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Clostridium difficile ve Gida Giivenligi Acisindan Onemi

Fatma Yildiz', Ali Giiciikoglu’

Ozet

Clostiridium difficile, insanlar igin patojen olan, ekzotoksin treten gram pozitif, sporlu,
zorunlu anaerop basildir. C.difficile, ik kez yenidoganlarin bagirsak florasindan tespit
edilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda C. difficile'nin hayvanlarda, hayvansal
artnlerde, sebzelerde ve c¢evrede (sularda, toprakta) tespit edilmesi, insanlarda
enfeksiyonun olusmasinda degisik kontaminasyon kaynaklarinin olabilecegini
gbstermistir. Yapilan calismalarda etkenin farkli suslari tespit edilmis ve &zellikle
hayvanlarda bulunan izolatlarin insan izolatlariyla benzerligi konusuna deginilmistir.
Etkenin hayvanlarda ve hayvansal kaynakl Urlnlerde bulunurlugu C.difficile’'nin gida
kaynakli bir zoonoz olabilecegini giindeme getirmigtir.

GIRIS

1935 yilinda ilk kez Hall ve O'Toole tarafindan saglkli yenidoganlarin bagirsak
florasinda saptanmis ve normal bagirsak florasinin etkeni olarak kabul edilmistir.
Kiltire edilmesi oldukga zor oldugundan bu bakteriye glg (difficult) anlaminda
“Clostridium difficile”ad1 verilmistir. 1960 ve 1970’li yillarda yapilan g¢alismalarda
glcli ekzotoksinleri belirlenip, psbdomembranéz enterekolit ile iligkisi saptanmisg,
sonrasinda antibiyotige bagli ishale yol acan en énemli etken olarak tanimlanmistir
(1, 2). C.difficile, anaerob, oval subterminal sporlu, peritrik flagellelari ile hareketli,
kapsulstz, 0.5-2 ym eninde, 3-17 ym boyunda, ince, uzun, diz gram pozitif bir
basildir (3).

Uygun besiyerlerinde 48 saat inkiibasyon sonunda 1-3 mm capinda S tipi koloniler
olusturmaktadir. Olusan bu koloniler, 360 nm’lik ultraviyole (UV) i1s1g1 altinda
incelendiginde acik gériniminde olduklar tespit edilmistir (3, 4). Pepton-maya
6zutl-glikoz igceren besiyerinde asetik, izobutirik, butirik, valerik, izovalerik,
izokaproik, formik, laktik asitler Uretir ve trozini para-kresole ¢evirebilir. Bunun sonucu
olarak besiyerinde spesifik cresol kokusu (at veya fil glibresine benzer) olusur ve bu
ayirt edici bir 6zellik kabul edilir (3, 5, 6). Cevresel ve klinik érneklerdeki bakterinin
izolasyonunda degisik yontemler geligtirilmistir. Bunlarin temelini etkenin sporlu
formunun vejetatif formuna dénustirilmesi olusturmaktadir (4, 7, 8).
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VIRULENS FAKTORLERI ve TOKSIN OZELLIKLERI

Virllens faktérlerinin basinda enterotoksik etkili toksin A ve sitotoksik etkili toksin B
gelmektedir. Etkenin nonpatojenik suslarida bulunmaktadir. Insan bagirsak
hicrelerine baglanmasini  kolaylastiran adezin faktér, hiyallronidaz ve spor
olusturmalar da virulensde roll olan diger faktorler arasinda gdsterilmektir.

Toksinler 6zellikle logaritmik fazin sonu ile durgunluk fazin basinda olusmakla
beraber sporiilasyon sirasinda toksin Gretimi gerceklesmez. Bununla beraber toksin
olusumu Gzerine 1si1, glikoz, aminoasit konsantrasyonu ve biyotin varliginin etkili
oldugu bildiriimektedir (10, 11). Her iki toksin benzer etkilere sahip olmakla beraber
yapisal olarak homoloji gbsterirler. Bununla beraber patolojik olarak toksin B, toksin
A’ya kiyasla 1000 kez daha gucli bulunmustur ve 100 kat daha aktif bir enzimatik
aktiviteye sahiptir. Toksin A’nin toksin B’den énemli bir farki bagirsakta sivi salinimini
arttirabilmesidir (12). Toksin A’nin molekdl agirhd@ini 308 kDa, toksin B’ninkini ise 270
kDa olarak belirlenmigtir (13).

