) kars1 direncli saptanirken, iki (2/12, %16.6) kdpek orijinli
izolat ti¢ farkli antibiyotige (MRP, CD, AMP) kars1 direngli saptandi (Tablo 4.5),

Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Tablo 4. 4. Kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarin antibakteriyel duyarlilik sonuclari

Antibiyotik Kedi (N=6) Kopek (N=12) Toplam (N=18)
Grubu ANT S I R S I R S I R
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Penisilin AMP 2 1 3 6 4 2 8 5 5
(33.3) | (16.6) | (50) | (50) | 33.3) | (16.6) | (44.4) | 27.7) | 27.7)
Linkozamid CcD 3 ) 3 9 3 12 6
(50) (50) | (75) (25) | (66.6) (33.3)
Glikopeptid 6 12 18
pep VAN 1 100) i ~ | (100) " | (100 i
Karbapenem 6 7 5 13 5
P MRP 1 160y i T (583) A1.6) | (12.2) (27.7)
Nitroimidazol | 6 ) : 10 2 16 2
(100) (83.3) (16.6) | (88.8) (11.1)

N: C. difficile izolat sayisi, S: Duyarli, I: Orta derecede duyarli, R: Direngli
ANT: Antibiyotikler, AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem,
MTZ: Metronidazol

Tablo 4. 5. C. difficile izolatlarinda saptanan ¢oklu antibiyotik direnci

kopek izolatlari

kedi izolatlar1

izolat adi Direng saptanan antibiyotik Antibiyotikler
say1s1
14cd? 2 CD, AMP
4cd” 2 CD, AMP
2¢d? 3 CD, AMP, MRP
8cd 3 CD, AMP, MRP
Saglikli Saglikli Ishalli

kopek izolatlari

AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ:
Metronidazol. *: Antibiyotik uygulanan hayvanlar
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Sekil 4. 4. C. difficile izolatlarinin antibakteriyel duyarlilik test sonuglari.

A: 2cd, B: lcd; C: 17cd, D: 16¢d; E: 12¢d, F: 6¢d kodlu izolatlarin sirasiyla ampisilin,
klindamisin ve metronidazol antibiyotiklerine karsi duyarlilik zonlari.
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Sekil 4. 5. C. difficile izolatlarinin antibakteriyel duyarlilik test sonuglari.
A: 18cd, B: 8cd; C: 14cd, D: 5cd kodlu izolatlarin sirasiyla meropenem ve vankomisin
antibiyotiklerine kars1 duyarlilik zonlar.
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Tablo 4. 6. Kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarinin E-test sonuglari

Anti- MIC Degeri MIC degerlerine gore C. difficile izolat sayilari
biyotik (mg/L)
S I R Orijin | 0.032 | 0.125 | 0.16 | 0.19 | 0.256 | 0.38 | 0.47 | 0.5 [ 0.64 | 0.75 | 094 | 1 [15]|2| 3 [4|8] 12 | 16 | =32
Kedi _ . . _ . _ _ _ _ | . o _ _
AMP® | <05 | 1 | >2 F ! ! 172 !
Kopek _ _ _ _ _ 3 _ 3 _ _ _ 4 _ _ _ 2] - _ _ _
Kedi _ . . . _ _ _ _ _ I _ _ _
cD°© 2 | 4| =8 : 1 1 1 3
Kopek | _ 1 1 1 2 2 - 1 1 - - - - -] - - 2| - -
VANF < | - | s | R - - 1 - 1 2 - - - 1 RN N
Kopek | - 4 - - - 3 - 4 - 1 - - - - -T-1-17-1- -
Kedi _ . . _ . _ _ - _ - o _ _
MRP <4 | 8 | =216 | 2|2 !
Képek | - - - - 1 - - - 1 - 12 - |2/-]-1]-1| s
Kedi -
MTZC <8 | 16| =32 | __ - - - 2 1 - 1 1 - - o i I M el el I
Képek | 2 2 = = 1 2 = 1 = 1 = == =] = =] = | 2

AMP: Ampisilin, CD: Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ: Metronidazol, E. Degerlendirilmesinde EUCAST 2025°te bildirilen esik degerler kullanilmustir.
€. CLSI 2025’te bildirilen esik degerler kullanilmigtir. MIC: Minimum inhibitor konsantrasyon, S: Duyarli, I: Orta derecede duyarli, R: Direngli

Duyarli izolatlar

Orta derece duyarli izolatlar ‘

‘ Direngli izolatlar
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4.3. WGS Analiz Sonuglari

4.3.1. Tiim Genom Dizileme (WGS) Kalite Bulgular:

Calismada PCR ile C. difficile olarak tanimlanan 19 adet izolat, FastQC analizine tabi
tutuldu ve sekans kaliteleri ile ilgili herhangi bir sorun tespit edilmedi. Elde edilen C.
difficile genomlar referans genom C. difficile 630 ile karsilastirildiginda izolatlarin 18’1
C. difficile olarak belirlenirken 1’1 C. innocuum olarak identifiye edildi. Kontiglerin
N50 degerleri minimum 256,093, maksimum ise 4.223,882 olarak hesaplandi. L50
degerleri ise en disiik 1, en yiiksek ise 7 olarak belirlendi. Genom uzunlugu ortalama
4.272,472 bp olarak belirlenen izolatlarin elde edilen N50, L50, N90, G+C oran1 Genom
kapsami (coverage), Tutarlilik ve Kontaminasyon kalite metrikleri géz oniine alinarak 2
tanesi Flye V1.17 ile ile birlestirilirken 16 tanesi Unicycler v0.4.8 ile birlestirildi (Tablo
4.7). 10cd izolatina (C. innocuum) ait genom ise Unicycler v0.4.8 ile birlestirildi.
Calismada WGS analizine tabi tutulan 18 C. difficile izolatinin tiim genom dizilerinin
TYGS veritabaninda eslestigi tiirlere iliskin veriler (Tablo 4.8)’da sunulmus olup ilk
eslesmelerin farkli C. difficile tip suslar ile oldugu belirlendi. Bununla beraber
calismada izole edilen ve WGS analizine tabi tutulan 18 C. difficile izolat1 ile 1 C.
innocuum 1izolatt NCBI Genbank veri tabanina kaydedildi ve izolatlara ait BioProject,

BioSample ve erisim numaralari alindi (Tablo 4.8).

4.3.2. Genom Anotasyon Sonuclari

izolatlarin Toksin Genlerinin Belirlenmesi

Izolatlarin genomlari iizerinde sahip olduklar1 toksin genleri tespit edildi. Sekiz izolatin
(%44.4) TcdB ve TcdA genlerini birlikte tasidigi, bir izolatin ise sadece 7TcdA genini
tasidign belirlendi. Ote yandan izolatlarin higbirinde Cdt gen ailesine ait herhangi bir
gene rastlanmadi. Dokuz (%50) izolatin ise non-toksijenik oldugu belirlendi. Dokuz
toksijenik izolatdan iki (%22.2) tanesinin kedi, yedi (%77.7) tanesinin kopek orijinli
oldugu gortiildii (Tablo 4.9).

izolatlarin Adherans Genlerinin Belirlenmesi

Izolatlarin, adherans’da etkili hiicre duvari proteinleri (Cwp 88, Cwp 66), yiizey tabakasi
proteini (SlpA) ve Flagella (fliP)’larin1 kodlayan genlerin varligi saptandi. Analizler
sonucu; dort (%66.6) kedi ve 11 (91.6) kopek orijinli olmak tizere 15 (%83.3) izolatin
Cwp 66 ve Cwp 88, 10 (83.3) kopek ve dort kedi (%66.6) orijinli olmak iizere 14
(%77.7) izolatin ise SlpA gen varliklarinin pozitif oldugu ve biitiin izolatlarin (%100)
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fliP geni yoniinden pozitif oldugu tespit edildi (Tablo 4.9). Elde edilen izolatlardan
temsili olarak secilen ‘“6cd’ izolatinin sirkiiller genom demonstrasyonu Sekil 4.6’da

verilmistir.

izolatlarin Antibiyotik Direnc¢ Genlerinin Belirlenmesi

C. difficile izolatlarinin bazi 6nemli direng genleri (nimB, tet(M), ermB, CDD-1, CDD-
2, vanG, vanR, mefH, vanS, vanA, vanT, vanZ-1) ve direngle iliskili oldugu bilinen SNP
tipleri (C6567, cpIR), incelendi. Kedilerde; iki (%33.3) izolatta gyr4 SNP’si, alti
(%100) izolatta nimB geni, iki (%33.3) izolatta tet(M) geni, li¢ (%50) izolatta CDD-1
geni, iki (%33.3) izolatta CDD-2 geni, dort (%66.7) izolatta vanR geni, iki (%33,3)
izolatta mefH geni, iki (%33,3) izolatta vanZ-1, dort (%66.7) izolatta vanT, dort (%66.7)
izolatta vanS tespit edildi, 6te yandan ermB, vanA ve vanG genlerine rastlanmadi.
Kopeklerde ise; ti¢ (%25) izolatta gyr4 SNP’si, dokuz (%75) izolatta nimB geni, dort
(%33.3) izolatta tet(M) geni, bes (%41.6) izolatta ermB geni, bes (%41,6) izolatta CDD-
1 geni, alt1 (%50) izolatta CDD-2 geni, bir (%8.3) izolatta vanG geni, alt1 (%50) izolatta
vanR geni, yedi (%58.3) izolatta vanZ-1 geni, bes (%58.3) izolatta (%41.6) vanT geni
bulunurken kdpek orijinli izolatlarda mefH geni tespit edilmedi. Ote yandan tiim
izolatlarda (%100) C656T ve cpIR SNP tipleri gozlemlendi (Tablo 4.9, Tablo 4.10),
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.6. <’6cd’’ kodlu kopek orijinli C. difficile izolatinin genom anotasyonundan elde edilen
verilerin sirkiiler organizasyonu. En dis halkadan i¢e dogru sirasiyla; (+3) gergeve okuma
bolgeleri (ORF'ler), (+2) ¢erceve ORF'ler, (+1) ¢erceve ORF'ler, forward yonde gen 6zellikleri,
omurga (kontigler), negatif yonde gen 6zellikleri, (-1) ¢cerceve ORF'ler, (-2) cergeve ORF'ler ve
(-3) cerceve ORF'ler gosterilmistir. Renk kodlari: Mavi, gen kodlayici diziler (CDS); Mor, GC
egimi (+ve-); Yesil, pozitif GC egimi; Kirmizi, antibiyotik diren¢ genleri (CARD); Gri, GC
icerigi; Siyah, Phigaro yazilimi ile tanimlanmis olan faj bolgeleri.
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Sekil 4.7. ’6¢d’” kodlu kdpek orijinli C. difficile izolatinin genom anotasyonu sonucunda elde
edilen verilerin dairesel gosterimi. Grafik digdan ice dogru; elde edilen kontigleri, forward
iplikteki CDS'leri, reverse iplikteki CDS'leri, RNA genlerini, bilinen antimikrobiyal direng
genlerini, bilinen viriilans faktdrlerini, GC igerigini ve degisimlerini gdstermektedir.
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Tablo 4. 7. Analiz edilen C. difficile genomlarimin siralama ve kalite verileri. Kontig: DNA dizisinin bir konsensiis bolgesini temsil eden {ist {iste
binen okumalar kiimesini ifade eder. N50: Genom montaj kalitesini degerlendirmek i¢in kullanilan bir istatistiktir L50: N50 degerini veren kontig
sirasini ifade eder.

Izolat Birlestirme Kontig | En uzun Genom N50 Degeri | LS50 Genom | Tutarhhk | Kontaminasyon
ad1 | Metotu/Versiyon | Sayis1 | Kontig Uzunlugu Degeri | kapsamm (%) (%)
Numarasi Uzunlugu (bp)
led? Flye V1.17 44 465.708 4.353,375 256.093 7 32.201 99.9 4.60
2¢d? Flye V1.17 33 754.565 4.263,056 449.627 4 27.548 99.9 4.20
3cd® | Unicycler v0.4.8 5 1.862,139 | 4.260,319 1.407,069 2 146.460 99.9 1.0
4cd® | Unicycler v0.4.8 8 1.843,982 | 4.278,067 1.281,723 2 145.195 98.7 4.50
S5cd | Unicycler v0.4.8 6 2.338,613 4.162,933 2.338,613 1 144.58 99.9 4.00
6¢d” | Unicycler v0.4.8 4 1.507,595 | 4.255,016 1.168,397 2 140.84 99.9 4.00
7cd® | 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
Iled | Unicycler v0.4.8 6 1.704,751 4.310,047 1.341,628 2 83.81 99.8 1.80
12¢d | Unicycler v0.4.8 4 2.070,423 4.360,088 902.593 2 142.16 100.0 2.20
13cd® | Unicycler v0.4.8 4 1.739,521 4.249,635 1.193,116 2 141.85 99.9 2.20
14cd® | 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
16¢cd | Unicycler v0.4.8 23 1.582,966 | 4.851,448 456.851 3 140.70 99.6 4.00
17¢d® | Unicycler v0.4.8 5 1.686,828 | 4.172,076 1.035,982 2 142.57 100 2.60
19¢d® | 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 tanimlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen izolat

‘ Saglikli kdpek izolatlar ’—‘ Saglikli kedi izolatlar1 m Ishalli képek izolatlari D Ishalli kedi izolatlart

* Antibiyotik uygulanan hayvanlar
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Tablo 4. 8. Calismada elde edilen izolatlarin erisim numaralari, en yakin tip suslar ve genomik yakinlik dereceleri.
*: Digital DNA-DNA Hybridization. **: PCR ile C. difficile olarak tanimlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen

izolat
Izolat BioProject BioSample Numarasi Erisim Numarasi En yakin tip sus dDDH* G+C
adi Numarasi Benzerlik icerigi
Yiizdesi farkhihik
yiizdesi
led® | PRINA1150517 SAMN43287658 JBGOFS000000000 | Clostridioides difficile ATCC 9689 93.0 0.9
2cd® | PRINA1150532 SAMN43288435 JBGOFTO000000000 | Clostridioides difficile ATCC 9689 87.9 0.2
3cd® | PRINA1142345 SAMN42934612 JBFYDK000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.8 0.26
4cd® | PRINA1142419 SAMN42940519 JBFYDL000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.7 0.26
S5cd PRINA1150549 SAMN43288705 JBGOFU000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 98.6 0.02
6cd® | PRINA1150771 SAMN43296498 JBGOPC000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.4 0.32
7cd?® | PRINA1173519 SAMN44307050 CP172239 Clostridioides difficile DSM 1296 85.1 0.32
8cd PRINA1150809 SAMN43297081 JBGOOZ000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.8 0.21
9cd PRINA1150812 SAMN43297090 JBGOPA000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 87.2 0.25
10cd** | PRINA1174072 SAMN44327364 CP172347 Clostridium innocuum ATCC 14501 78.8 0.5
lled | PRINA1150888 SAMN43297198 JBGOPB000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.8 0.47
12cd | PRINA1150896 SAMN43297301 JBGOPDO000000000 | Clostridioides difficile ATCC 9689 94.4 0.37
13cd® | PRINA1150905 SAMN43297525 JBGOPE000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.4 0.2
14cd?® | PRINA1150909 SAMN43297545 JBGOPF000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.2 0.23
15cd | PRINA1150917 SAMN43297667 JBGOPGO000000000 | Clostridioides difficile ATCC 9689 93.5 0.21
16cd | PRINA1150920 SAMN43297692 JBGOPHO000000000 | Clostridioides difficile ATCC 9689 94.3 0.66
17cd® | PRINA1150923 SAMN43297758 JBGOPI000000000 Clostridioides difficile ATCC 9689 93.3 0.42
19¢d® | PRINA1150932 SAMN43297817 JBGOPJ000000000 Clostridioides difficile DSM 1296 93.6 0.42
20cd | PRINA1150937 SAMN43297822 JBGOPKO000000000 | Clostridioides difficile DSM 1296 91.5 0.9

Saglikli kdpek izolatlar1

Saglikli kedi izolatlar1

Ishalli kdpek izolatlart

Ishalli kedi izolatlar1

* Antibiyotik uygulanan hayvanlar
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Tablo 4. 9. Calismada elde edilen kdpek ve kedi orijinli C. difficile izolatlarinin direng, adherans ve toksin genleri.

izolat ad1 Direng geni** Direngle ilgili SNP Adherens geni Toksin geni
nimB tet(M) ErmB mefH gyrd C656T cpIR CWP66 | CWP8S | SipA | fliP | TcdA | TcdB | Cdt
led? + + + - + + + +
2c¢d? + + - +
3cd?
4cd®
Scd - - - - -
6¢d?
Ted?
8cd
9cd - - - - -
Ilcd
12cd
13cd?®
14cd®
15cd
16cd
17¢d® - - - - -
19cd? + - - - -
20cd + - - - -
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**: C. difficile izolatlarinda WGS analizi ile saptanan ve fenotipik duyarlilik testleri yapilmayan antibiyotiklere ait direng genleri

|| Saghkl kopek izolatlari | | Saglikh kedi izolatlari | | ishalli kopek izolatlart || ishalli kedi izolatlari | *: Antibiyotik uygulanan hayvanlar |




4.3.3. Fenotipik Direnc ile Antibakteriyel Diren¢ Gen Varhginin Karsilastirilmasi
Calismada elde edilen izolatlarin tamaminin E-test ile vankomisine duyarli oldugu ve
vanG, vanA gen varlig1 yoniinden de negatif oldugu belirlendi. Bununla birlikte kedi
orijinli duyarl izolatlarin dordiinde (%66.7) vanR, ikisinde (%33,3) vanZ-1, dordiinde
(%66.7) vanT ve dordiinde (%66.7) ise vanS genlerinin varlig1 belirlendi. Yine kopek
orijinli duyarli izolatlarin birinde (%8.3) vanG, altisinda (%50) vanR, yedisinde (%58.3)
vanZ-1 ve besinde (%41.6) vanT genlerinin varligi saptandi. Kedi orijinli izolatlarin
tamaminin fenotipik olarak meropeneme duyarli oldugu belirlenirken kdpek orijinli
izolatlarda %41.6 oraninda diren¢ saptandi. Ancak izolatlarin tamaminda meropenem
ile iligkili gen varlig1 saptanamadi. E-test ile kedi ve kopek orijinli izolatlarin sirasi ile
%50 ve %25’inin klindamisine direncli oldugu saptandi. Bu direncli izolatlarin biri (1/3,
%33.3) kopek orijinli olup erm(B) gen varlig1 yoniinden pozitif bulunurken, iki (2/3,
%66.6) kedi ve bir (1/3, %33.3) kopek orijinli direngli izolatta ise bu gene rastlanmadi.
Ayrica, fenotipik olarak klindamisine duyarli oldugu belirlenen dort (4/8, %50) kopek
orijinli izolatin erm(B) gen varlig1 yoniinden pozitif oldugu belirlendi.

Fenotipik test ile sadece iki (%16.6) kopek orijinli izolatin metronidazole direncli
oldugu belirlenirken bu izolatlarin biri (1/2, %50) nim(B) geni varlig1 yoniinden pozitif
bulunurken diger direncli izolatin bu genin varligi yoniinden negatif oldugu saptandi.
Bununla birlikte fenotipik test ile duyarli oldugu belirlenen izolatlarin yedisi (7/10,
%70) kopek ve altist (6/6, %100) kedi orijinli olmak {izere toplam 13 izolat nim(B) geni
varligi yoniinden pozitif bulundu. Izolatlarin ampisiline direnci fenotipik test ile
kedilerde %50 (3/6) kopeklerde %16.6 (2/12) oraninda saptandi. Direncgli iki kopek
izolatinin birinde (%50) ve direncli ii¢ kedi izolatinin birinde (%33.3) CDD-1 geni
negatif ancak CDD-2 geni pozitif olarak saptanmistir. Ayrica direncli iki kedi (%66.6)
ve bir (%50) kopek orijinli izolat CDD-1 geni yoniinden pozitif ancak CDD-2 geni
yoniinden negatif olarak belirlendi. Ayrica, duyarli oldugu belirlenen kopek orijinli
1zolatlardan biri (%10) sadece CDD-1 geni yoniinden, biri (%10) de sadece CDD-2 geni
yoniinden pozitif bulundu. Duyarli oldugu belirlenen bir kdpek orijinli izolatin iki
(%100) geni de icerdigi ve duyarli bir kedi (%33) orijinli izolatin ise sadece CDD-2
geni tasidigr tespit edildi. Yapilan istatistik analizleri sonucu izolatlarin fenotipik ve
genotipik direng profilleri arasinda anlamli bir baglanti bulunamadi (Tablo 4.10;

p>0.05).
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Tablo 4. 10. Calismada elde edilen izolatlarin fenotipik ve genotipik duyarlilik profilleri

Izolat VAN CD MTZ AMP MRP

. Gen . Gen . Gen . Gen F
vanG | vanZ-1 | vanT | vanR | vanS | vanA erm(B) co56T nim(B) CDD-1 | CDD-2

led® | S - - - - - - S + + S + I - + S
2¢d® | S - + F - - : R + + S + R - + R
3ed® | S - - + + + - S 2 + S + S - - S
4ed? | S - - + + + - R - + S + R + - S
Scd S - - + + + - S - + R - S + - S
6cd® | S - + - + - - R + + S + S - - S
7ed® | S - + - + - - S + + S + S - - S
8cd S - + + - + - R - + S + R + - R
9cd S - + + + + - S - + S - I + - R
10cd* | S - - - + - - S - + S - S + S
Ilcd S - - + + + - S - + S + | + - S
12¢d | S - - + + + - S - + S + R + - S
13¢d® | S - + - - - - R - + S + S - + S
14cd® | S - + - - - - R - + S + R - + S
15cd S - - + - + - S + - S - I - + S
16¢cd S - + - - - - S + + S + S + + R
17¢d® | S - + + + + - S - + S - S - + S
19¢d® | S - - + + + - S - + S + I - - R
20cd | S - - + + + S - + R + S - - S