Toksinler karboksil ucunda devaml tekrar eden Uniteler igerir. Toksin A ve toksin
B’nin karboksi terminal bdlgeleri benzer glikoziltransferaz aktivitesine sahiptir. Toksin
A, hlcrenin karbonhidrat reseptérlerine baglanarak etki ederken, toksin B’nin
reseptorleri hentiz belirlenememigtir. Ayrica, toksin A’nin nonspesifik monoklonal
antikorlara da FAB (Fragment antigen binding-Antijen baglayan kisim) kisimlarindan
baglanabildigi gdsterilmistir (11). Yenidoganlarda bakteri ve toksin varhgr yiksek
oranlarda saptanirken, hastalik bulgularinin  olmayisi reseptérlerin  yeterince
gelismemesi, kolostrumun olasi koruyucu etkisi ya da reseptorleri érten ince bir
tabaka varlidi ile agiklanmaktadir (14). Bu toksinlerin sitotoksik aktiviteleri ve buna
karsi gelisen inflamatuvar yanit, C.difficile ile iligkili ishalin histopatolojisini
olusturmaktadir. Toksinlerin hiicre membranindaki reseptdrlere baglanmasi toksik
etkiyi olusturur. C.difficile kékenlerinin yaklasik % 25’i toksin Uretmemektedir ve
dolayisiyla bu 6ézellikteki etkenin ishal ve kolite neden olmadidi ifade edilmektedir (15,
16).

Toksin A ve toksin B sirasiyla tcdA ve tcdB tarafindan kodlanir. Bazi C.difficile
suslari, ek olarak cdtA (enzimatik komponent) ve cdiB (binding komponent)
kompleksinden eksprese edilen “Clostridium difficile binary toksini” (CDT) de
icermektedir. Binary toksin (ADP-riboziltransferaz, CDT) cdtA ve cdtB genleriyle
kodlanan, ¢ok az Uretilen, aktive olmak igin tripsine ihtiyag duyan ve toksin B gibi
hiicrelerde 6lime neden olan farkli bir sustur (17, 18). Toksin Uretiminden sorumlu
genler uzun bir genetik dizi Uzerinde siralanmistir. Bu dizide ayrica toksinlerin
fonksiyonlarini dizenleyen 3 farkh bdlge daha tanimlanmistir: txeR(l), txe2, txe3.
TxeR ve txe2 pozitif regilasyon olusturup toksin yapimini arttirirken, txe3 toksin
genlerinin negatif regllasyonundan sorumlu tutulmaktadir (12). Bu genler ve
fonksiyonel bdlgeler birlikte (tcdC, tcdD, tcdE) patojen suslarda bulunan ve kisa bir
kromazal segment olan Paloc (pathogenicity locus) kompleksinin bir parcasini
olusturmaktadir (19). Bu bélgedeki farkli mutasyonlarla varyant suslari saptamak ve
en az 20 farkl toksinotip (I-XX) tanimlamak olasidir (20).

23



ANTiBiYOTIKLERE DIRENC

Tedavi amaci ile kullanilan antibiyotikler sadece patojen bakterileri degil normal flora
bakterilerini de etkiler, endojen mikroflorayr bozarak siUperenfeksiyonlara neden
olabilirler. Antibiyotik kullaniminin bagirsak florasina yaptigi etki, ilac kesildikten
sonraki 6. haftaya kadar sirebilmekte, bu sire iginde C.difficile'ye bagli ishaller
ortaya ¢ikabilmektedir (6). Yapilan calismalarda C.difficile’'ye bagli ishale sebep olan
antibiyotikler enfeksiyon olusturma sikliklarina gére siniflandiriimiglardir.

Siniflandirmaya gére; siklikla enfeksiyona sebep olanlar; ampisilin, amoksisilin,
sefalosporinler, klindamisin, linkomisin, metronidazol, seyrek olarak enfeksiyon
olusturanlar; kloramfenikol, eritromisin, imipenem, aminopenisilinler disindaki
penisilinler, cok seyrek enfeksiyon olusturanlar ise; antimikrobiyaller (basitrasin,
aminoglikozitler, kinolonlar, rifampisin, trimetoprimsulfametoksazol, tetrasiklin,
vankomisin, amfoterisin B, aztreonam, asiklovir) ve antineoplastikler (sisplatin,
siklofosfatamid, metotreksat, doksorubisin) olarak belirlenmistir (21).