I Saglikli kopek izolatlar

Saglikli kedi izolatlar

Ishalli képek izolatlar: Ll Ishalli kedi izolatlar1 | * Antibiyotik uygulanan hayvanlar

*. PCR ile C. difficile olarak tanimlanan ancak WGS analizinde Clostridium innocuum olarak identifiye edilen izolat, F: Fenotipik direng sonucu.
S: Duyarly, I: orta derecede duyarli, R: Direngli izolat, Caligmada Meropenem direnci ile ilgili bir gene rastlanmamigtir. AMP: Ampisilin, CD:
Klindamisin, VAN: Vankomisin, MRP: Meropenem, MTZ: Metronidazol
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4.4. Izolatlarin Farkh Metodlarla Genotiplendirilmesi

4.4.1. ERIC-PCR ile Tiplendirme

Calismada elde edilen 18 C. difficile izolat1 ve 1 adet C. innocuum izolatinin, ERIC-
PCR ile genotiplendirilmesi sonucunda elde edilen PCR profilleri UPMGA temelli
dendrogram ile agaclandirildi. Dendrogram analizi sonucunda elde edilen ERIC
profilleri “P” seklinde adlandirild1 (Sekil 4.3). C. difficile izolatlarinda 4 farklhi
ERIC-PCR profili (P2, P3, P4, P5) elde edilirken, kedi orijinli C. innocuum izolatinin
C. difficile izolatlarindan farkli bir ERIC-PCR profilinde (P1) oldugu saptandi.
Kopek izolatlarinin %50(6/12)’sinin P2, %50(6/12)’sinin PS5 profilinde yer aldigi
belirlenirken kedi izolatlarinin  %33(2/6)’tiniin  P3, %33(2/6)’ {iniin P4,
%33(2/6)’lintin ise P5 profilinde oldugu saptanmistir (Tablo 4.11, Sekil 4.8).

4.4.2. MLST ile tiplendirme

Izolatlarin temizlenen ve birlestirilen WGS verilerinin, sekans tipleri (ST) ve MLST
gruplarinin arastirtlmasi1 amaciyla PubMLST veritabanindan yararlanilmistir. Bu
stirecte, MLST gen lokuslarinda bulunan 7 genin (adk, atpA, dxr, glyA, recA, sodA ve
tpi) allelleri, uzunluklar1 ile baglangi¢c ve bitis pozisyonlart ayrintili bir sekilde
incelenmistir. Bu kapsamli analiz, izolatlarin MLST profillerine iliskin detayli
bilgiler saglamistir. Kedilerden izole edilen alti susun ikisi (%33.3) ST2, ikisi
(%33.3) ST35 ve ikisi (%33.3) ST39 olarak tiplendirilmis olup, bu izolatlarin doérdi
(%66.6) Clade 1 ve ikisi (%33.3) Clade 4 iginde yer almistir. Kopeklerden izole
edilen 12 izolatin besi (%41.6) ST39, ikisi (%25) ST2, ikisi (%16.6) ST185, ikisi
(%8.3) ST3 ve biri (%8.3) ST55 olarak smiflandirilmis olup, bu izolatlarin 5’1
(%41.6) Clade 4 ve 7’s1 (%58.3) Clade 1°de yer almistir (Tablo 4.11).

4.4.3. izolatlarin SipA Proteinlerinin Tiplendirilmesi

[zolatlarin SipA proteinlerinin tiplendirilmesi ile kedi orijinli C. difficile izolatlarinda
SipA ST 9 (%33, 2/6), SlpA ST 186 (%33, 2/6) ve SipA ST 4 (%33, 2/6) olmak iizere
3 farkli sekans tipi belirlendi. Kopek orijinli C. difficile izolatlarinda ise SipA ST 186
(%41.6, 5/12), SipA 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 SipA ST 28 (%8.3, 1/12) olmak {iizere 6
farkl1 SipA sekans tipi saptand1 (Tablo 4.11, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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Strain Number Species

10cd ke |P1
20cd Képek
17ed Kepek
150d Kopek
19cd Kopek

8cd Kepek

Sed Kepek

ded Kedi

3ed Kedi

12cd Kedi

ed Kedi

Tod Keipek|

6cd Képek

4cd Kapek
16ed Kapek
1dcd Kedi
13ed Kedi

2cd Kopek|

fed Kopek|

Sekil 4.8. Calismada elde edilen C. difficile izolatlar1 ve C. innocuum izolatinin orijinlerine
gore ERIC-PCR profilleri ve sekans tipleri

4.4.4. Genotiplendirme Metodlarinin Karsilastirilmasi

Calismada elde edilen C. difficile izolatlarinin cesitli yontemlerle belirlenen
genotiplerine iligkin bilgiler Tablo 4.11’de sunulmustur. Bu tablodaki verilere gore
gerceklestirilen istatistiksel analizler sonucunda; Slp4A ST, MLST ST ve ERIC-
PCR’nin Simpson'in ¢esitlilik indeksine gore ayrim giicii sirastyla 0.810, 0.804 ve
0.706 olarak belirlendi. Ayrica SlpA ST ve MLST ST; ERIC-PCR ve Sip4 ST ve
ERIC-PCR ve MLST ST SID’leri arasindaki P degerlerinin {i¢ii de “P > 0.05” olarak
belirlendi ve istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak ERIC-PCR’nin SID
degeri diger genotiplendirme yontemlerine gore diisiik degerde saptanmis olup (0’a
yaklastik¢a ayrim giicli azalmaktadir.) bu durum yontemin ayrim giicliniin de diger
metodlara gore diisiik oldugunu gostermektedir. Slp4 ST nin MLST ST sonuglarina
gore hesaplanan ayarlanmig Rand katsayisi ile saptanan uyumu 0.979 olarak
belirlenmis olup bu sonug, yontemlerin arasindaki yiiksek uyumu gosterdi. Slp4 ST
sonuglart MLST’ye gore karsilagtirildiginda ise Wallace katsayis1 1.000 olarak
saptanmis olup izolatlarin ayn1 SlpA tipi olarak karakterize edilmesi durumunda, bu
izolatlarin aym1 MLST sekans tipi olarak tanimlanma sansinin %100 oldugunu
gostermektedir. Yine, MLST ST sonuglar1 Sip4 ST’ye gore karsilagtirildiginda ise
Wallace katsayis1 0.959 olarak belirlendi (bu deger izolatlarin ayn1t MLST tipi olarak
karakterize edilmesi durumunda, bu izolatlarin aym1 S/pA tipi olarak tanimlanma

sansiin %95.9 oldugunu gostermektedir (Tablo 4.12).
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Tablo 4. 11. Izolatlarin sekans tipleri, SlpA ve MLST gruplari

izolat ady ST | MLST Clade | ERIC-PCR Profili SipA ST
led?® ST39 4 P5 186
2¢d® ST39 4 P5 186
3cd’ ST2 1 P3 9
4cd® ST2 1 P3 9
Scd ST3 1 P2 34
6¢d? ST39 4 P5 186
7cd® ST39 4 P5 186
8cd ST185 1 P2 162
9cd ST185 1 P5 162
llcd ST35 1 P4 4
12cd ST35 1 P4 4
13cd” ST39 4 P5 186
14cd*” ST39 4 P5 186
15cd ST3 1 P2 14
16cd ST39 4 P5 186
17¢d” ST55 1 P2 28
19cd* ST2 1 P2 9
20cd ST2 1 P2 9
Saglikli képek | Saghklikedi | Ishalli kdpek “ Antibiyotik uygulanan
izolatlar1 izolatlar izolatlari - hayvanlar

Tablo 4. 12. SID degeri, Ayarlanmig Rand ve Wallace katsayilar1 kullanilarak tiplendirme
metodlarinin karsilastirilmasi

Tiplendirme | Izolat SID Ayarlanmis Rand katsayisi Wallace katsayisi
metodu sayist | (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)
ERIC- | MLST SipA | ERIC- | MLST SipA
PCR ST ST PCR ST ST
ERIC-PCR 18* 0.706 0.564 0.447 0.424
(0.585- (0.142- (0.148- | (0.130-
0.827) 1.000) 0.746) 0.718)
MLST ST 18 0.804 0.764 0.959
(0.684- (0.639- (0.918-
0.924) 0.889) 1.000)
SipA ST 18 0.810 0.543 0.979 0.756 1.000
(0.684- (0.099- | (0.921- (0.627- | (1.000-
0.937) 1.000) | 1.000) 0.885) | 1.000)

SID: Simpson ¢esitlilik indeksi, *: 12 kdpek orijinli ve 6 kedi orijinli
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Sekil 4.9. Kopek orijinli C. difficile izolatlarinin MLST sekans tipleri, ERIC PCR profilleri
ve SipA sekans tipleri.
ST2 @ ST35 ®ST39 @ CLADE1 ® CLADE4 L ] PA ©4 @9
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Sekil 4.10. Kedi orijinli C. difficile izolatlarinin MLST sekans tipleri, ERIC PCR profilleri
ve SipA sekans tipleri
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4.5. Filogenetik Analizler

Calismadan elde edilen tiim genom verileri ile topluma agik veri tabanlarinda

bulunan Cekirdek genom SNP hizalamalari, RAXML (Randomized Axelerated

Maximum Likelihood, V. 8.2.12) arayiizii tarafindan gerceklestirilen maksimum

olabilirlik analizi i¢in temel olusturdu, genetik yakinliklar iceren gruplar MEGA
(V.11.0.13) programinda sematize edilerek agaglandirild1 (Sekil 4.11, Sekil 4.12;

Sekil 4.13).

0.001 ———

Clostridioides difficile 19cd | Turkiye | Képek | JBEGOPJ000000000
Clostridioides difficile 3cd | Turkiye | Kedi | JEFYDK000000000
Clostridioides difficile 4cd | Tirkiye | Kedi | JBFYDL000000000

et s Clostridioides difficile S6 | USA | Képek | JAJSMHO00000000

Clostridioides difficile 20cd | Turkiye | JEGOPK000000000
—f Clostridioides difficile 12cd | Turkiye | Kedi | JEGOPD000000000
Clostridioides difficile 11cd | Turkiye | Kedi | JEGOPB000000000

b === Clostridioides difficile Z1322PCD0039 | South Korea | Képek | CP149688

- Clostridioides difficile 15cd | Turkiye | Kedi | JEGOPG000000000
Clostridioides difficile 8cd | Turkiye | Kopek | JEGOOZ000000000
Clostridioides difficile 9cd | Turkiye | Kopek | JBGOPA000000000

Clostridioides difficile MAG.269 | Austria | Tavuk | JAGHGWO000000000

Clostridioides difficile 5¢d | Turkiye | Képek | JEGOFU000000000

-E Clostridioides difficife RC10 | Spain | Rat | JCKG00000000

Clostridium difficile 6057 | Canada | At | AVIRO0000000

—l Clostridioides difficile MzCd | Brazil | Képek | JANGFWO000000000

Clostridioides difficile MnCd | Brazil | Képek | JANGFX000000000

— Clostridioides difficile 17¢d | Turkiye | Képek | JBGOPI000000000
- Peptoclostridium difficile RU-17 | Japan | Képek | BBYE00000000

Clostridioides difficile LR10 | USA | inek | JAJSOE000000000

Clostridioides difficite T63 | Ireland | Koyun | JAQRJMO000000000
Clostridioides difficile MCA13 | United Kingdom | Koyun | JAQRKT000000000
Clostridioides difficile TW8 | Taiwan | Domuz | JAAQGS000000000

Clostridium difficile E10 | Slovenia | At | CAME00000000
I— Clostridicides difficile NT64 | Australia | At | CP101707

Sekil 4. 11. C. difficile izolatlan ile farkli demografik bdlgelerden elde edilen hayvan orijinli
izolatlarin agaclandirilmalari. GenBank veri tabanina daha dnce kayitlar1 yapilan izolatlarin
accession numaralari, izole edildigi iilkeler ve orijinleri sekilde sunulmustur. Bu ¢aligmada
elde edilen izolatlar koyu renkle ifade edilmistir.

WGS tabanh filogenetik analizler, kedi kaynakli “3cd”, “4cd™, “19cd” ve “20cd”
kodlu C. difficile izolatlarimizin, ABD kokenli kopek izolat1 “S6” ile dikkate deger

bir filogenetik yakinlik sergiledigini, bunun yani sira “llcd” ve “12 cd” kodlu
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izolatimizin Giiney Kore’den izole edilen “Z1322PCD0039” accession numarali

kopek kaynakli C. difficile izolatiyla, *5cd” kodlu izolatimizin da Avustrurya’da bir
tavuktan elde edilen "MAG269” kodlu C. difficile susu ile yakinligini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.12. Kopek orijinli C. difficile izolatlar ile farkli cografi bolgelerden elde edilen insan
orijinli izolatlarin sirkiiler sekilde agaclandirilmalari. GenBank veri tabanina daha o6nce

kayitlart yapilan izolatlarin accession numaralari, izole edildigi iilkeler ve orijinleri grafikte

sunulmustur.
Kopek orijinli izolatlarimiz ile diinyanin diger bolgelerinden kaydedilmis insan

orijinli C. difficile iozolatlar1 arasinda yapilan analizler ise; 5cd izolatimizin iran’dan
kodlu 1izolat ile, 17cd kodlu izolatimizin
15cd kodlu

“FJUG000000000°°
kodlu izolat ile,

“OEZC00000000’’

elde edilen
Slovenya’dan elde edilen
izolatimizin Ingiltere’den FUNIO0000000 kodlu izolat ile, 19¢d kodlu izolatimizin
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ise CAADHHO00000000 kodlu Hollanda orijinli izolat ile yakinlik gosterdigini ortaya
koymaktadir.

o[ HBH0402768.1 Amerika- Kopek Clostridivides difficile

5 WYF81551.1 Guney kore-Kopek Clostridivides difficile

— MFA3900687.1 11_cd-Kedi Clostridiaides difficile
65

— MFA3930009.1 12_cd-Kedi Clostridioides difficile

WP 074104765.1 Brezilya-Kopek Clostridioides difficile

52
MCE0613514.1 Amerika-Kopek Clostridioides difficile

o HEM?7300768.1 Avusturya-Kopek Clostridioides difficile

MFA3990861.1 cd_20-Kopek Clostridioides difficile

AXBS59838.1 Almanya-Insan Clostridioides difficile

57 QQY60460.1 Ingiltere-Insan Clostridioides difficile
o0 AVD43993.1 Ingiltere-Inek Eti Clostridioides difficile
1

QFS32669.1 Tayvan-Domuz Clostridieides difficile

MFA3976770.1 cd_17-Kopek Clostridioides difficile
MEXS160553.1 3_cd-Kedi Clostridioides difficile
CAJG67494.1 Clostridisides difficile 630-Type Strain
HEH2960128.1-Slovenya-Kopek patisi Clostridioides difficile
MFA1717094.1 5_cd-Kopek Clostridisides difficile

MFA3851825.1 8_cd-Kopek Clostridivides difficile

MFA4022527.16 cd_-Kopek Clostridioides difficile

Jr—
n.m

Sekil 4. 13. Baz1 kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlar1 ile farkli cografi bolgelerden ve
kaynaklardan elde edilen C. difficile izolatlarinin agaglandirilmalari. GenBank veri tabanina
daha oOnce kayitlar1 yapilan izolatlarin accession numaralari, izole edildigi iilkeler ve
orijinleri sekilde sunulmustur.
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Ote yandan calisma kapsaminda elde edilen C. difficile suslarina ait majér antijenik
yap1 olarak bilinen SlpA proteinlerinin gen dizilimleri elde edildi, diger cografi
bolgeler ve konakg¢ilardan elde edilen C. difficile izolatlarimin SipA gen dizileri ile
filogenetik analize tabi tutularak karsilastirmasi yapildi Kedilerden izole edilen
“3cd”, “4ced” ve kopeklerden izole edilen “19” ve “20cd” suslarinin SipA
proteinleri, ABD'deki insan kaynaklt QWR62406 izolat1 ile Slovenya'da bir kdpegin
patisinden elde edilen HBH2943129 izolatina genetik olarak olduk¢a yakindir.
Benzer sekilde, kopeklerden elde edilen “Scd” susu, Almanya'da insan kaynakli
“AVB42170” izolatinin S/pA proteini ile benzerlik gosterirken, “17cd” kodlu
izolatin ise Hindistan’da kopek diski svap drneginden elde edilen “"HEB4999574”
suslarinin SlpA proteinleri ile klonal bir iligski i¢indedir. “5cd” kodlu izolatimiz,
Almanya’da bir insandan elde edilen “AVB42170” numarali izolat ile, “cdl”,
“cd2”, “cd13”, “cd14”, “cd6”, “cd7” izolatlarimiz ayni kiimelenmenin iginde ve
“WP_021402687 kodlu, Giiney Kore’de insandan elde edilen izolata genetik
yakinlik gostermektedir. Ote yandan “25 HFG9196321 17 ve
“26 _HFG9230863 1 kodlu Fransa’dan elde edilen izolatlar ise digerlerinden farkli
dallarda konumlanmislardir (Sekil 4.14).
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(240 g Clastidiaides_difficile MFA3902138_S-layer_protcin_SipA

0.03%

0.023

o Clostridioides_difficile MFA3927001_S-layer_protein_SlpA
Clostridisides_difficile_(QWR62406_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile_MEX8158864_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile MEX8340044_1 S-layer_protein_SlpA
Clostridioides_difficile_MFA3958947 1_S-layer_protein_SlpA
Clostridioides_difficile MFA3989418 1 S-layer_protein_SlpA
Clostridivides_difficile HBH2943120 1 TPA_ S-layer_protein_SlpA

0.032

Clostridieides_difficile_WYG09201_1_S-layer_protein SlpA
Clostridioides_difficile HEB4999574 | TPA S-laver protein SIpA

0.013

Clostridioides_difficile  MFA4035983 S layer protein_SIpA

0.040 Clostridiotdes_diffieile _WAXT73737_1_S-laver protein SlpA
0.064 i Clostridioides_difficile MCI0922967 1 S-layer protein SlpA

0.011

1 Clostridioides_difficile_MCMO0738659_1_S-laver protein SlpA
0.085 [~ Clostridiotdes_difficile AVB42170_1_8-laver_protein SlpA

0.008

? o Clostridisides_difficile MFALT18332 1 S-layer protein SlpA
o012 9 Clostridicides difficile MFA3$49685_1_S-layer_protein_SlpA
o1 Clostridioides_difficile MFA3931227 1 S layer protein_SIpA

&i Clostridioides_difficile MFA3074826_1_S layer_protein_SIpA
Ciostridioides_difficile - HEBS008020_1_TPA__S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile MFA4020881_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile WP_021402687_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficileMFA3828180_1_S-layer_protein_SlpA
Clostridioides_difficile_XJQ86721_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides._difficile MFA3855877_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile MFA1707151_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides._difficile MFA4009860_1_S-layer_protein_SIpA
Clostridioides_difficile MFA1765012_1_S layer_protein_SlpA

0.020

0.047

0.063

'@ Clostridioides_difficile_WP_102814372_1_S-layer_protein_SlpA
Clostridivides_difficile_UUC41492_1_S-layer_protein_SlpA

02799 Clostridioides_difficile HFG9196321_1_TPA_ S-laver_protein_SlpA

S Clostridioides_difficile HFG9230863_1_TPA__ S-layer_protein_SIpA

Sekil 4. 14. C. difficile izolatlarinin SlpA proteinini kodlayan gen bolgeleri ile farkli cografi bolge ve konakgilardan elde edilen C. difficile izolatlarinin
es lokuslari ile agaglandirilmasi. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen izolatlar koyu renkte gosterilmistir.
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5. TARTISMA
Clostridioides  difficile (C. difficile)) hem insan ve hayvanlarin bagirsak

mikrobiyomunda kommensal olarak hem de cevresel etken seklinde dogada yaygin
olarak bulunan bir basildir. Etken kedi ve kopeklerde pseudomembrandz kolit ve
inat¢1 ishal gibi klinik semptomlarla kendini gosterir ve uzun siireli antibiyotik
tedavisinin bir yan etkisi olarak ortaya cikar (Buddle ve ark., 2023). Bakteri
sporlariin farkli ortam yiizeylerinde, hastane personel kiyafetleri ve ekipmanlarinda
bulunmasi ve dezenfektanlara, 1s1 gibi fiziksel ajanlara karsi dayanikli olmasi
nedeniyle miicadelesi zordur (Paredes ve ark., 2014). Insanlarda enfektif sekans
tiplerinin kedi ve kdpeklerden, gidalardan, tropikal ve besin hayvanlarindan de izole
edilmis olmasi etkenin zoonotik karakterde oldugu diisiincesini desteklemektedir.
(Mitchell ve ark., 2022; Mengoli ve ark., 2020; Beinortas ve ark., 2018; Rodriguez
ve ark., 2016; Stull ve ark., 2013).