Son yillarda kagik degisiklikler yapiimakla beraber, metronidazol veya vankomisin
C.dlfficile enfeksiyonlarinin standart tedavisinde kullanilan antibiyotiklerdir. Her iki
antibiyotigin esit etkiye sahip oldugu, bununla beraber tedavide metronidazolun
kullaniimasi sirasinda klinik yanitsizliklar s6z konusu oldugu bildiriimektedir. Palaez
ve ark. ilki 1994 yilinda yapilan iki farkh c¢alismada %6 ile %9 oraninda
metronidazole direncli bakteri saptamiglardir. (22) israil’de yapilan bir calismada ise
%2 oraninda direng bildiriimigtir (23). ilk yiksek vankomisin MIK diizeyine sahip
C.difficile ise 1996’da tanimlanmistir (24). Pelaez ve ark. tarafindan 2002’de yapilan
calisma da ise %3.1 oraninda azalmig duyarlilik orani bildirilmistir (22). O zamandan
glnimulze azalmis duyarlilida sahip izolat sayisinda yavas ama gittikce yUkselen bir
artis s6z konusudur. ingiltere’de Mutlu ve ark. 2007 yilinda yaptiklari calismada, MIK
degeri 4mg/L olan suslarin 1999-2000 yillarinda %2,7 iken, 2005 yilinda %21,6’ya
yUkseldigini géstermiglerdir (25).

Diger antibiyotiklere direng Ulkelere goére farklilik gdstermekle beraber degisik
oranlarda bildirilmistir. En fazla diren¢ klindamisin-eritromisin grubunda goértlmekte
ve yillar icinde giderek artmaktadir. Klindamisine direng, Almanya’da 2003 yilinda
%36 iken 2007 yilinda %65, isvec’'te 2006 yilinda %43,7 iken 2009 yilinda %65,
Kanada’da 2006 yilinda %14,7 iken 2008 yilinda %90,9 bulunmustur (21, 26). Cin'de
2007 yilinda yapilmis olan bir yillik calismada ise klindamisine %71,4 oraninda diren¢
saptanmistir (21).

CLOSTRIDIUM DIFFICILE ENFEKSIYONLARI

C.difficile infeksiyonlari, Oncelikle hafif ishal ve karin agrisiyla baslayip toksik
megakolona kadar giden gastrointestinal infeksiyonlari basta olmak (zere diger
sistemleri de etkileyerek bakteremi-sepsis sendromu, karaciger, dalak ve pankreas
apseleri, peritonit ve kemik-eklem infeksiyonlari gibi infeksiyonlarinda olusmasinda
rol oynamaktadir. Hastallk insanlarda klinik olarak 1- Asemptomatik tasiyicilik, 2-
Ps6domembransiz kolit, 3- Psédomembranh kolit (PMK)ve 4- Fulminant kolik/toksik
megakolon formlarindan biri ile seyrettigi bildiriimektedir (27).
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE ve GIDA GUVENLIGI ACISINDAN ONEMI

C. difficile; toprakta, gaita da gidalarda ve deniz Urlnleri olmak Uzere pek ¢ok alanda
bulunmaktadir. Mikroorganizmanin insana gegisi oral-fekal yol ile olur. C.difficile
sporlar olumsuz c¢evre kosullarina dayanikli oldugundan c¢evrede yaygin olarak
bulunur ve enfeksiyon icin surekli rezerv olusturur. Yapilan calismalarda hayvansal
kaynakli (et ve sut Orlnleri) gidalara ek olarak salata ve sebzelerde de ylksek
oranda izole edilmigtir. Deniz Grlnleri ve baliklarda da tespiti séz konusudur (28).

C.dlfficile’'ye bagli ishal olaylarinda artis yasanmasi, arastirmacilar bu etkenin gida
kaynakh zoonoz olacagina dair calismalar yapmaya ydneltmistir. Ginimizde bu
konuyla ilgili sinirli sayida calisma yer almakla beraber hayvanlarin ve hayvansal
kaynakh gidalarin bu bakterinin rezervuari olabilecegi disiniimektedir. Son yapilan
calismalarda C.difficile’ nin hayvansal gidalarda ve perakende olarak satilan etlerde
identifiye edilmesi, C.difficile kaynakl bakteri infeksiyonlarinda gidalarin potansiyel
olarak rol oynadigini goésterir niteliktedir. Kontaminasyonda canli hayvan
rezervuarlarinin yani sira ¢gevre ve hayvansal gidalarinda kaynak olusturabilecegine
ybnelik galismalar yapiimistir. 2003 yilindan bu yana Kuzey Amerika ve Avrupa da
C.dlfficile etkenine bagl ishal salginlarinin hizla ortaya cikisi ve mortalitenin artigi
sonucu etkeni izole etmek igin cesitli metodlar kullaniimig ve bunlarin neticesinde
C.dlfficile PCR Ribotip 027 (CD027) susu ortaya ¢ikmistir (29).