Bu tez calismasinda, Kayseri’de faaliyet gosteren farkli veteriner kliniklerine
getirilen saglikli/ishalli kedi ve kopeklerden toplanan rektal svap orneklerinde C.
difficile prevalansi sirasi ile %6 ve %12 oraninda saptanmis olup, toplam 18 C.
difficile izolat1 elde edilmistir. Diinyada son yillara ait saglikli ve ishalli kedi ve
kopek diskilarindan C. difficile izolasyonuna yonelik pek ¢ok ¢alisma bulunmakla
beraber ililkemizde bu etkenin kedi ve kdpeklerde prevalansinin saptanmasina dair
son 25 yilda yiiriitiilen higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece 1999 yilinda konu
ile 1lgili yiiritilen bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu g¢alismada Erganis ve Hadimli
(1999) etkenin prevalansini kdpeklerde %21.67 (39/180), kedilerde ise %25 (4/16)
olarak raporlamislardir. C. difficile’nin giincel zoonotik dneminden dolay1 kedi ve
kopeklerde bu etkenin varliginin arastirilmasina yonelik gerceklestirilen ¢aligsmalar

Onem arz etmektedir.



Son 35 yil igerisinde diinyada pek ¢ok iilkede C. difficile nin hem saglikli hem de
ishalli kedi ve kopek diskilarindan izolasyonuna yonelik c¢ok sayida caligma
yuritilmistiir. Asagida detaylar1 verilen bu calismalarda etkenin kedi kopeklerdeki
prevalansinin %0-%90’ arasinda degisiklik gosterdigi rapor edilmektedir. Kedi ve
kopek diski orneklerinde en yiliksek C. difficile pozitifligi Samir ve ark. (2021)
tarafindan %90 (90/100) olarak rapor edilmistir. Ancak Samir ve ark (2021)nin
analiz ettikleri ishalli hayvanlara ait diski 6rneklerinde etkenin varligini diskidan
direkt PCR ile belirledikleri ve etkenin kiiltiiriinlin yapilmadig1 gozlenmektedir. Bu
nedenle anilan ¢alismada elde edilen yiiksek C. difficile pozitifligini ¢calismamizda
elde edilen C. difficile prevalansi ile karsilastirlmasinin anlamli olmadigt

diistiniilmektedir.

Konu ile ilgili farkl kiiltiir yontemleri ile C. difficile nin izolasyonu lizerine yapilan
calismalarin bazilarinda kedi ve kopek diskilarinda bildirilen C. difficile
prevalansinin ¢alismamizda belirlenen prevalans oranlarindan daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Nitekim, képek diski orneklerinde C. difficile izolasyonuna iliskin
calismalar detayli incelendiginde, 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-saglikl1) ve Marks ve
ark. (2002) %14,3 (6/42- saghkli) / %16,1 (5/31-ishalli) oraninda farkli prevalans
degerleri bildirmislerdir. Bununla birlikte kedi diski 6rneklerinde 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 1izolasyonunu ger¢eklestirdiklerini bildirmislerdir.

Bazi caligmalarda kedi ve kopek diskilarinda ¢alisma bulgularimizdan daha diisiik C.
difficile izolasyon oranlart bildirilmistir. Kedi ve kopeklerde bildirilen bu diisiik
prevalans oranlarini sirasi 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 etmislerdir. Ayrica yiiriitilen bazi
calismalarda da kopeklerde C. difficile izolasyonu i¢in 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), Bjoersdorft 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 diisiik prevalans oranlar
rapor edilirken kedi diskilarinda ise Redding ve ark. (2023) %0 (0/9) ve Silva ve ark.
(2020) %5.2 (16/304) gibi diisiik prevalans oranlar1 bildirmislerdir.

Yukarida C. difficile prevalans oranlarindaki farkli sonuglar elde edilmesi;
arastirmanin yapildigi bolge, 6rnek sayisi, orneklerin alindigi mevsim, 6rneklerin
toplandig1 hayvanlarin antibiyotik kullanma durumu, hayvanlarin saglikli veya ishalli
olmast ve etkenin izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan ydntemlerdeki

farkliliklara baglanabilir.

Bununla birlikte C. difficile izolasyon oranim kedi digki 6rneklerinde Wei ve ark.
(2019) %6.8 (2/29), kopek diski drneklerinde ise Silva ve ark. (2017) %12.1 (10/82)
ve Orden ve ark. (2017) %12.1 (13/107) olarak saptadiklarini bildirmis olup
calismamizda kedi ve kopek digki orneklerinde belirlenen C. difficile prevalans
oranlar1 ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica bu ¢alismalar incelendiginde C.
difficile prevalansimin kiiltiir yontemi ile belirlenmesi ve etkenin identifikasyonunda
tpi PCR kullanilmasi ile de ¢alismamizin materyal metodu ile benzerlik gosterdigi
dikkat ¢ekmektedir. Ayrica Marks ve ark. (2002) antibiyotik tedavisi goren kopek
diskilarinda %10.5, saglikli kdpek digkilarinda %14.3 ve ishalli kdpek diskilarinda
%16.1 oraninda C. difficile izolasyonu yapmuslardir. Arastiricilar, C. difficile
1zolasyonu agisindan 6rnek alinan hayvanlarin saglikli, ishalli ve antibiyotik tedavisi
gormelerinin  C. difficile 1izolasyon oranlar1 acisindan istatistik bir fark
olusturmadigini belirlemislerdir. Yine saglikli ve antibiyotik tedavisi goren hayvan
gruplar1 birlestirildiginde elde edilen C. difficile izolasyon sonuglar1 ile ishalli
hayvanlarda izolasyon sonuglar karsilastirildiginda da istatiksel bir fark olmadigini
rapor etmislerdir. Bu bulgu bizim sonuglarimiz ile paralellik gostermekte olup bizim
calismamizda da kopeklerin saglikli/ishalli olma durumunun C. difficile izolasyonu

tizerinde anlamli bir fark olusturmadig belirlenmistir.

Calismada elde edilen 19 izolatin biri (%5.2) fenotipik testler ve tpi PCR ile C.

difficile olarak identifiye edilmesine ragmen, WGS analizi sonucunda C. innocuum
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olarak identifiye edildi. Literatiirde bildirildigi sekilde (Skinner ve ark., 2022;
Cherny ve ark., 2021) bu bakterinin C. difficileye benzeyen fenotipik ozellikleri
nedeniyle C. difficile olarak hatali identifikasyonu ile Kkarsilagilmaktadir.
Calismamizda ozellikle C. innocuum’un tpi PCR ile pozitif sonu¢ vermesi, C.
difficile nin identifikasyonunda sadece #pi geninin arastiritlmasinin yeterli olmadigini
ve bu genin yani sira bagka bir spesifik gen varlifinin da arastirilmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Ya da C. difficile nin identifikasyonunda WGS analizinin

yapilmasinin daha uygun olacagi diisiiniilmektedir.

Ayrica yurdumuzda insanlarda, ¢iftlik hayvanlarinda ve gidalarda C. difficile’ nin
varligini ortaya koyan aragtirmalar mevcuttur. Hayvansal kaynakli 6rneklerde (diski
ve gida) yiiriitiilen calismalarda C. difficile prevalansinin %?2’den %70’e kadar
farklilik gosterdigi bildirilmektedir (Ozgen ve Yildirim, 2021; Bingol ve ark., 2020;
Muratoglu ve ark., 2020; Ers6z ve Cosansu, 2018; Hampikyan ve ark., 2018; Atasoy
ve Giiciikoglu, 2017; Giiran ve Ilhak, 2015).

Yine yurdumuzda insanlarda gozlenen hastane kaynakli C. difficile enfeksiyonlarinin
prevalansi {lizerine yapilan ¢alismalar etkenin sikligini serolojik (Karaaslan ve ark.,
2016; Yoldas ve ark., 2016; Oksiiz ve ark., 2015; Lale ve ark., 2010) olarak %0.8-
%29.4, kiltiir tabanlt metodlarla ise (Trak ve ark., 2024; Sayin ve ark, 2020; Kafa ve
ark., 2020; Akgil ve ark., 2019; Deniz ve ark., 2010) %7.9-%25 arasinda
bildirmektedir

Gereksiz ve yaygin antibiyotik kullanimi, bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin
bozularak gastrointestinal sistemin C. difficile tarafindan kolonize edilmesine ve
boylece CDE gelisimine zemin hazirlamaktadir. Giiniimiizde CDE tedavisinde
kullanilan en etkili ajanlarin metronidazol, vankomisin ve fidaksomisin oldugu kabul
edilse de bu antibiyotiklere diren¢ gelistiren suslarin ortaya ¢ikmasi, tedavi
seceneklerinin azalmasina yol agmaktadir (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) kitalarinda insan O&rneklerinde ylriitiilen ¢esitli

caligmalarda ¢oklu dirence sahip ve salginlara neden olan sekans tipleri bildirilmistir.
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Kedi-kopek orijinli C. difficile izolatlarinin antibakteriyel duyarliliklarinin
belirlenmesi {izerine yiriitiilen ¢ok sayida ¢aligmada izolatlarin vankomisine %100
duyarli oldugu bildirilmistir (Wen ve ark., 2022; Bjoersdorff 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).
Calismamizda elde edilen kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlariin tamami
yukarda belirtilen c¢alismalar ile uyumlu olarak vankomisine duyarli oldugu
belirlendi. Genellikle insanlarda CDE tedavisinin ilk asamasinda vankomisin tercih
edilmektedir. (CDC, 2024). Veteriner sahada kedi ve kopeklerde CDE’nin
saptanmas1 ve tedavisine yonelik standart bir uygulama bulunmadigr ve
vankomisinin bir tedavi se¢enegi olarak degerlendirilmedigi bilinmektedir (Wesse.,
2020). Bu durumun kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarinin vankomisine kars1
duyarli olmasini saglayan en 6nemli nedenler arasinda yer aldig1 degerlendirilmistir.
Kedi-kopeklerden elde edilen C. difficile izolatlarinin vankomisine direngli oldugunu
bildiren tek bir ¢aligma bulunmakta (Wei ve ark., 2019) olup bu ¢alismada test edilen
izolat sayisinin li¢ adet olmasi ve sadece bir saglikli kedi orijinli izolatin (%33.3)
direngli saptanmasit nedeni ile bu bulgular ile etkenin vankomisine direng
gelistirdigine yonelik yorum yapilmasi miimkiin gériinmemektir. Bununla birlikte
insan orijinli C. difficile izolatlarmin antibakteriyel duyarliliginin meta-analizi ile
degerlendirildigi bir calismada oldukca diisiik oranlarda vankomisin direnci tespit

edildigi %0.4 (10/2296) rapor edilmistir (Sholeh ve ark., 2020).

CDE ve diger gastrointestinal sistem enfeksiyonlarmin tedavisinde tercih edilen
antibiyotiklerden biri de metronidazoldiir. Yiriitilen ¢ok sayida ¢aligmada kedi-
kopek orijinli C. difficile’nin metronidazole kars1 %100 duyarli oldugu (Wen ve ark.,
2022; Bjoersdorff 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 yani sira; metronidazoliin kdpek orijinli izolatlara kars1 MIC
degerlerini belirleyen c¢aligmalarda %2.5 ila %50 arasinda diren¢ oram
bildirilmektedir. Nitekim metronidazole karsi; 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) oraninda direng saptadiklarini rapor etmislerdir.
Calismamizda ise kedi orijinli izolatlarin tamaminin metronidazole duyarli oldugu
bulunurken, kopek izolatlarinin ikisinin (%16.6) diren¢li oldugu belirlenmistir.
Direng oranlarindaki bu farkliliklarin; c¢alismalarda analiz edilen izolat sayisi,
antibiyotik kullanimi, kullanilan duyarlilik testi ve ¢alismanin yapildig1 cografya gibi
faktorlerden kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Nitekim c¢alismamizda, kedi
orijinli az sayida (6) C. difficile izolatinin analiz edilmesi nedeni ile metronidazole
%100 duyarlilik bildiren diger ¢alismalardan daha yiliksek oranda direng (%16.6)
saptanmistir. Yurdumuzda son 25 yil igerisinde ise kedi ve kdpek orijinli C. difficile
izolasyonuna iliskin ¢aligma bulunmadigi i¢in etkenin antibakteriyel direncine iliskin
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak, yiiriitiilen baz1 c¢aligmalarda tavuk
karkas, sigir disk1 ve kesimhane atik suyu gibi drneklerden elde edilen C. difficile
izolatlarinin antibakteriyel dire¢ profilleri arastirilmistir (Abay ve ark 2022; Bingol
ve ark., 2020; Hampikyan ve ark., 2018). Bu calismalarda metronidazole sirasiyla
%0 (0/23), %11.6 (8/69) ve %30 (25/83) oraninda diren¢ oldugu bildirilmistir.
Yiriitilen bir meta-analiz ¢alismasinda insan orijinli C. difficile izolatlarinin
metronidazol direncinin ortalama %1.0 (129/13,207) oraninda tespit edildigini

bildirmislerdir (Sholeh ve ark., 2020).

Cesitli calismalarda kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarmin farkli oranlarda
(%0-%88.2) klindamisine direngli oldugu rapor edilmektedir. Bu ¢aligmalarda etkene
karst klindamisinin MIC degerleri belirlenmis ve direng oranlarini; Wen ve ark.,
2022 (%62.5) Bjoersdorff 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 bildirmislerdir. Calismamizda da yukarida belirtilen
son yillarda gerceklestirilen baz1 ¢alismalar (Bjoersdorff ve ark., 2021; Thanissery ve
ark., 2020; Andres-Lasheras ve ark., 2018; Spigaglia ve ark., 2015) ile benzer sekilde
kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarinda klindamisine siras1 ile %50 (3/6) ve
%25 (3/12) oraninda diren¢ saptanmistir. Bununla birlikte insan orijinli C. difficile
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izolatlarmin klindamisin direncinin arastirildigi bir meta-analizinde, bu antibiyotige
kars1 ortalama %34.0 (6685/19,645) oraninda diren¢ oldugu rapor edilmektedir
(Sholeh ve ark., 2020).

Kedi-kopek orijinli C. difficile izolatlarinin ampisilin ve meropenem duyarliliklarinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar oldukg¢a kisitlidir (Andino-Molina ve ark., 2024).
Nitekim Wei ve ark. (2019) hem meropenem hem de ampisilin direng oranini %0
(0/3) olarak bildirmislerdir. Calismamizda da benzer sekilde kedi izolatlarinin
tamami1 meropeneme duyarli bulundu. Cok sayida insan izolatinin antimikrobiyal
diren¢ profilini degerlendiren c¢aligmalari iceren bir meta-analizinde de izolatlarin
meropenem ve ampisilin direnci ¢ok diigiik oranlarda belirlenmis olup, sirasi ile %0.7
(20/2756) ve %0.1 (4/2803) olarak rapor edilmistir (Sholeh ve ark., 2020). Ancak,
calismamizda C. difficile izolatlariin %50 (9/18) oraninda ampisilin’e direngli
oldugu belirlendi. Yiiriitiilen iki ¢calismada ise ampisilin diren¢ oran1 %20 (1/5) Piris
ve ark., 2013) ve %8.3 (2/24) (Wen ve ark., 2022) olarak belirlendigi goriilmektedir.

Bu calismada elde edilen toplam 18 C. difficile izolatinin 4 (4/6, %66.6.) ’i kedi ve 8
(8/12, %66.6)’1 kopek orijinli olmak {lizere 12 izolat test edilen antibiyotikler
icerisinden en az birine direngli bulundu. ki (2/6, %33.3) kedi orijinli izolat iki farkli
antibiyotige (AMP, CD) kars1 direngli saptanirken, iki (2/12, %16.6) kopek orijinli
izolat ii¢ farkli antibiyotige (MRP, CD, AMP) karsi direngli saptandi. Cesitli
caligmalarda (Finsterwalder ve ark., 2022; Barbanti ve ark., 2020; Orden ve ark.
2017; Spigaglia ve ark., 2015) kedi ve kopek orijinli C. difficile izolatlarmin farkli
oranlarda (%2.5-%57.1) coklu direng gelistirdigi tespit edilmistir. Finsterwalder ve
ark. (2022), kopeklerden izole edilen C. difficile suslarinin %26.3’tiinde iki (CD ve
TET veya CD ve ERY) ya da ii¢ (CLI, ERY ve TET) antibiyotige direng tespit
etmistir. Barbanti ve ark. (2018), bu oran1 %18 olarak bildirmis ve bu izolatlarin
%4,8’inin dort (ERY, CD, MXF, RIF), %28,6’sinin ii¢ (ERY, CD, MXF), %9,5’inin
i¢ (ERY, CD, RIF) ve %57,I’inin ii¢ (ERY, CD, MTZ) antibiyotige direncli
oldugunu saptamistir. Orden ve ark. (2017), kopeklerin %7,7’sinde dort (CLI, ERY,
MOX, MTZ), %38,5’inde ii¢ (CLI, ERY, MTZ), %7,7’sinde iki (MOX, MTZ) ve
%7,7’sinde iki (CLI, ERY) antibiyotige direnc tespit ederken; Spigaglia ve ark.
(2015) ise kopeklerin %23’tinde iki (ERY, CLI), %17,9’unda ii¢ (ERY, CLI, MTZ),
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%?2.5’inde dort (MXF, ERY, CLI, MTZ) ve %2.5’inde ii¢ (MXF, ERY, CD)
antibiyotige direncli suglar bulmustur.

C. difficile nin sahip oldugu genom biiyiikligii, G+C igerigi, az sayida korunakli
bolge ve transpozon, bakteriyofajlar gibi yliksek diizeyde esneklik igeren genetik
elementlerinden dolay1 varyasyonlara olduk¢a agik bir bakteri oldugu bilinmektedir
(Redding ve ark., 2022; Sebaihia ve ark., 2006). WGS analizleri ile kedi ve kdpek
orijinli C. difficile izolatlarinin antibiyotik diren¢ profillerini belirleyen caligsmalar
bulunmaktadir. (Finsterwalder ve ark., 2022; Wen ve ark., 2022; Bjoersdorff ve ark.,
2021; Barbanti ve ark., 2020;). Izolatlarda WGS ile belirlenen antibiyotik direng
profilinin fenotipik diren¢ profili ile karsilastirildigi calismalar smirhdir
(Finsterwalder ve ark., 2022). Calismamizda elde edilen izolatlarin %27.8'inde (5/18)
gvrdA 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"inde (6/18) CDD-1 geni, %55.6'sinda (10/18)
CDD-2 geni, %5.6'sinda (1/18) vanG geni, %44.4'inde, (8/18) vanR geni,
%16.7'sinde (3/18) mefH geni bulunurken, korunan ve yaygin SNP'ler olan C6567T ve
cpIR SNP’leri, izolatlarin tamaminda (18/18) bulunmustur.

Bilgilerimize gore yurdumuzda C. difficile izolatlarmin WGS analizine iliskin
gerceklestirilmis herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Finsterwalder ve ark.
(2022) kedi ve kopeklerden elde ettikleri 38 C. difficile izolatinda eritromisin,
klindamisin, tetrasiklin ve metronidazole diren¢ durumunu fenotipik ve molekiiler
yontem (WGS) ile arastirmislardir. Arastiricilar, fenotipik olarak eritromisine
direngli saptadiklar1 yedi izolatin dordiinde erm(B) geninin varligi, bir izolatta ise
23S rDNA mutasyonu (C6567)’nu, klindamisine kars1 direngli 11 izolatin, altisinda
erm(B), ve tetrasikline karsi direncli alti izolatin iigclinde fet(M) genini tespit
etmislerdir. Finsterwalder ve ark. (2022), fenotipik diren¢ sonuglarinin genetik direng
analizi ile biylk Ol¢iide desteklendigini, Ozellikle eritromisin, klindamisin ve
tetrasiklin direnglerinin belirli genetik mekanizmalarla iliskili oldugunu rapor
etmislerdir. Caligmamizda yukarida detaylar verildigi iizere fenotipik olarak cesitli
antibiyotiklere direngli olarak saptanan izolatlarda diren¢ gen varligi farklilik
gosterdi. Kedilerde ve kopeklerde tiim izolatlar vankomisine duyarli bulunurken,
kopeklerde diisiik oranda vanG ve her iki grupta da vanR geninin saptanmasi bu

genlerin fenotipik direnci belirlemede her zaman etkili olmadigini diisiindiirmektedir.
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Benzer sekilde, nimB geninin tim kedilerde bulunmasina ragmen karbapenem ve
metronidazol diren¢ profilleri arasinda farklilik gozlenmistir ve bazi duyarh
izolatlarda da diren¢ genlerinin varligi saptanmistir. Istatistik analizde ise,
antibakteriyel direncin fenotipik sonucu ile diren¢ geni varligl arasinda anlamli bir
fark olusturmadig1 bulundu. Bununla birlikte, WGS ile antibiyotik diren¢ genlerinin
tespit edilmesinin, her zaman fenotipik olarak ifade edilen antibakteriyel bir direng
olusturmayacag bildirilmekte ve bu durum, direng genlerinin ekspresyon seviyeleri,
cevresel faktorler veya ek diren¢ mekanizmalarinin varlig: ile iliskilendirilmektedir

(Buddle ve Fagan, 2023).