2008 yilinda 16 Avrupa Ulkesinde C.difficile PCR Ribotip 027 kaynakl vakalar ortaya
ciktigr kaydedilmistir. Bunlarin iginde 9 (lkede (ingiltere, Hollanda, Belgika, Fransa,
irlanda, Liuksemburg, isvigre, Aimanya ve Finlandiya) enfeksiyon salginlar seklinde
seyrederken 7 llkede ise (Avustralya, Norveg, Danimarka, isveg, Norveg, Hindistan,
Polonya, ispanya) sporadik sekilde seyrettigi tespit edilmistir (30).

Hayvan ve insan orjinli C.difficile izolatlarinin genotipik varyasyon benzerligini ortaya
koymaya yonelik ¢alismalar yapilmistir. Weese ve ark. ile Songer ve arkadaslari
2009’da yaptiklari calismalar da, et érneklerinden izole ettikleri C. difficile izolatlarinin
genotipik yapisinin insan izolatlariyla biyldk 6lcide benzerlik tasidigini ifade
etmislerdir (31, 32). Arroya ve ark. (2005), at, kdpek ve insan izolatlari arasindaki
benzerligi belirlemeye ydnelik yaptigi ¢alismalarinda 20 insan izolatinin 4’0 ile 92
képek izolatinin 58I ve 21 at izolatinin 5’inin arasinda benzerlik oldugunu
kaydetmislerdir. Ayrica yapilan ¢alismada insana ait izolatlarini cogunlugunun (%15)
sadece insana 6zgu olan 5 farkh PCR ribotip icerdigini belirlemislerdir (33).

Keel ve ark. (2007), yaptiklari calismada, Kuzey Amerika da bulunan sigir, kdpek, at
ve domuz izolatlarini insan izolatlariyla karsilastirmistir. Calismada domuz ve sigir
izolatlarindan PCR ribotip (078) predominant olarak bulunmus ve sidir izolatlari
icinde %94’lik, domuz izolatlar icinde ise , %83’luk bir kismi olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica 6 PCR ribotipinin insan ve atlarda ortak, 3 PCR ribotipinin ise insan
ve domuzlarda ortak olarak tespit edilmistir (34). 2004 yilinda Songer yaptidi
calismada enteritli 600 domuz diskisinda %35 oraninda toksin A ve B ydnlinden
pozitiflik saptamistir. Arastirmacinin  Kuzey Carolina da vyaptidi bagka bir
calismasinda, 32 domuzun fekal metaryelleri incelemis ve %48 oraninda C. difficile
toksin A ve B ydninden pozitiflik belirlemistir (31).

25



C. difficile’ ye bagli ishal olgularinin gérildigi domuz sirilerindeki mortalitenin %16
ile %20 arasinda oldugu yapilan calismalarla kaydedilmistir (31, 35). Ayrica domuz
suUrllerinde dogum sonrasi gérilen MMA sendromunu (Mastitis-Metritis-Agalaksiya)
tedavi etmek amaciyla yapilan antibiyotik tedavisinin devaminda disi domuzlarda
C.dlfficileye bagl ishal gelistigi ve mortalitenin %13-16 oldugu kaydedilmistir (36,
37).

Weese ve ark. (2009) Kanada'da perakende olarak satilan parcalanmis domuz ve
sigir etlerinde C.difficile kontaminasyonunu belirlemeye yénelik yaptiklari ¢alismada;
toplam 230 6rnekten 28 inde C. difficile izole etmiglerdir. Bu érneklerin icinde 14/115
(%12)’ lik kismini pargca sigir eti, 14/115 (%12)’ lik kismini da pargca domuz eti
olusturmaktadir. C.difficile izole edilen domuz eti érneklerinden 10/14 (%71)’lik kisim
zenginlestirilmis kilttrle tespit edilirken 4/ 14 (%28)’ 10k kisim direkt kaltlr yapilarak
izole edilmistir. Sigir etlerinde ise 14/15 (93)" Iik kismi sadece zenginlestirme
ybntemiyle elde edilirken 4/ 14 (%28)’ IUk kisim direkt kiltlr yapilarak izole edilmistir.
Zenginlestirme yontemiyle pozitif olarak saptanan 6érneklerde etkenin spor formlarinin
sayisi oldukca distkken, direkt plak yéntemiyle pozitiflik saptanan érneklerde 20-240
spor/g arasi spor formuna rastlanmistir (32).