Toksinlerin C. difficile patogenezinin en onemli kismini olusturdugu bilinmektedir
(Kordus ve ark., 2022). ishalli kedi ve kdpeklerden izole edilen C. difficile suslari,
farkl toksin profilleri kombinasyonlarini icermektedir (Maja ve ark., 2024). Dolayis1
ile PaLoc ve CdtLoc toksinotiplerinin ve genetik varyasyonlariminin incelenmesi,
hastaligin patogenezinin Ongdriilmesi ve ideal tedavi protokollerinin belirlenmesi
adina kritik bir adimdir. Yurdumuzda son yillarda kedi ve kopeklerden elde edilen C.
difficile 1zolatlarinda toksin genlerini arastiran bir ¢aligmaya rastlanmamakla birlikte,
insan ve hayvansal gidalarin materyal olarak kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir.
Ozgen ve Yildirim (2021), TcdA ve TedB gen varhgini buzag diskilarindan elde
ettikleri C. difficile izolatlarinda %44, kuzularda %12 ve oglak ile tavuk diski
orneklerinde %0 olarak saptarken, Hampikyan ve ark. (2018) sigir karkaslarindan
elde ettikleri C. difficile izolatlarinda %48.2 TcdA, %63.9 TcdB ve %84.3 CdtA/B,
koyun karkas izolatlarinda ise %46.2 TcdA, %20.5 TcdB ve %78.2 CdtA/B pozitifligi
bildirmislerdir. Gidalarda yapilan ¢alismalarda ise; Erséz ve Cosansu (2018) %0
pozitiflik bildirirken, Atasoy ve Giiciikkoglu (2017) %20 (1/5) TedA ve %40 (2/5)
TcdB pozitifligi tespit etmislerdir. Ote yandan insan orijinli C. difficile izolatlarmda
yapilan ¢alismalarda ise Yoldas ve ark. (2016) %32.1 (9/28) TcdA ve TedB, Oksiiz
ve ark. (2015) %2.8 (3/104) TcdA ve TcdB ve Lale ve ark. (2010) %24 (135/592)
TcdA ve TcdB pozitifligi rapor etmislerdir.

Yurtdisinda farkli cografyalarda yapilan ¢aligmalar ise kedi ve kopeklerde toksijenik
C. difficile suslarmin sikligin1 ortaya koymaktadir. Redding ve ark. (2023)
Amerika’da kopeklerde TcdA ve TedB pozitif C. difficile prevalansin1 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 yontemi ile 69% (23/42), Wen ve ark. (2022) Cin'de WGS
analizi ile %66.6 (16/24). Bjoersdorff ve ark. (2021) Danimarka’da WGS analizi ile
%63.6 (7/11) olarak raporlamiglardir. Samir ve ark. (2021) Misir’da TedA+TcdB-,
TcdA-TedB+ ve TcdA+TcedB+ C. difficile izolatlarimi sirast ile %8.8 (8/90), %3.3
(3/90) ve %2.2 (2/90) oranlarinda PCR yontemi ile ortaya koymuslardir Rainha ve
ark. (2019), Brezilya’da %60 (3/5) toksijenik C. difficile EIA yontemi ile ortaya
koymuslardir. Wei ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ELISA yontemi ile
(%33) TcdA+TcdB+ bulurken kedi izolatlarinin non-toksijenik oldugunu, higbir
izolatta CdtA ve CdtB toksinlerine rastlanmadigini ortaya koymuslardir. Rabold ve
ark. (2018), Almanya’da 437 kopek ve 403 kediden topladiklar1 diskilar1 C. difficile
toksinleri yoniinden PCR yontemi ile incelemisler ve elde ettikleri kedi ve kdpek
orijinli 25 (%2.9) C. difficile pozitif izolatin 16’ sin1 (%61.5) TcdA ve TedB, ikisini
(%12.5) ise CdtA ve CdtB genleri yoniinden pozitif bulmuslardir.

Gerek iilkemizdeki hayvansal kaynaklardan gerekse yurt disgindaki kedi ve
kopeklerden elde edilen C. difficile izolatlarinin yiiksek oranda (%2.9-%48)
toksijenik 0Ozellik gostermesi c¢alismamiz kapsaminda yapilan analizler ile
uyumludur. Keza ¢alismamizda da hem genomik (WGS) hem de serolojik (Toksin-A
test) olarak, kedi ve kopeklerden izole edilen C. difficile izolatlarinin %45'inin
toksijenik oldugu tespit edilmistir. Insanlardan elde edilen izolatlarda Binary toksine
rastlanmamisken, hayvan kaynakli izolatlarda bu toksinin sinirli oranda (%12.5)
gozlemlenmesi, Binary toksinin hayvan izolatlarindaki prevalansinin daha ayrintili
olarak incelenmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Nitekim arastirmalar, hayvanlarda
goriilen CDE patogenezinde cdtA ve cdtB toksinlerinin 6nemli bir etkisi oldugunu
ortaya koymustur (Weese, 2020). Ancak tez calismamiz kapsaminda elde edilen
izolatlarin hicbirinde Binary toksin genine rastlanmamis olmasi, bu toksinin yalnizca
elde edildigi memeli tiiriine bagli olmayip baska faktorlerle iliskili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Basta SipA ve Cwp olmak iizere ylizey tabakasi proteinleri, sadece kolonizasyon
siirecinde degil, ayn1 zamanda bagisiklik yanitinda da 6nemli rol oynadigi, bu
proteinlerin yiiksek diizeyde inflamatuar sitokinlerin salimimimi tetikledigi ve
enfeksiyon bdlgesine makrofajlarin infiltrasyonuna neden oldugu gdsterilmistir

(Mitchell ve ark., 2022; Bianco ve ark., 2011). Diinya’nin cesitli bolgelerinde c¢esitli
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kaynaklardan (insan, kedi, kopek) elde edilen C. difficile izolatlar1 izerinde SlpA ve
diger yiizey proteinleriyle ilgili ¢alismalar yapilmig olmasina ragmen, bu ¢alismalar,
bu proteinlerin hayvan izolatlarinda goriilme sikligindan ziyade, molekiiler yapilari
ve hastalik lizerindeki etkilerini ele almaktadir (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 ¢caligma bulunmamaktadir. Calismamizda
da SlpA gen varligr ve filogenetik analizi gergeklestirilmis olmasi ile yukaridaki
molekiiler yontemleri kullanan ¢alismalar ile paralellik gostermedir. Ayrica, SlpA4 ve
Cwp protein komplekslerine sahip bir¢ok salgin susunun varligi da dikkat cekicidir
(Brown ve ark., 2018; Stabler ve ark., 2012). Bu ¢alismalar, ylizey proteinlerinin
enfeksiyonun patogenezinde toksinler kadar etkili oldugunu ve bu alanda yapilacak
aragtirmalarin  enfeksiyon  Onleme  stratejilerine  katki  saglayabilecegini
vurgulamaktadir (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 tim viriilans faktorlerini ayn1 anda analiz etme
imkan1 sunarak etkenin biitiin antijenik yapisinin incelenmesine olanak tanimaktadir.
Calismamizda, kedi ve kopeklerden elde edilen C. difficile suslarina yonelik WGS
analizleri gergeklestirilmis; 15 (%83.3) izolatin Cwp66 ve Cwp 88 genleri agisindan,
15 (%83.3) izolatin ise SIpA genleri agisindan pozitif oldugu tespit edilmistir. Ote
yandan tez kapsaminda yapilan filogenetik analizler, elde edilen suslar ile farkli
cografi bolgelerden ve konak tiirlerinden izole edilen C. difficile suslariin major
antijenik bolgesi olan SlpA proteinleri arasindaki genetik yakinli§i ortaya
koymaktadir. Kedilerden izole edilen “3cd”, “4cd” ve kopeklerden izole edilen
“19” ve “20cd” izolatlarinin SipA4 proteinleri, ABD'deki insan kaynakli QWR62406
izolat1 ile Slovenya'da bir kopegin patisinden elde edilen HBH2943129 izolatina
genetik olarak oldukg¢a yakindir. Benzer sekilde, kopeklerden elde edilen ““Scd” susu,
Almanya'da insan kaynakli “AVB42170” izolatinin SlpA proteini ile benzerlik
gosterirken, “17cd” kodlu izolatin ise Hindistan’da kopek digki svap 6rneginden elde
edilen "HEB4999574” suslarmin S/pA proteinleri ile klonal bir iliski i¢indedir.

“5cd” kodlu izolatimiz, Almanya’da bir insandan elde edilen “AVB42170” numarali
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izolat ile, “cdl”, “cd2”, “cdl3”, “cdl4”, “cd6”, “cd7” izolatlarrmiz ayni
kiimelenmenin iginde ve “WP 021402687 kodlu, Giiney Kore’de insandan elde
edilen izolata genetik yakinlik gostermektedir. Bu durum, C. difficile suslarinda SipA
gen bolgesinin farkli kitalardaki izolatlar arasinda yiiksek diizeyde genetik benzerlik
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu genetik benzerlik, suslarin iilkeler arasinda
uluslararas1 seyahatler, gida ve hayvan ticareti gibi insan faaliyetleri ile genis

cografyaya yayilabilme potansiyelini ortaya koymaktadir.

C. difficile’nin zoonotik karakterini ve toplum kaynakli CDE’nin ¢ikis noktalarini
ortaya koymak, farkli izolatlarin orijinlerini ve genetik cesitliligini anlamak ve
salginlar1 izlemek amaciyla ribotipleme ve genom temelli tiplendirme yontemlerinin
kullanimi biiylik 6nem tasimaktadir (CDC., 2024). Geleneksel CE-PCR ribotipleme
yontemi, diisiik ayrim giicii nedeniyle sinirlt kalirken, ¢ekirdek genom ¢ok lokuslu
dizi tipleme (MLST) gibi modern genomik yaklasimlarin daha yiiksek hassasiyet ve
standartlastirilabilirlik sundugu diistiniilmektedir. Bu yontemler, farkli sekans tipleri
(ST) ile ribotipler arasindaki genetik yakinliklarin anlamlandirilmasinda daha etkin
cozlimler ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda Baktash ve ark. (2022), C. difficile
ribotiplerinin hangi MLST sekans tipine yakinlik gosterdigini ve bu sekans
tiplerinden kaynaklanan salginlarin genetik temellerini belirlemek amaciyla genis
capli bir calisma gerceklestirmistir. Calismada, farkli orijinlerden toplanmis 100
farkli ribotipe ait 630 adet C. difficile izolati, tiim genom dizileme (WGS) analizine
tabi tutulmustur. Arastiricilar, elde edilen bulgular 15185inda sekans tipleri ile
ribotipler arasindaki genetik baglantilarin MLST analizleri ile etkin bir sekilde
belirlenebilecegini gostermislerdir. Baktash ve ark. (2022)’nin bildirdigi Ripotip-ST
iliskisine dayali olarak c¢aligmamizda elde edilen sekans tipleri ribotip olarak
degerlendirildiginde ST2'nin RTO014, ST3'lin RTO023, ST35'in RTO001, ST39'un
salginlarla iliskili RT027, ST55'in RT020 ve ST185'in RT181 ile baglantili oldugu
gorilmektedir. Bu sonuglara gore, sekans tiplerinin eslestigi ribotipler, diinyada
cesitli salgilardan elde edilen ribotipler ile benzerlik gostermektedir. Yapilan bir
meta-analiz; Asya ve Avrupa’da buzagilarda salgin ribotiplerinden RTO027° nin
degisken oranlarda (%20-%70) saptandigini raporlamistir (Wesse, 2020). Bununla
birlikte, Hawken ve ark. (2013) RT027’nin Amerika’da biiyiikbas ve kiimes
hayvanlarinda yayginliginin sirasi ile %75 ve %90 arasinda ve Kanada’da biiyiikbas
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orijinli ve Ingiltere’de insan orijinli izolatlarla da ayn tipte oldugu vurgulamislardir
(Albuquerque ve ark., 2021). Bununla beraber yapilan ¢esitli calismalarda; kopek ve
kedilerde toksijenik C. difficile ribogruplarinin prevalansinin %50’ye kadar
ulasabildigi bildirilmistir (Weese ve ark., 2020; Stone ve ark., 2019; Stone ve ark.,
2016). Konu ile iligkili Loo ve ark. (2016), enfekte bireylerin evlerinde yasayan
kopek ve kedilerden alinan C. difficile izolatlarinin, sahiplerinden alinan izolatlarla
ayni ribotipte oldugunu ve bu tastyiciligin genellikle asemptomatik seyrettigini rapor
etmislerdir. Analizlerimiz sonucunda kedi ve kdpek orijinli C. difficile suslarindan
elde edilen sekans tipleri, insanlarda yaygin olarak bulunan RT014, RT001, RT020,
RTI181, RT023 ve RT027 gibi ribotiplerle Ortiismiis olup bu durum, etkenin evcil
hayvanlardan  insanlara  potansiyel gecisinin -~ miimkiin  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak, bu sonuglarin insan ve hayvanlar arasinda dogrudan bir
gecisten mi yoksa ortak cevresel kaynaklar araciligiyla yayilimdan mu
kaynaklandiginin daha fazla NGS tabanli arastirmalar ile aydinlatilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Hayvan orijinli C. difficile izolatlarinin MLST sekans tiplerinin belirlenmesine
yonelik calismalarda, kopeklerde ST2 sekans tipinin sikligini Wen ve ark. (2022)
%12 (3/24), Finsterwalder ve ark. (2022) %36.8 (14/38) ve Stone ve ark. (2019)
%16.6 (7/42) oraninda, ST3 sekans tipinin ise ayni arastiricilar tarafindan sirasiyla
%4.1 (1/24), %10.5 (4/38) ve %19 (8/42) oranlarinda raporlandig1 goriilmektedir.
Ayrica, Wen ve ark. (2022), kopek orijinli C. difficile izolatlarinda ST39 sekans
tipinin sikligmi %16,7 (4/24) oraninda saptarken, arastiricilar, domuzlarda ST35’in
%7.4 (13/176) oraninda gozlendigini bildirmislerdir. Ancak kedi ve kdpeklerde bu
sekans tipini gdsteren bir galismaya rastlanmadig: goze carpmaktadir. Ote yandan,
literatiir taramalarimiz sonucu c¢alismamizdan elde edilen diger sekans tiplerine
(STS55, S155) ait izolatlarin sadece insanlardan elde edildigi, bu sekans tipine ait ilk
kedi-kopek orijinli C. difficile izolatlarinin ¢alismamiz kapsaminda elde edildigi
saptanmistir. Tez calismamizda kedilerden elde ettigimiz iki adet ST2 ve bir adet
STS5 C. difficile susunun, Yeni Zelanda ve Japonya gibi okyanus otesi lilkelerde
nosokomiyal salginlara sebebiyet vermis olmasi, C. difficile’'nin baz1 sekans
tiplerinin farkli cografik bolgelerde yayilim gdosterdigini diisiindiirmektedir. Bu

dogrultuda; Bloomfield ve ark. (2024), Yeni Zelanda’da bir insan hastanesi’nde
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yasanan bir CDE salgininda ortaya ¢ikan C. difficile izolatlarinin %18.4 (14/76)’tinii
ST2, %7.9 (6/76)’unun STS55 sekans tiplerine ait oldugunu ortaya koymuslardir.
Ayni sekilde’da Kuwata ve ark. (2014) arastirmamizda tanimlanan tiim sekans
tiplerini bir insan hastanesinden elde edilen C. difficile izolatlarinda belirlemislerdir.
Ayrica, toksin tiplerini, direng genlerini ve direngle iligkili SNP’leri ¢aligmamizla
uyumlu olarak raporlamiglardir. Yaptiklar1 ¢aligmada izole ettikleri 130 C. difficile
izolatinin 13’lintin ST2, (%10) icilinlin (%2.3) ST3, ii¢liniin (%2.3) ST35, birinin
(%0.7) ST39, birinin (%0.7) STS55 ve birinin (%0.7) ST185 oldugunu bildirmislerdir.
Calismadan elde ettikleri ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve STI185 izolatlarinin
tamaminin klindamisin ve florokuinolonlara direngli oldugunu, ancak metronidazol,
vankomisin ve meropenem gibi antibiyotiklere duyarli olduklarint bildirmislerdir.
ST2, ST3, ST35, ST39, ST55 ve ST185 izolatlarinin tamaminda klindamisin direnci
ile alakali oldugu bilinen ermB geni tespit edilirken, floroquinolon direnci gosteren
izolatlarda, gyrA SNP’sine rastladiklarini bildirmislerdir. Calismamizda da ayni

sekilde gyr4 SNP’si ve ermB genine klindamisine direncli izolatlarda rastlanmistir.

MLST sonucu izolatlarin ST’leri ve MLST Clade’lerinin belirlenmesinin yani sira,
calisgmamiz kapsaminda elde edilen izolatlarin WGS verileri ile, diinyanin farkli
cografi bolgelerden ve konak tiirlerinden izole edilen ve “NCBI Genbank™
veritabaninda bulunan C. difficile suslarmin WGS verileri arasindaki genetik
yakinlik, yapilan filogenetik analizler ile incelendi. Calismamizda, kedilerden izole
edilen 3cd ve kopeklerden izole edilen 20cd suslarmin, ABD'de kokeni kopek olan
bir C. difficile izolat1 ile genetik yakinlik gosterdigi, benzer sekilde kedilerden izole
edilen 11cd ve 12cd izolatlarinin ise Kuzey Kore’den bir kopek izolat1 ile genetik
benzerlik tasidigi tespit edilmistir. Bununla birlikte Scd kodlu kdpek izolatimizin da
Avusturya’dan elde edilmis tavuk orijinli C. difficile izolatiyla gosterdigi yakinlik, C.
difficile 1zolatlariin sadece kitalararasi olarak yayilimini degil, tiirler arasindaki
transferine de dikkat ¢cekmektedir. Filogenetik analizler sonucu elde edilen veriler
farkli orijinlerden elde edilen C. difficile suglarimin yayilim mekanizmalarmin ve
kontrol stratejilerinin daha genis c¢apli ve kapsamli bir sekilde arastirilmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Bu calismada, Kayseri’deki veteriner kliniklerinden alinan saglikli ve ishalli kedi ve

kopek rektal svap orneklerinden elde edilen 18 C. difficile izolatinin WGS-SNP ve
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MLST analizleri gerceklestirilmistir. Calismaya dahil edilen kopek ve kedilerin hem
saglikli hem de ishalli hayvanlardan olusmasi, bu hayvanlarin asemptomatik
tastyicilik oranlar1 ve elde edilen izolatlarin genetik yapilar1 hakkinda genis bir
perspektif sunmustur. Bu calisma, Tiirkiye’deki evcil hayvan popiilasyonunda C.
difficile izolatlarinin genetik yapisini detayli bir sekilde analiz ederek, zoonotik
bulagma yollarinin daha iyi anlagilmasina yonelik 6nemli veriler sunmaktadir. Elde
edilen bulgular, WGS tabanli analizlerin C. difficile epidemiyolojisi ve zoonotik
gecis mekanizmalarmin aydinlatilmasinda kritik bir ara¢ olarak kullanilabilecegini
desteklemektedir. C. difficile’nin sadece kedi ve kopeklerde degil, biitiin olas1 bulas
yollarinda izolasyonu, elde edilen izolatlarin antibakteriyel diren¢ durumunun
belirlenmesi ve WGS analizi c¢alismalart hem CD enfeksiyonunun kontrol ve tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine hem de patojenin yayiliminin sinirlandirilmasina katki

saglayacag diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER
Bu calisma, Tiirkiye’de saglikli ve ishalli kedi ve kdpeklerden C. difficile izolasyonu,

elde edilen 18 C. difficile susunun, tim genom dizileme (WGS) analizi ile molekiiler
ve antijenik karakterizasyonunu ve antibakteriyel duyarlilik profillerini belirleyen ilk
kapsamli arastirmadir. Calismada, Ozellikle etkenin ST39, ST2 ve ST55 gibi
toksijenik niteligi ile bilinen sekans tiplerinin saglikli kedi ve kopeklerden izole
edilmis olmasi, etkenin kedi ve kopeklerin asemptomatik tasiyiciligini, dolayisi ile
potansiyel bir rezervuar olarak rolii olabilecegini ortaya koymustur. Calisma
sonucunda, yerel izolatlarin genetik profilleri ortaya konulmus ve uluslararasi
suslarla olan filogenetik iliskileri analizi sonucunda Tirkiye’deki C. difficile
suslarinin, uluslararasi1 diizeyde farkli kaynaklardan (insani kedi, kopek, inek, rat,
tavuk) elde edilen izolatlarla genetik benzerlik gosterdigi saptanmistir. Yine
izolatlarda tespit edilen antibiyotik diren¢ genleri ve sekans tipleri ile benzer
genotiplerin kiiresel dagilimini ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, yurdumuzda
C. difficile’nin molekiiler epidemiyolojisi ile ilgili genomik verilerdeki ciddi bilgi
boslugu i¢in 6nemli bir veri saglamistir. Ayrica, Tiirkiye’de kedi ve kopek kaynakl
olusabilecek C. difficile enfeksiyonlarinda etkenin molekiiler 6zelliklerinin
degerlendirilmesi acisindan bir alt yapi1 olusturarak patojenin yerel diizeyde
izlenebilirligine katki sagladig: diistiniilmektedir. Elde edilen "NCBI GenBank’’ veri
tabanina kaydi yapilan C. difficile WGS verilerinin, hayvanlardan insanlara olas1
bulas yollarin belirlenmesi acisindan hem yerel hem de uluslararas1 diizeyde
gelecekte yiiriitiilecek karsilagtirmali epidemiyolojik arastirmalara 6nemli katkilar
saglayacag: diisliniilmektedir. Caligmada yurdumuzda kedi ve kopek orijinli C.
difficile izolatlarinin antibakteriyel direncine iliskin ilk veriler elde edilmis olup CD
enfeksiyonun tedavisi ve etkenin yayiliminin kontrol altina alinmasi i¢in halihazirda
kullanilan vankomisin ve metranidazol gibi antibiyotiklere yiiksek oranda duyarlilik
belirlenmistir. C. difficile'nin  zoonotik potansiyelinin tam olarak ortaya

konulabilmesii¢in evcil hayvan sahipleri, veteriner hekimler ve halk sagligi



uzmanlarinin ig birligi i¢inde c¢alisarak ortak izleme sistemlerinin olusturulmasi
gerekmektedir. Bu kapsamda ozellikle hayvan ve insan orijinli C. difficile
izolatlariin genetik yapilarinin tek saglik konsepti kapsaminda incelenmesinin,

etkenin tiirler aras1 yayilimina iliskin 6nemli ipuglar saglayacag: diisiintilmektedir.
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