Jobstl ve ark. (2010), Avustralya’da yaptiklari calismada yerel marketlerden aldiklari
100 parca et ve 50 ¢ig sut 6rnegini C. difficile varligi yéninden incelemisler ve 3
parca et érneginde etken varligini saptarlarken ¢ig sit 6érneklerinde etkeni izole
edememiglerdir. Etkeni izole ettikleri 3 érnek icinde insan susunu (Human PCR
ribotip) identifiye etmisler ancak 028 ve 027 susuna rastlamamiglardir (38). Bakri ve
ark. (2009), iskogya’nin Glaskow sehrinde yerel marketlerde satilan hazir salata
artnlerinden alinan 40 numuneyi analiz etmigler ve bunlarin iginde 3 salata érnegini
(%7,5) C. difficile yéninden pozitif bulmuslardir (39). Rodriquez-Palacios ve ark.
(2007) Kanada'da perakende olarak yerel marketlerde satilan et Urlnlerinde
C.dlfficile kontaminasyonunu degerlendirmis ve alinan 60 et érneginin 12’sinde (%20)
etken saptanmis ve etkene ait 11 toksijenik izolat belirlenmislerdir. Bu toksijenik
izolatlarin 8’inin toxinotype 3 oldugu belirtilmistir. Kontaminasyonun etlerin toplu
halde depolama ve paketleme esnasinda olusabilecegini ifede etmislerdir. Ayni
arastirmacilarin 2009 yilinda yaptiklari benzer calismada 149 parca et ve 65 dana
pirzola etinde sirasiyla %6,7 (10/145) ve %4,6 (3/65) oraninda C. difficile saptamislar
ve elde ettikleri 13 érnedin 10’'unda toksijenik yapiy1 kaydetmislerdir (40, 41).

Songer ve ark. (2009), Arizona’da yaptiklari calisma da toplam 88 et érneginin (sigir
parca et, koyun parca et ve hindi eti) 37’sinde (%42) C. difficile saptamislardir. Et
tarlerinin enfeksiyonun prevalansinda belirleyici bir 6zellik olmadigini kaydetmislerdir.
25 izolatta PCR Ribotip 078; 4 drnekte PCR ribotip 027 toxsinotype 3 tespit edilmistir
(42).

Kanada’'da yerel marketlerden alinan toplam 119 deniz GrinG &rnegdinin (taze,
dondurulmus, pisirilmis karides, taze ve dondurulmus midye, yenge¢, somon susi,
taze levrek, kedi bahgi, somon, istridye, midye, ahtapot, alabalk) 5’inde C.difficile
izole edilmigtir (43).

Boer ve ark., (2011), Hollanda’da marketlerde satilan farkli hayvan tirlerine ait

parcalanmis 500 adet c¢esitli hayvan tirlerine ait et 6rnedini C.difficile
kontaminasyonu ydninden incelemisler ve 168 sigir, 63 domuz et 6rneginin
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hicbirinde etken tespit edilemezken, kuzu et O&rneklerinde %6,3, kanatl et
Orneklerinde ise %2,7 oraninda etkeni izole etmiglerdir. Toplamda 500 6rnek icinde
%1,6’lik bir pozitif 6rnek ylzdesi tespit etmiglerdir (44).

SONUC

C. difficileye bagh ishal olgulari gunimizde siklikla kargimiza c¢ikmaktadir.
Olusumunda antibiyotik kullanimi sonucu bozulan intestinal flora ve hijyen
ugulamalarinin eksikligi etkili olan baslica faktérler arasinda gésteriimektedir. Ancak
son yillarda yapilan calismalarda pet ve ciftik hayvanlarinin gastrointestinal
sisteminde etkeninin siklikla tespit edilmesi, insanlarda gértlen C. difficile’ ye bagli
ishallerin olusmasinda bu canlilarin rezervuar olabilecedini goérisini ortaya
koymustur. C. difficile’'nin gidalarda bulunmasina yoénelik henliz yeterli veri
bulunmamakla beraber yapilan ¢alismalarda hayvansal kaynakli gidalarda 6zellikle
yerel marketlerde perakende olarak satilan etlerde, salatalarda, deniz UGrlnlerinde ve
sularda etken tespit edilmis ve bunlarin enfeksiyonun yayllmasinda kaynak
olusturabileceginin olasiligi Gzerinde durulmustur. Etkenin kontrol altina alinmasinda
cevre, gida ve personel hijyenine dikkat edilmelidir. Etkenin vejetatif formlari
dezenfektan vb. maddelerle elimine edilebilse dahi spor formlari oldukga dayanikh
oldugundan cevrede uzun sire canli kalabilmekte ve enfeksiyon igin daimi kaynak
olusturabilmektedir.
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